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RESUMEN

El contenido de antocianinas frecuentemente se relaciona con la calidad del
color y la capacidad antioxidante como es el caso de los frutos de arandano y
granada. Muchos estudios de investigacion han demostrado que las
antocianinas y los extractos de plantas ricos en antocianinas pueden proveer
potenciales beneficios para la salud. El presente trabajo de investigacion tiene
por objetivo determinar la cinética de degradacién de antocianinas en zumos
pasteurizados de grahada y arandano, utilizando los modelos cinéticos de
orden cero, primer y segundo orden. Se determiné que la degradaciéon de
antocianinas en los dos zumos evaluados y en las cuatro temperaturas
ensayadas siguié una cinética de primer orden con una alta correlacién, para
el zumo pasteurizado de Arandano (R2 = 0.990; 0.982; 0.988; 0.984) y para el
Zumo pastéurizado de Granada (R2 = 0.993, 0.991, 0.988 y 0.976).

Se determiné que a la temperatura de almacenamiento mas baja de este
estudio (30°C) las constantes de velocidad de degradacion de las antocianinas
en los dos zumos fue menor, a partir de estas constantes se obtuvo tiempos
de vida media (t12) de 321 y 406 horas para el zumo de arandano y zumo de
granada respectivamente; de esta manera se observé que las antocianinas
presentes en el zumo de granada son mucho méas estables respecto a las
antocianinas presentes en el zumo de arandano, esto también se confirmé al
obtener un valor menor de la energia de activacién en el zumo de granada. Se -
determind la cinética de degradacién de antocianinas en zumos pasteurizados

de granada y arandano a las temperaturas de 30, 40, 50 y 60°C.
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ABSTRACT

The anthocyanins are often related to color quality and antioxidant capacity such
as cranberry fruit and Granada. Many research studies have shown that
anthocyanins and plant extracts rich in anthocyanins may provide potential
health benefits. This research aims to determine the kinetics of degradation of
anthocyanins in‘pasteurized juice and cranberry Granada, using the kinetic
models of zero, first and second order. It was determined that the degradation of
anthocyahins in both juices evaluated and four tested temperatures followed a
first order kinetics with a high correlation to the pasteurized juice Cranberry (R2
=0.990; 0.982; 0.988; 0.984) and juice Granada pasteurized (R2 = 0.993, 0.991,
0.988 and 0.976).

It was determined that the lower temperature storage study (30 ° C) rate
constants degradation of anthocyanins in both juices was lower, from these time
constants half-life (11 / 2) of 321 was obtained and 406 hours for cranberry juice
and juice Granada respectively; thus it was found that anthocyanins present in
the juice Granada are much more stable compared to anthocyanins present in
cranberry juice, this was also confirmed by obtaining a lower value of the
activation energy in the juice of Granada. the kinetics of degradation of
anthocyanins was determined in Granada pasteurized juices and cranberry at
temperatures of 30, 40, 50 and 60°C.
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INTRODUCCION

El contenido de antocianinas frecuentemente se relaciona con la calidad del
color y la capacidad antioxidante de frutos y vegetales (Zhonggao et al., 2005;
Oh et al., 2008). Ademas de la vitamina C, la vitamina E y los carotenoides, los
polifenoles (una amplia clase de componentes que incluyen acidos fendlicos,
flavonoides, catequinas, y antocianinas) han demostrado una fuerte capacidad
antioxidante (Wang y Xu, 2007). El zumo de Arandano y zumo de granada
contienen altas concentraciones de antocianinas, responsables del color y
ademas de una importante accién antioxidante, inhibidora de la producciéon de
radicales libres, de la peroxidacion lipidica y preventiva frente al cancer (Mazza
y Miniati, 2003; EFSA, 2010).

El estudio de las antocianinas en frutas, ha tomado fuerza la ultima década no
solo por la capacidad colorante (Garzén 2008), sino también por su capacidad
antioxidante (Cooke et al; 2005). El interés en las antocianinas se ha
intensificado debido a sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas (Astrid,
2008). La acumulacién de datos muestra que las antocianinas y los extractos de
plantas ricos en antocianinas pueden proveer beneficios para la salud
incluyendo proteccién del ADN (Lazze et al,, 2003), actividad anti-inflamatoria
(Rossi et al., 2003), actividad anticancerigena (Hou et al., 2003; Hou et al.,
2004), actividad antioxidante (Wang & Jiao 2000; Matsumoto et al., 2002; Oh et
al. 2006), actividad antidiabética (Jankowski et al., 2000; Tsuda et al., 2003) y
prevencion de enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Joseph et
al., 1999; Youdim et al., 2000).

Durante el paso del tracto digestivo al torrente sanguineo de los mamiferos, las
antocianinas permanecen intactas y ejercen efectos terapéuticos conocidos que
incluyen la reduccién de la enfermedad coronaria, efectos anticancerigenos,

antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas del mejoramiento de la



13

agudeza visual y del comportamiento cognitivo (Miyazawa et al., 1999). Los
efectos terapéuticos de las antocianinas estan relacionados con su actividad
~ antioxidante ya que estudios con fracciones de antocianinas provenientes del
vino han demostrado que estas son efectivas en atrapar especies reactivas del
.oxigeno, ademas de inhibir la oxidaciéon de lipoproteinas y la agregacion de
plaquetas (Ghiselli et al., 1998).

Las antocianinas son compuestos labiles y su estabilidad varia en funcién a su
estructura y la composicion de la matriz en la que se encuentre (Wrolstad, 2000;
Delgado-Vargas y Paredes-Léopez, 2003). La alta vulnerabilidad de las
antocianinas a la temperatura (Kirca y Cemeroglu, 2003; Kirca et al., 20086;
Harbourne et al., 2008), presencia de oxigeno (Starr y Francis, 1968), acido
ascorbico (Shrikhande y Francis, 1974) y peréxido de hidrogeno (Ozkan M et
al., 2002, 2005), asi como cambios en el pH (Kirca et al., 2006; Cevallos-Casals
y Cisneros-Zevallo, 2004; Fossen et al., 1998), permiten valorar la calidad de
los productos que los contienen. La degradacién térmica de compuestos como
las antocianinas puede ser evaluada mediante la cinética quimica aplicada a los

alimentos (Labuza 1984).

Objetivo general
- Determinar la cinética de degradacion térmica de antocianinas en el zumo
pasteurizado de Granada (Punica granatum) y en el zumo pasteurizado de

Arandano (Vaccinium myrtillus).

Objetivos especificos
- Determinar la concentracion de antocianinas a diferentes tiempos y

temperaturas de almacenamiento.

- Determinar el orden de reaccidon de las antocianinas a las diferentes

temperaturas de almacenamiento.
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Determinar las constantes de velocidad de degradacién de antocianinas a

las diferentes temperaturas de almacenamiento.

Determinar el tiempo de vida media (ti2) de las antocianinas a las

diferentes temperaturas de almacenamiento.

Determinar la energia de activacion (Ea) y el factor Qo de la degradacién

de antocianinas.

Comparar las constantes de velocidad de degradacion de antocianinas

determinadas en cada zumo.
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.  FUNDAMENTO TEORICO

En los ultimos afios se ha incrementado- el interés por el concepto de
“alimento funcional”, los consumidores cada vez estan mas interesados en
alimentos saludables y la industria alimentaria estd comprendiendo la
potencialidad del mercado de los alimentos funcionales; a nivel mundial se
ha iniciado una intensa actividad investigadora en el area de estos nuevos
alimentos. El término alimento funcional hace referencia a alimentos o
ingredientes que mejoran el estado general de salud y/o reducen el riesgo
de enfermedad (Rubiano, 2006).

1.1. Arandano
1.1.1. Nombres comunes

Mirtilo, Anavia, Raspano, Rasponera, Arandilla, Arandanera, Arandafio,
Meruéndano, Raspanera, Raspona, Amabia.

1.1.2. Nombre cientifico

Vaccinium myrtillus.

1.1.3. Taxonomia y morfologia
a) Taxonomia
El arandano es un arbusto que pertenece a la familia de las
Ericaceas, género Vaccinium. Las especies de mayor importancia
gque se producen son [os “arandanos altos del norte” (V.
corymbosum), “arandanos altos del sur” (hibridos inter - especificos
de V. corymbosum y V. darrowi), “arandanos bajos” (V.angustifolium)
y “arandanos ojo de conejo” (V. virgatum, ex V. ashei). Existe
ademasel “arandano de altura media’, un hibrido entre V.

corymbosum y V. angustifolium (Zapata, 2014).

b) Morfologia
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El fruto del arandano.es una baya casi esférica, que segun la especie
y cultivar, puede variar en tamafio, de 0.7 a 1.5 centimetros de
diametro, y en color, desde azul claro hasta negro. La epidermis del
fruto esta cubierta por secreciones cerosas, que le dan una
terminacion muy atractiva, lo que tiene gran importancia a la hora de

su comercializacién (Zapata, 2014).

1.1.4. Composicion nutricional

Tabla 1. Composicién nutricional del arandano (Vaccinium myrtillus).

Componentes Cantidad
(9/100)
Agua 83.2
Carbohidratos 15.3
Fibras 1.5
Proteinas 0.7
Grasas 0.5
Pectinas 0.5
Azicares totales 10a 14
Sacarosa 0.24
Fructuosa 4.04
Glucosa 3.92
Contenido de solubles 10.1-14.2
Acidez titulable 0.3-0.38
Vitamina A (U.l) 100
Acido ascérbico (mg/100g) 14

Fuente: Facultad de Medicina de la Universidad de Oporto,
Portugal, (2010).
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Variedades de arandano

El Peru cuenta con un potencial probado para la produccion temprana,
pero falta investigacion respecto al comportamiento de las variedades en
los distintos climas, aun asi, hay una limitante en la disponibilidad de
variedades. Teniendo en cuenta que la variedad “Biloxi” es una buena
alternativa complementaria, que se debe seguir probando, por lo que
existen muchos centros que estan desarrollando variedades tempranas.

Entre las variedades de arandano tenemos: (Vial, 2006).

“O’neal” es de bajo vigor y productividad, post cosecha regular.

“Misty” es de vigor medio, tiende a sobre producir, calibre irregular,

sensible a enfermedades de suelo y madera.

“Legacy” es vigorosa, fruta de muy buena calidad. Se comporta de

manera muy distinta en diferentes lugares.

“Biloxi” produce fruta en brotes del mismo afio. Algo totalmente inusual,

vigorosa, larga floracion, util para cultivos siempre verdes.

“Briggita” es vigorosa, fruta de muy buena calidad, en firmeza,

apariencia y sabor. Muy productiva.

“Star” su cosecha es concentrada, fruta grande, muy buena calidad,

poco sabor, rendimientos variables.

“Jewel” es mas productiva y vigorosa que Star, fruta de buena calidad,

pero tiende a ablandarse.
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“Emerald” es una fruta muy grande y muy firme de 18-20 mm. Es la mas

vigorosa de todas las variedades.

“Primadonna” es firme, su productividad media estd entre Star vy

Emerald. Fruto grande y de buena calidad en apariencia y sabor.

“Scintilla” es de tamafio grande, buen color, sabor y muy firme. Es

vigorosa, fruta azul claro, buen balance entre dulzor y acidez.

“Ventura” es productiva, vigorosa, fruta azul claro, buen balance entre

dulzor y acidez.

“Corona” es vigorosa y productiva, frutos firmes, muy grandes y de buen

sabor.

Cultivo del Arandano en el Peru

Aunque la mayor cantidad de informacién histérica sobre la introduccién
del cultivo de ardndano en el Pert cita a los afios 2007 y 2008 como
punto de partida, lo cierto es que Alex Hall (gerente general de Agricola
Los Medanos), una empresa agroexportadora ubicada en Villacuri, Ica
realizé los primeros ensayos con este cultivo a partir del afio 2004,
mucha perspectiva apunté hacia este cultivo, iniciando asi una serie de

ensayos en esta zona con variedades como Misty, O'neil y Biloxi.

Los resultados iniciales fueron alentadores, pues contra todo pronédstico
este cultivo empez6 a desarrollarse con normalidad bajo estas

condiciones y sobrepaso todas las expectativas.
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El arandano es un cultivo que tiene muchas oportunidades para nuestro
pais y al igual que en otros cultivos de exportacién, creceremos poco a
poco, pero en forma 'segura y sostenible. Actualmente, los precios del
arandano en los mercados del hemisferio norte lo hacen un cultivo
atractivo por su rentabilidad y los resultados hasta el momento muestran
que es un cultivo que se adapta muy bien tanto a condiciones de sierra

como de costa con muy buena productividad.

Las nuevas variedades que se estan introduciendo también permiten
tener mayor rango de posibilidades para este cultivo y asi como son
Utiles las experiencias de otros paises vecinos, son de mucha
importancia nuestros propios resultados basados en experiencias locales
(Agroenfoque 2013).

Mercado y Comercio de Arandano en el Peru.

Sierra Exportadora (2014), viene impulsando la produccién de
arandanos, apoyando a los pequefios y medianos productores de la
sierra. Se creé el programa Peru Berries, el cual actia como
intermediario en la venta de arandanos, impulsa el cultivo y articula a los
pequefios y medianos productores con las grandes empresas

agroindustriales.

Asimismo, se vienen realizando capacitacion a productores vy
empresarios sobre la forma de cultivo de arandanos, asi como las
oportunidades de mercado, contando con expertos en el cultivo y
comercio de arandanos. En cuanto al poder de negociacion de los
consumidores se dice que la minoria peruana dispuesta a comprar
arandanos es muy sensible al precio pues se consideran muy caros en

relacion a otras frutas y también escasos. -
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Aunque la mayoria de la poblacién peruana no reconoce o0 no ha
consumido arandanos, el mercado mundial demanda arandanos
principalmente como fruto fresco y por lo tanto existe la oportunidad de
aprovechar el creciente mercado que consume arandanos con valor

agregado.

En cuanto a las oportunidades de la Foda, existen posibilidades de
brindar mas productos a base de arandanos al consumidor, dada la
creciente demanda de estos productos y el gran apoyo de Sierra
Exportadora para incentivar la inversién en arandanos. El Per( cuenta
con la capacidad de abastecer al mercado internacional en épocas de
escasez durante los meses de setiembre a noviembre, donde se

cosechan los arandanos en el pais (Sierra Exportadora 2014).

Tabla 2. Principales Mercados de Exportacién durante los ultimos 3

afos de arandanos del género vaccinium.

Pais Cantidad (kg) % de participacion
Socio 2010 | 2011 | 2012 [2010 | 2011 |2012
Reino unido | 336 | 1,956 |18,127 | 5% 29% | 41%
Holanda 324 0 14,932 | 5% 0% 33%
Bélgica 1,449 | 1,836 | 7,802 |23% | 27% | 17%

Estados 0 2,703 | 1,600 | 0% 40% 4%
unidos
Costa Rica 0 0 1,000 | 60% 0% 2%
Otros 3,800 [ 225 ({1,261 | 7% 3% 3%
Total 6,359 | 6,722 (44,721 {100% | 100% |100%

Fuente: SUNAT (2012).
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1.2.Granada

1.21.

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

Nombres comunes
Granado, Granado agrio, Granado enano.
Nombre cientifico
Punica granatum.
Taxonomia y morfologia
a) Taxonomia:
La granada pertenece a la familia de las Punicaceas, género Punica,

se originé desde los Balcanes hasta el Himalaya (Valdez 2011).

b) Morfologia
Segun Valdez (2011), la granada es una baya denominada balausta,
es globoso, de 10-15 cm de didmetro, con la piel correosa de
amarillenta a rojiza y con numerosas semillas envueltas en una pulpa

comestible rosada

Variedades de la Granada

Las variedades que mas se cultivan en Pert es la Mollar, la Valenciana al
igual que en Espafia. En la India que es la principal zona productora y de
donde es originaria la granada existen muchas variedades, la preferencia

es por aquellas con pulpa carnuda, jugosa alrededor de las semillas.

Los tipos con las semillas relativamente suaves se clasifican a menudo
como “sin semillas”. Entre las mejores estan “Bedana” es casi grande,
con parduzco o la corteza blanquecina, reduce rosaceo-blanco a pulpa,
dulce, las semillas suavemente, ‘Kandhari es grande, de color rojo
oscuro, con pulpa de color rosa oscuro 0 sangre-roja, un poco acida y
semillas duras. (AMPEX, 2006).
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Segun AMPEX, 2006 Otros incluyen:
“Alandi” de tamafio mediano, con la pulpa roja o rosada, carnuda,

semillas muy duras.

“Dholka” grande, amarillo-rojo, con los remiendos de oscuro-rosado y de
la purpura en la base, o todo-sobre verdoso-blanco; corteza gruesa,

carnudo, purpurino-blanco o blanco, dulce, pulpa; semillas duras.

“Kabul” grande, con la corteza rojo oscuro y amarilla claro; pulpa

carnuda, rojo oscuro, dulce, levemente amarga.

“Rojo del Muscat” pequefio a las semillas del medio, con la corteza fina

o bastante gruesa, carnudas, jugosas, medio-dulces de la pulpa, suaves.

“Shell de papel” redondo, medio grande, amarillo claro ruborizado con
color de rosa; con la pulpa carnuda, rojiza o rosada, dulce, muy jugosa

de la corteza muy fina, y semillas suaves. Osos pesadamente.

“Pune” grande, con la corteza rojo oscuro, gris o grisaceo-verde,

manchada a veces, y la puipa naranja-roja o rosado-y-roja.

“Rubi espanol” redondo, pequefio-medio o grande; brillante-rojo, con la
corteza fina, carnudo, levantar-coloreada, el dulce, la pulpa aromatica, y
semillas pequerfias-medias, bastante suaves. Medio considerado en

calidad.

“Vellodu” a la pulpa grande, con la corteza medio-gruesa, carnuda,

jugosay a las semillas.
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“Blanco” grande, color crema del Muscat tefiida con color de rosa;

corteza fina; pulpa carnuda, crema-coloreada, dulce; siembra.

“Maravilloso” originado como corte en la Florida y propagado en
California en 1896. La fruta es el purpura-rojo muy grande, oscuro, con la
corteza medio-gruesa; de color rojo oscuro, jugoso, pulpa del winey. La

planta es vigorosa y productiva.

Segun AMPEX, 2006, en Espafia las mas conocidas y comerciales son

las siguientes:

“Mollar de Elche”. Arbol muy vigoroso, de rapido desarrolio, fruto de
tamafio grande, grano grueso, rojo oscuro y pepitila (semilla) muy

reducida y blanda, madura entre octubre y noviembre.

“Mollar valenciana”. Arbol vigoroso, fruto de tamano grande, forma
redondeada y aplanada, granado grueso y pepitilla muy reducida. Se
caracteriza por ser de recoleccion temprana. Los precios de venta suelen
ser significativamente mas elevados, debido a la escasez de producto en

la época de recoleccion.

“Wonderfull”. La granada maravillosa se trata de una fruta mas grande
qgue lo normal con un sabor mas agradable. Roja su carne, jugosa con un
sabor agudo. Crecimiento de hasta cerca de 20 pies (aprox. 6metros) de

alto o acortados a la forma.

Cultivo de Granada en el Per(i
Segtin AMPEX (2008), la produccién regional de granada fresca en el
Pert se concentra en 3 regiones lidera la produccioén nacional lca, que

concentra el 51% de la produccion nacional y ademas es la regién donde
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la empresa Agricola Athos S.A., que es la principal empresa exportadora
de granada fresca en el Peru, tiene sus cultivos con variedades distintas
a las que se siembran en los valles de Huaral y Chilca, la variedad que
cultiva la Empresa Agricola Athos S.A es una variedad californiana de
caracteristicas mas resistentes para largos viajes lo que le permite

exportar a diferentes paises del mundo.

Segln dicha organizacion, en segundo lugar, esta Lima con 21% de la
produccién, concentrandose la produccion especificamente en los valles
de Huaral y Chilca fundamentalmente en estos valles se cultiva la
variedad Mollar la cual es menos resistente a los viajes largos. Esta zona
de Lima es una de las principales zonas de acopio para las empresas

exportadoras.

Asimismo, AMPEX sefiala que en tercer lugar esta la regién La Libertad
con un 12%. Otras regiones de la costa tienen un gran potencial para
iniciarse en este cultivo sobre todo para destinario a la exportacion son
Tacna que actualmente concentra el 1.3% de la produccién nacional,
Moquegua con 1.1% de la produccién nacional y Lambayeque con el 1%
de la producciéon nacional estos departamentos tienen las condiciones

para incrementar su produccién y destinarla a la exportacion.

Mercado y Comercio de Granada en el Peru.

Segun el Ministerio de Comercio Exterior del Perti (2012), la granada ya
es una estrella de las exportaciones peruanas y puede convertirse en un
nuevo boom en los proximos cuatro afios (Ver tabla 3).

Mario Ocharan, subdirector de inteligencia y prospectiva comercial de

Prom-Perl opiné en tal sentido. Informé que las ventas de este producto
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pasaron de US$ 1,1 millones en el 2007 a US$ 11,6 millones en el 2011,

lo que represento6 un crecimiento promedio de 80% anual en ese periodo.

Se prevé que al cierre del 2016 las exportaciones de Granada lleguen a

US$ 45 millones anuales.

Este crecimiento exponencial, segin Ocharan, se debe a que los

consumidores buscan cada vez mas productos con una alta

concentracion de antioxidantes. El principal mercado de la granada

peruana es Holanda (Paises Bajos), cuyas compras alcanzaron los

US$4,3 millones en el 2001. Otro mercado destacado es Rusia, al cual

se exportaron granadas por un vaior de US$2,7 millones en el 2011.

Tabla 3. Principales Mercados de Exportacion de Granada en el mes

de junio 2014 y junio 2015.
Producto Pais Junio 2014 Junio 2015
(Kg) (Kg)
Canada 17,100 68,514
Hong Kong 34,656 86,514
ftalia - 51,346
Neandertal 103,968 614,574
Rusia - 173,280
GRANADA Singapur - 16,690
Ucrania - 17,168
Reino Unido 138,624 714,583
Estados 67,104 50,867
Unidos

Fuente: AGRO VICTORIA S.A.C. (2015).
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1.2.7. Composicién nutricional

Tabla 4. Composicién nutricional de la granada (Punica granatum).

Componente Cantidad por 100 g de
porcion comestible
Energia (kcal) 34.00
Proteinas (g) 0.7
Grasa (g) 0
Fibra (g) 0.2
Calcio (mg) 8
Hierro (mg) 0.6
Magnesio (mg) 3
Fésforo (mg) 15
Yodo (ug) 0
Potasio (mg) 275
Sodio (mg) 5
Selenio (ug) 0.6
Zinc (mg) 0.3
Vitamina C (mg) 5.7
Tiamina (mg) 0.02
Riboflavina (mg) 0.02
Vitamina B6 (mgq) 0.1
Vitamina A (mg) 3.5
Vitamina D (ug) 0

Fuente: EFSA, 2010.

1.3. Antocianinas
La palabra antocianina deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul
oscuro). Forman un grupo de aproximadamente 500 compuestos que
presentan color rojo, purpura y azul de muchas frutas y vegetales, son
solubles en agua, pertenecen al grupo de flavonoides. Generalmente en

las frutillas son responsables del color rojo, violeta y azul. Las frutas
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rojas, vegetales y vino tinto son las fuentes mas ricas en antocianinas

para humanos (Delgado-Vargas y col., 2000; McGhie y col.; 2007).

Quimicamente las antocianinas son derivados del catién 2-
fenilbenzopireno y contienen dos anillos benzoilos (A y B) separados
por un anillo heterociclico (C) (Figura 1). Las antocianinas mas
comunes son cianidina, delfina, pelargonidina, petunidina y malvidina
(Hosseinian y Beta, 2007).

R1
OH
HO R1 R2 Anthocyanidin
o'\ H H Pelargonidin
c R2 OH H Cyanidin
- OH OH Delphinidin
OH OH OCH;  Petunidin
OCH; H Peonidin
OH OCH; OCH; Malvidin

Figura 1: Estructura de antocianinas en frutas y vegetales.

Fuente: De Pascual y Sanchez (2008)

Las variaciones estructurales de las antocianinas se deben a las
diferencias en el numero de grupos hidroxilo en la molécula, el grado de
metilacién, la naturaleza y nimero de moléculas de azlcares a la
molécula de aldehido (aglicona) y la posicion de ésta, asi como a la
naturaleza y numero de acidos aromaticos y alifaticos unidos a los

azucares (Delgado-Vargas y col., 2000; McGhie y col.; 2007).

Las antocianinas se sintetizan a partir de la condensacién de dos

moléculas precursoras (Figura 2): malonil CoA y P-cumaril-CoA. Cabe
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resaltar que esta ruta sintética también es compartida por otros

compuestos fendlicos.

COOH \JNH3 _COoH s -COOH
/\l/ NN ( ‘ .
NH, PAL o, HG

Fenilalanina Acido trans-cindmica Acido p-coumarico

Chalcona sintefasa

S @, _~COSCoA
3 moleculas de Q/\\/ I«-CoA—SH
0

maloniiCoA— H
p-coumarit CoA

OH o OH
[ |
CH —l

Q.
o]

Chalcona Flavanonas

HO ot |

ORy

Antocianinas

Figura 2: Ruta general de biosintesis de las antocianinas.
Fuente: Delgado-Vargas (2000).
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La principal reaccién de biosintesis de los flavonoides es la
condensacion de los acilos provenientes de cumaril-CoA y tres
moléculas de malonil-CoA catalizada por la enzima chalcona isomerasa
que lleva a cabo la isomerizacién de chalcona a flavona, misma que es

convertida en flavones o antocianinas (Gauche, 2010).

Las antocianinas son compuestos reactivos, se degradan rapidamente
o0 reaccionan con otros sustituyentes en mezclas y forman compuestos
coloreados u oscuros. La pérdida de pigmentacion de las antocianinas
puede ocurrir en presencia de oxigeno, algunas enzimas o por

exposicién a altas temperaturas. (Jackman y col., 1987).

Las principales fuentes dietéticas de las antocianinas son frutos rojos,
como las bayas y las uvas rojas, vino tinto, cereales y maiz morado, asi
como algunas verduras como la col roja (Lopes et al, 2002). El
consumo diario de antocianinas totales se ha estimado entre 3 y 215
mg / dia (Chun ef al., 2007).

Dado que las antocianinas en la dieta se restringen a las bayas, frutas
rojas y el vino tinto se debe suponer que existen variaciones entre los
individuos debido a las diferencias en la ingesta de estos productos

ricos en antocianinas (Clifford, 2000).

1.3.1. Antocianinas en Arandano

El arAndano es reconocido por sus propiedades benéficas sobre la salud,
existen numerosos estudios convincentes de este potencial (Seeam,
2006 b; Seeram, 2008; Seeram, 2008a). Contiene compuestos fendélicos,
como antocianinas, flavonoides, proantocianidinas, acidos fendlicos y
estilbenos (Neto, 2007).
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Existen  publicaciones sobre la actividad antimutagénica vy
anticarcinogénica de arandano los cuales se corroboraron utilizado
ensayos bioldgicos (Neto, 2007a). Los efectos biolégicos de los
compuestos fendlicos han sido reportados in vitro e in vivo (Manach,
2004; Manach, 2005). Las antocianinas estan presentes en
concentraciones elevadas en el arandano, cabe resaltar que no
solamente poseen capacidad antioxidante, sino también tienen ciertos

efectos fisioldgicos sobre supresién de cancer (Stone-Zafra y col., 2007).

Skrede et al, (2000), realizaron cambios en antocianinas y polifenoles
durante el procesamiento de jugo de arandano por espectroscopia de
masas y demostraron que fa antocianidina con mayor porcentaje en el
arandano es la malvidina. Los miembros del género Vacinium son
fuentes ricas de antocianinas, flavonoides, proantocianidinas o taninos
condensados (Kalt y col., 2000). Las frutillas del género Vaccinium son

ampliamente reconocidas por su capacidad antioxidante (Laplaud, 1997).

~CHs
| OH
HO | O O/CHa
I/ = OH
OH

Figura 3: Estructura de la Malvidina.
Fuente: Walford (1980).

Antocianinas en Granada
La granada ademas de los arilos, la cascara vy el albedo, presentan

un mayor contenido de fenoles solubles totales, flavonoides y taninos

hidrolizables, asi como una mayor capacidad antioxidante(Gil y col.,
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2000; Tzulker y col., 2007; Rinaldi y col., 2013). También se ha
demostrado que los taninos hidrozilables de la granada pueden actuar
como antioxidantes, agentes anitumorales o antihepatotéxicos, y mejorar
la salud cardiovascular. Asi mismo, presentan propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias, antivirales, antidiabéticas (De la Cruz y
col., 2011).

Se ha reportado que los compuestos fenélicos son uno de los principales
compuestos nutracéuticos de la granada, a los cuales se les han
atribuido sus propiedades benéficas a la salud. Fischer y col. (20114,
2011b) reportaron alrededor de cincuenta compuestos en jugos de
granada obtenidos de arilos y de exprimidor, asi como en la cascara y el

albedo.

De acuerdo a sus espectros UV y de masas reportaron antocianinas,
galotaninos, elagitaninos y acidos hidroxibenzoicos. Las antocianinas son
el grupo mas grande de los flavonoides presentes en los arilos y son
responsables del color caracteristicos del jugo de granada, ademas se
les ha asociado con la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
obesidad, diabetes y cancer (Mena y col., 2011; Viladomiu y col., 2013).

Entre las antocianinas encontradaé en el jugo de granada destacan la
delfinifina-3-glucésido, delfinidina-3,5-diglucésido, pelargonidina-3-
glucésido,  pelargonidina-3.5-diglucésido,  cianidina-3-glucésido y
cianidina-3,5-diglucésido, siendo ésta utilma la méas abundante en la
granada (Johanningsmeier y Harris, 2011). Gil et al., (2000) estudiaron la
actividad antioxidante del zumo de granada y su relacién con la
composiciéon fendlica y procesamiento, y obtuvieron que la cianidina-

3glucdsido es la antocianina mas abundante en el jugo de granada.
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Figura 4: Estrucura de la Cianidina

Fuente: Fimognari (2005).
1.3.3. Propiedades funcionales de la antocianinas

Los antocianos son los compuestos considerados responsables del color
rojo de las granadas; la importancia de estos compuestos fendlicos
radica en su accién antioxidante que protege frente a los radicales libres
y retrasa el proceso de envejecimiento de las células. La actividad
captadora de radicales libres de estos flavonoides ha sido demostrada en
distintos estudios (Espin et al., 2000). Aunque en distintos estudios se
han indicado las amplias variaciones que se dan en cuanto al contenido

de estos nutrientes dependiendo de la variedad (Fadavi, et al., 2005).

Ademas, también se han descrito compuestos en estos frutos que
presentan propiedades antioxidantes, anticancerigenas asi como un
efecto protector frente a la arterioesclerosis (Aviram et al., 2000; Adams
et al., 2006). Se estima que un 10 % de la capacidad antioxidante del
zumo de granada se debe a la presencia de estos polifenoles, los

antocianos (Gil et al., 2000).
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Tristan et al. (2005) realizaron bioensayos que demuestran que los
arandanos inhiben las etapas de iniciacion, promocion y progresién de la
carcinogénesis. Referente a la actividad antiinflamatoria, Wang y Mazza
(2002) encontraron en extractos concentrados de antocianinas efecto

inhibitorio de la produccion de éxido nitrico en macroéfagos activados.

De acuerdo con Tristan ef al., (2005) antocianinas provenientes de cuatro
especies de arandanos silvestres: Amelanchier alnifolia, Viburnum
trilobum, Prunus virginian y Shepherdia argéntea, muestran propiedades
hipoglucémicas. Tales frutos, con alto contenido de sustancias
fitoquimicas, han sido consumidos tradicionalmente por tribus
norteamericanas para la proteccion de enfermedades crénicas como

diabetes.

El zumo de Arandano y granada contienen altas concentraciones de
antocianinas, compuestos flavonoides responsables del color y ademas
de una importante accion antioxidante, inhibidora de la produccién de
radicales libres, de la peroxidacion lipidica y preventiva frente al cancer
(Cacace y Mazza, 2003; EFSA, 2010).

Por todo lo anterior, las antocianinas gradualmente estan siendo
incorporadas dentro de productos alimenticios y bebidas como
colorantes, alimentos funcionales o suplementos alimenticios. El aumento
en el contenido de antocianinas con mayor estabilidad y vida de anaquel
prolongada incrementara las aplicaciones alimenticias, el consumo total y
con ello incrementar su efecto benéfico en la salud humana (Shipp vy
Abdel-Aal, 2010).

1.3.4. Estabilidad de las antocianinas
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La propiedad de las antocianinas de ser solubles en agua facilita su
incorporacién en numerosos sistemas acuosos alimenticios, estas
cualidades hacen que las antocianinas sean colorantes naturales
atractivos (Longo y Vasapollo 2006); sin embargo, las antocianinas
aisladas son altamente inestables y muy susceptibles a la degradacién

durante el almacenamiento y el procesamiento.

Su estabilidad se ve afectada por varios factores tales como pH,
temperatura de almacenamiento, luz, oxigeno; de esta forma su
inestabilidad es una limitante para su aplicacién como colorante
comercial en la industria de alimentos (Castafieda et al., 2009; Olaya et
al,, 2009; Owusu 2005). Polo et al., (2004), las antocianinas pueden
perder color durante el calentamiento, porque el equilibrio se desplaza

hacia las formas incoloras carbinol y chalcona.

Por lo tanto, la estabilidad de las antocianinas en relacion con las
variaciones de pH y la temperatura es uno de los principales problemas
de estudio quimico en matrices alimentarias. La medicion de la
capacidad antioxidante de un alimento ha tomado mucho interés debido
a que ofrece informacién sobre la estabilidad a los procesos oxidativos,
ademas de la contribucién de muchas sustancias fitoterapéuticas que
tienen actividad antioxidante y aportan beneficios para la salud (Rojano
et al., 2012).

Factores que influyen en la estabilidad de antocianinas
Existen diversos factores que influyen en la estabilidad de las

antocianinas. La estructura de éstas puede verse afectada en cualquier
etapa de un proceso tecnolégico, como por ejempio un proceso de

extraccion de antocianinas de un material vegetal, como asi también
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durante un tratamiento térmico o durante el almacenamiento de un

producto que las contiene (Zapata, 2014).

El pH

Las antocianinas pueden encontrarse en diferentes formas quimicas
dependiendo del pH, es decir que este factor influye en su estructura y
por lo tanto en su estabilidad (Figura 5). A pH 1 predomina el cation
flavilio que es de color rojo y es la forma mas estable de las antocianinas,
a valores de pH entre 2 y 4 ocurre la pérdida de un protén y adicién de
agua, encontrandose las antocianinas preferentemente bajo las formas
quinodales de color azul. A pH entre 5 y 6 se observan las especies
pseudobase carbi‘nol, que es incolora, y chalcona, de color amarillo
(Figura 5) ambas bastante inestables. A pH superiores a 7 se produce la

degradacion rapida de las antocianinas por oxidacion con el aire.

Esta reaccién se ve afectada, ademas del pH, por la presencia de
sustituyentes presentes en el anillo B (Moldovan et al., 2012; Castafieda
et al,, 2009; Garzdn, 2008). A pH entre 4 y 6, pH caracteristico de las
frutas y hortalizas frescas o procesadas, se observa una mezcla en
equilibrio de las formas catién flavilio, bases quinodales y carbinol, como

asi también de la forma chalcona (Moldovan et al., 2012).
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+H:0, H

Figura 5: Estructura de las antocianinas a diferentes valores de pH.
Dénde R1=H o glucido, R2 y R3= H o0 metilo
Fuente: Castafieda et al., (2009).

Temperatura

La temperatura es otro de los factores criticos que influyen en la
degradacion de antocianinas. Las conversiones estructurales de las
antocianinas son reacciones endotérmicas. Resisten bien procesos
térmicos a altas temperaturas durante cortos periodos de tiempo. Por
efecto del calor (a temperaturas por encima de los 60°C) se degradan

segun una cinética de primer orden (Min-Sheng y Po-Jung, 2007).

Por otra parte, un estudio sobre la cinética de degradacion de
antocianinas durante el tratamiento térmico de jugo de arandanos, entre
las temperaturas de 40 y 80°C, sefial6 que ésta fue de primer orden y
gue la degradaciéon fue mayor a valores mas altos de temperatura
(Pereira Kechinski et al., 2010). Wang y Xu (2007) estudiaron también la
cinética de degradacion de antocianinas, en este caso en jugo de mora,
durante el tratamiento térmico y el almacenamiento y llegaron a la misma

conclusién que Pereira Kechinski et al, (2010). Hubo una pérdida de
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antocianinas, tanto durante el tratamiento térmico como durante el
almacenamiento. Esta pérdida sigui® una cinética de primer orden.
Ademas, la degradacion de antocianinas aumenté con el incremento de

la temperatura.

Timberlake 1980, estudié6 aspectos de antocianinas particularmente
relacionadas con las bebidas y concluye que los incrementos de
temperatura resuitan en pérdida del azucar glicosilante en la posicién 3
de la molécula y apertura de anillo con la consecuente produccion de

chalconas incoloras.

Oxigeno

Las antocianinas pueden oxidarse por reaccion directa con oxigeno, o
bien a través de una oxidacién indirecta en la que éstas reaccionan con
compuestos que han sido previamente oxidados, dando lugar a la
formacién de productos de color marrén o incoloro. También, pueden
reaccionar con radicales de oxigeno actuando como antioxidantes. Estos
mecanismos de oxidacidn se ven favorecidos cuando se eleva la

temperatura (Rein, 2005).

El Agua

Cuando los azlcares se encuentran a altas concentraciones, la actividad
de agua es baja, por lo que las moléculas de agua tienen menores
posibilidades de atacar el catién flavilio para formar la base carbinol. Sin
embargo, cuando los azucares estan en bajas concentraciones la
actividad de agua no se ve afectada, por lo que sus productos de
degradacion (hidroximetilfurfural y furfural) aceleran la degradacion de las

antocianinas (Kopjar y Pilizota, 2009; Lewis y Walker, 1995).
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La Luz

La luz es un factor que acelera la degradacion de las antocianinas
(Delgado-Vargas et al., 2000). Ferreira Ozela et al., (2007), al estudiar el
efecto de la luz sobre la estabilidad de las antocianinas en extracto de
frutos de espinaca blanca, concluyeron que la luz ejerce un efecto

adverso sobre su estabilidad.

Laleh et al., (2006) llegaron a la misma conclusion en su investigacién
referida a la estabilidad de antocianinas presentes en extractos de frutos
de 4 especies de berberies, como asi también Devi et al, (2012) al
estudiar la estabilidad de antocianinas extraidas de salvado de sorgo
rojo. Por lo tanto, resulta importante proteger, no solo del oxigeno, sino

también de la luz a los productos ricos en antocianinas.

Vias de degradacion de antocianinas ‘
La principal via de degradacién de las antocianinas es la hidratacion del

cation flavilio, debido al ataque nucleofilico del agua sobre el carbono 2
del catiébn, como se puede observar en el siguiente esquema (Davis y
Mazza, 1993) (Ver figura 6).

Hidratacion. - Da lugar a la base incolora del carbinol incolora. Entre pH 4
y 5.5 habra poco color, ya que las dos formas coloreadas estaran en
bajas concentraciones y el equilibrio se desplazara a las formas
incoloras. Por lo tanto, la forma chalcona es la mas susceptible a la
degradacién, y la forma iénica flavilio es la mas aceptable (Chandra,
1992; Wesche-Ebeling et al, 1996). Con esto se sabe que una de las
desventajas de las antocianinas como colorantes de alimentos es la

ausencia de color en soluciones ligeramente acidas o neutras.
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Figura 6: Vias de degradacion de antocianinas.
Fuente: Brouillard (1977).

1.4.Zumo
Segtn la Norma General del Codex para Zumos (Jugos) y Néctares De
Frutas (CODEX STAN 247-2005), por zumo (jugo) de fruta se entiende
el liquido sin fermentar, pero fermentable, que se obtiene de la parte
comestible de frutas en buen estado, debidamente maduras y frescas o
frutas que se han mantenido en buen estado por procedimientos

adecuados, inclusive por tratamientos de superficie aplicados después de
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la cosecha de conformidad con las disposiciones pertinentes de la

Comisién del Codex Alimentarius.

Algunos zumos (jugos) podran elaborarse junto con sus pepitas, semillas
y pieles, que normalmente no se incorporan al zumo (jugo), aungque
seran aceptables algunas partes o componentes de pepitas, semillas y
pieles que no puedan eliminarse mediante las buenas practicas de
fabricacién (BPF).

Los zumos (jugos) se preparan mediante procedimientos adecuados que
mantienen las caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y
nutricionales esenciales de los zumos (jugos) de la fruta de que
proceden. Podran ser turbios o claros y podran contener componentes
restablecidos de sustancias aromaticas y aromatizantes volatiles,
elementos todos ellos que deberan obtenerse por procedimientos fisicos
adecuados y que deberan proceder del mismo tipo de fruta. Podran
anadirse pulpa y células obtenidas por procedimientos fisicos adecuados

del mismo tipo de fruta.

El zumo (jugo) de fruta se obtiene como sigue:

Zumo (jugo) de fruta exprimido directamente por procedimientos de

extraccidon mecanica.

Por zumo (jugo) concentrado de fruta se entiende el producto que se
ajusta a la definicion dada inicialmente, salvo que se ha eliminado
fisicamente el agua en una cantidad suficiente para elevar el nivel de
grados Brix al menos en un 50% mas que el valor Brix establecido para

el zumo (jugo) reconstituido de la misma fruta.
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En la produccibn de zumo (jugo) destinado a la elaboracién de
concentrados se utilizaran procedimientos adecuados, que podran
combinarse con la difusién simultadnea con agua de pulpa y células y/o el
orujo de fruta, siempre que los sélidos solubles de fruta extraidos con
agua se afladan al zumo (jugo) primario en la linea de produccién antes
de proceder a la concentracidén. Los concentrados de zumos (jugos) de
fruta podran contener componentes restablecidos de sustancias
aromaticas y aromatizantes volatiles, elementos todos ellos que deberan
obtenerse por procedimientos fisicos adecuados y que deberan proceder

del mismo tipo de fruta.

Zumo (jugo) de fruta extraido con agua

Por zumo (jugo) de fruta extraido con agua se entiende el producto que
se obtiene por difusion con agua de:

- Fruta bulposa entera cuyo zumo (jugo) no puede extraerse por

procedimientos fisicos, o fruta deshidratada entera.

Estos productos podran ser concentrados y reconstituidos.

1.5. Cinética quimica del deterioro de los alimentos
Singh citado por Man y Jones, (1997) indica que la cinética quimica
involucra el estudio de la velocidad y mecanismos por el cual una
especie quimica se convierte a ofro. Una comprension de los
mecanismos de reaccioén junto con la cuantificaciéon de las constantes
de velocidad, facilita la seleccion de las mejores condiciones de un
proceso o del almacenamiento, asi como también nos puede ayudar a

predecir el tiempo de vida en anaquel un alimento (Labuza, 1984).



42

Las reacciones quimicas se producen en los alimentos durante el
procesamiento y almacenamiento. Algunas reacciones dan como
resultado la pérdida de la calidad, mientras que otras reacciones dan
lugar a la formacién de sabores o colores indeseados, acortando la vida

en anaquel del alimento (Casp y Abril 2003).

Segun Labuza, (1984) la cinética quimica trata de medir las velocidades
de las reacciones y encontrar ecuaciones que relacionen la velocidad
de una reaccion con las variables experimentales. Por largos afios en el
enfoque ha sido elaborar modelos simples, en funcién al grado de
sofisticacion utilizando para detectar los diversos reactantes y productos
finales. Por ejemplo, supongamos que tenemos la reaccién:

kf
A—>C

Donde: A es un reactante; C, es el producto, y kf es la constante de

velocidad hacia adelante.

1.5.1. Orden de reaccion
El orden de reaccién esta definido como la suma de los exponentes de
las concentraciones en la ley de la rapidez de la reaccion (Atkins, 2006).
Este es también llamado orden total de reaccion, pues el orden depende

del reactivo que se analice (Brown T. 2004).

Segin Brown T. 2004, es el parametro que permite conocer la
dependencia de la velocidad de la reaccion con las concentraciones de
los reactivos, en pocas palabras es la relacién que hay entre la velocidad

de reaccién y la concentracién de los reactivos.
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Velocidad de reaccion
Es la magnitud que indica la rapidez con que .se produce una reaccién
(Petrucci, 2003). Depende del mecanismo de la reaccién (serie de pasos

individuales que dan lugar a la reaccién global (Petrucci, 2003).

Aunque tradicionalmente se puede aplicar la cinética de reaccién para
controlar los cambios quimicos que ocurren en un sistema, otros cambios
como los fisicoquimicos también pueden describirse utilizando un
enfoque de cinética. Por ejemplo, cambios en la textura y color que se
producen en los sistemas alimentarios se pueden describir utilizando las

velocidades de reaccion (Fu y Labuza, 1997).

Reaccidon de orden cero

En este tipo de reacciones, la velocidad es independiente de la
concentracion. Esto puede ocurrir en dos situaciones diferentes: (a)
cuando la velocidad de reaccién es independiente de la concentracion
del reactante y (b) cuando la concentracién del reactante es tan grande
que la velocidad de reaccién global parece ser independiente de su

concentracion (Labuza, 1982).

Asumiendo que n=0, para las reacciones de orden cero, la ecuacion
diferencial ordinaria que representa la cinética de pérdida de factores de

calidad deseable [A] queda expresada de la siguiente manera:

A=Ay—kt (Ec.1)
Donde:
A: concentracion final del atributo medido.

Ag: concentracion inicial del atributo medido.
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k: constante de velocidad de degradacion del atributo medido.

t: tiempo de almacenamiento.

Reaccion de primer orden

La mayoria de las reacciones implicadas en el procesamiento y
almacenamiento de los alimentos siguen una cinética de reaccién de
primer orden (n=1), como, por ejemplo, la degradacién de vitaminas,
produciendo una disminucién en el valor nutricional del alimento, o la
degradacién de antocianinas durante el almacenamiento de alimentos
coloreados, produciendo una pérdida en la apariencia del mismo
(Labuza, 1984). La ecuacion cinética de primero orden queda expresada

de la siguiente manera:

In[A] = In[4,] — k (Ec.2)

Reaccion de segundo orden

Segln Van Boekel, (2009) las reacciones de segundo orden (n=0), no
son tan frecuente en los sistemas alimentarios, debido a la naturaleza
bimolecular de las reacciones. Esto viene a demostrar que la cinética
observada experimentalmente no corresponde necesariamente a un
mecanismo real. La expresiéon de la ecuacién de segundo orden es la
siguiente:

L1
o = g ke (Ec.3)

Tiempo de vida media
Segun Vidaurre (2014), el tiempo de vida media, es una manera de

expresar el tiempo requerido para perder ia mitad de la concentracién de
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factores deseables [A] o ganar la mitad de la concentracién de los
factores indeseables [B].
El tiempo de vida media (t4,,), esta dado por:

tz =-In(1/2)/k1 (Ec.4)

Resulta mas sencillo visualizar la velocidad de una reaccién cuando se
expresa como el tiempo de vida media en lugar de una constante de

velocidad sobre la base de los logaritmos naturales.

Modelo Q10

Un modelo muy utilizado para predecir el tiempo de vida dtil,
considerando la temperatura, como el factor de abuso, para acelerar las
reacciones en los alimentos es el llamado factor adimensional "Qqo" el
cual se define como: La variacién de la velocidad de reacciéon cada 10°C

y se expresa de la siguiente manera (Kilcast y Subramaniam, 2011).

_ tiempo de vida a la temperatura T :
Q10 = - (Ec.5)
tiempo de lavida a la temperatura aT+10
_ kr+10 Ec.6
Qo= —— (Ec.6)

kr

Donde T es la temperatura (°C) y k es la constante de velocidad de

reaccion

Modelo de Arrhenius

Segun Casp y Abril, (2003) la influencia de la temperatura sobre la
constante de velocidad de reaccién se puede describir utilizando la
ecuacion desarrollada por Svante Arrhenius. El modelo de Arrhenius que

relaciona la velocidad de una reacciéon quimica a los cambios de
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temperatura es el mejor ejemplo de modelo aceptado con validez
comparada experimentalmente.

Se trata de un modelo lineal que expresa el efecto de la temperatura
sobre la constante de velocidad (k) de diferentes reacciones en muchos

sistemas alimentarios, se representa de la siguiente manera:

Eq
k= kyexp(— E) (Ec.7)

Donde kg es el factor pre-exponencial, Ea es la energia de activacion, R
es la constante de los gases (1,987 cal/lK mol) y T es la temperatura

absoluta en k.
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Il. MATERIALES Y METODOS
2.1. Localizacién
Este trabajo se desarrollé en la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo

en la ciudad de Lambayeque, departamento de Lambayeque.

Los andlisis fisicoquimicos se realizaron en el laboratorio de Quimica

Analitica de la Facultad de Ingenieria Quimica e Industrias Alimentarias.

2.2.Materiales, reactivos y equipos

Materia prima
Arandano (Vaccinium myrtillus)

Variedad: Emerald

Granada (Punica granatum)
Variedad: Bedan

Materiales

Baguetas.
Fiolas de 50 mi.

- Fiolas de 1000 ml.

- Matraz Erlenmeyer de 100 ml.

- Pipetas de 10 ml.

- Probetas de 10 ml.

- Pizetas.

- Vaso precipitado de 100 ml.
Viales de laboratorio de 10 ml.

2.2.1. Reactivos

- Cloruro de Potasio (KCI) en polvo.
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- Acetato de sodio (CH3COONa) en polvo.
- Acido clorhidrico concentrado.

- Sorbato de potasio 500ppm.

2.2.2. Equipos

- Balanza Analitica, Medicién: 0,001 a 250g, Sensibilidad 0,001

- Calentador RED VELP-scientifica, Potencia 450W, Tensién 230V

- Espectrofometro GENESYS 10 UV, Rango de medicién: 450 a
750nm, Sensibilidad: 0,1 de trasmitancia.

- Incubadora provista con termostato MT-512 Ri

- Potencidmetro HANNA, pH: 1-14, Sensibilidad 0,01

-Refractémetro ATAGO PAL-3, Grados Brix: 0-100°Bx, Sensibilidad
0,1.

2.3.Metodologia experimental
En esta seccion se describen los procedimientos utilizados para la
obtencién y almacenamiento de las muestras experimentales, asi como
las pruebas realizadas para cumplir con los objetivos planteados de este

trabajo (Ver figura 7).

2.3.1. Obtencidn de la muestra
a. Zumo de arandano
El zumo pasteurizado de arandano se obtuvo mediante extraccion
mecanica (CODEX STAN 247-2005) a partir de granos de arandano
de la variedad Emerald, provenientes del departamento de

Arequipa.
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Obtenciéon Zumo de Arandano

Obtencioén Zumo de Granada

J 1 v
Recepcion Recepcion
]
\2 1 A
Lavado Lavado
]
U V.
Estrujado
T° 60°C \|/ Se exprimié
t45s Ecoaldad directamente por
—> Scaldaco extraccién mecanica
3000 rpm \l/
15 mi .
min Centrifugado '
_ﬁ‘
\|/ T°: 85°C
Pasteurizado i< t 15 min S Pasteurizado
N 500 ppm de CeH7KO; \
Se colocb en viales Se colocé en viales
de laboratorio de laboratorio

Almacenamiento de muestras
Factor Temperatura: 30, 40, 50 y 60°C.

L

Determinacién de Antocianinas | Medicidn de pHy °Bx

)

en zumo de Arandano. < >

\:

Determinacién de
constantes de velocidad

Analisis estadistico

\

Determinacién de Antocianinas
en zumo de Granada.

v

Determinacién de
constantes de velocidad

de degradacién.

)

Determinacién de t (1/2),
Quo, Ea.

Fuente: Elaboracidn propia.

de degradacién.

v

Determinacién de t (1/2),
Q10, Ea.

Figura 7: Esquema de la Metodologia Experimental
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Para su tratamiento se siguié la metodologia propuesta por Wang et
al. (2007); las enzimas fenoloxidasas se inactivaron por medio de
calentamiento (escaldado breve a 60°C por 45 s) y enfriado rapido a
30°C, posteriormente el jugo se coloc6 en tubos de ensayo (20ml por

cada tubo), para luego ser centrifugado a 3000 rpm por 15 min.

El sobrenadante se llevé a un proceso de pasteurizacién a 85°C por
15 min, se adicioné 500 ppm de sorbato potasio, se envasé en
envases de vidrio a una temperatura no menor a 80°C y luego el zumo

envasado se enfrié rapidamente en Bafio Maria.

. Zumo de granada

Para la obtencién del zumo pasteurizado de granada se siguio la
metodologia propuesta por Zambrano, 2011; considerando las
especificaciones de la Norma General Del Codex Para Zumos (Jugos)
Y Néctares De Frutas (CODEX STAN 247-2005).

Se adquirié frutos de granada de la variedad Bedana provenientes de
del distrito de Jayanca, provincia y departamento de Lambayeque. El
zumo se obtuvo de la parte comestible en buen estado de las
granadas debidamente maduras y frescas, las cuales fueron
exprimidas directamente por procedimientos de extraccion mecanica.
El zumo se llevé a un proceso de pasteurizacién a 85°C por 15 min, se
le adiciond 500 ppm de sorbato de potasio, se envaso en envases de

vidrio, luego se enfrié rapidamente en Bafio Maria.

Segun el procedimiento detallado se elaboré un lote de 50 unidades

de 10ml de zumo pasteurizado de arandanc y 50 unidades de 10 ml
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de zumo pasteurizado de granada, se seleccionaron 44 unidades de

cada zumo respectivamente al azar.

2.3.2. Almacenamiento de la muestra
Las 44 muestras seleccionas al azar del zumo pasteurizado de
arandano y zumo pasteurizado de granada fueron almacenadas a

diferentes temperaturas equitativamente.

- Incubadora A: 30°C (11 unidades de muestreo)
- Incubadora B: 40°C (11 unidades de muestreo)
- Incubadora C: 50°C (11 unidades de muestreo)

- Incubadora D: 60°C (11 unidades de muestreo)

2.3.3. Codificacion de la muestra
A diferentes tiempos (tabla 6) de almacenamiento se extrajeron al
azar las unidades de muestreo de las incubadoras y se codificaron.
El cédigo estuvo conformado por dos nilmeros, el primero que
representaba el orden que se extrajo la unidad de muestreo de la
incubadora, es decir tomando valores desde 1 hasta 11 y el segundo
namero representd la temperatura de almacenamiento, asi por
ejemplo el cédigo 560 representaba a la sexta muestra extraida de la

incubadora de 60 ° C de almacenamiento.

2.3.4. Metodologia de analisis
Se caracteriz6 el zumo de arandano y el zumo de granada mediante

analisis fisicoquimicos como la determinacion de pH y grados Brix.
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Tabla 5. Control de caracteristicas fisicoquimicas en el zumo

pasteurizado de Arandano y en el zumo pasteurizado de Granada.

Determinaciones Unidades Norma o Referencia
Determinacién de Método
pH pH Potenciometro
HANNA

Lectura directa en un
Grados Bix °Brix Refractémetro
ATAGO PAL-3

Fuente: Elaboracién propia.

Se determind la concentracién de antocianinas (mg/L) en el zumo
pasteurizado de arandano y en el zumo pasteurizado de granada a
diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento, como se

detalla en la tabla 6.

Determinacion del orden de reaccion y la constante de velocidad
El orden de reaccion y las constantes de velocidad de degradacién
de antocianinas en el zumo pasteurizado de arandano y en el de
granada se determiné mediante un analisis de regresién lineal simple
a partir de las concentraciones de antocianinas medidas versus el
tiempo de almacenamiento. Se determiné el coeficiente de
determinacion (R?) y el Error Cuadrado Medio (ECM) utilizando el
software Ms Excel (Microsoft, 2013), estos estadisticos indicaron el
ajuste y el error respectivamente de la ecuacién cinética evaluada.
Los valores de las constantes de degradacién se establecieron
determinando la pendiente de degradacién de antocianinas a las

diferentes temperaturas de almacenamiento.
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Tabla 6. Codificacién de viales de laboratorio para la determinacion de
antocianinas (mg/L) en el zumo pasteurizado de Arandano y en el zumo

pasteurizado de Granada.

30°C 40°C 50°C 60°C

Tiempo Cddigo Tiempo Cddigo Tiempo Coddigo Tiempo Caddigo
(h) (h) (h) (h)

Zumo de Arandano

0 030 0 040 0 050 0 060
48 130 24 140 9 150 4 160
96 230 48 240 18 250 8 260
144 330 72 340 27 350 12 360
192 430 96 440 36 450 16 460

240 530 120 540 45 550 20 560
288 630 144 640 54 650 24 660
336 730 168 740 63 750 28 760
384 830 192 840 72 850 32 860
432 930 216 940 81 950 36 960
480 1030 240 1040 90 1050 40 1060

Zumo de Granada

0 030 0 040 0 050 0 060
120 130 24 140 9 150 4 160
240 230 48 240 18 250 8 260
360 330 72 340 27 350 12 360
480 430 96 440 36 450 16 460
600 530 120 540 45 550 20 560
720 630 144 640 54 650 24 660
840 730 168 740 63 750 28 760
960 830 192 840 72 850 32 860
1080 930 216 940 81 950 36 960
1200 1030 240 1040 90 1050 40 1060

Fuente: Elaboracién propia.
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Determinacion de la Energia de activacion

Para determinar la Energia de Activacion se realizd un Analisis de
regresion lineal simple a partir de los Logaritmos de las constantes
determinadas versus la inversa de las temperaturas convertidas en
Kelvin, se determind la pendiente lo cual representa la Energia de

Activacion.

Determinacion del factor Qg
Se determind el Factor Qqg utilizando la ecuacién 3. Este nos indico
el cambio de la constante de velocidad de degradacién de

antocianinas en los zumos cada 10°C.

Determinacion del tiempo de vida media (T45)
Para determinar el tiempo de vida media, es decir el tiempo en que
las antocianinas se degradan en un 50 % en zumos, se utilizé la

ecuacion 4.

Analisis estadistico

Se caracterizé las muestras de los dos zumos a través de analisis
fisicoquimicos, el andlisis para cada componente de las muestras se
realizd por triplicado, se determino el promedio y la precision con la

desviacion estandar (S).

Para determinar el orden de reaccién de las antocianinas y constante
de velocidad de degradacién durante el almacenamiento estudiado,
se realizé6 un analisis de regresiéon lineal simple a partir de la
concentracion de antocianinas determinadas versus el tiempo de
almacenamiento, del mismo modo se determiné las energias de

activacion para la degradacion del compuesto estudiado en los dos
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zumos. Los estadisticos determinados fueron el coeficiente de
determinaciéon (R?), y Error Cuadrado Medio (ECM).

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para las constantes de
velocidad determinas en presentes estudio en dos zumos y a las
diferentes temperaturas de almacenamiento con un nivel de
confianza de 95% con la finalidad de determinar si existe o no
diferencias significativas. Se realizd pruebas de Mudltiple Rangos
(Prueba de Tukey) con un nivel de significancia de 0.05 para
constante de velocidad por temperatura de almacenamiento, asi

mismo para constante de velocidad por zumo estudiado.



lll. RESULTADOS

3.1.Caracterizacién de los zumos pasteurizados de Arandano y de

Granada

Tabla 7. Resultados del analisis fisicoquimico del zumo pasteurizado de
Arandano y del zumo pasteurizado de Granada.
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Zumo de Arandano

Componente X2 *Xs X 5
Antocianinas 45.089 44.869 44.869 44.942 0.127
totales
(mg/L)
Ph 3.39 3.47 3.42 0.046
° Brix 10 10.8 9.6 1.44
Zumo de granada
Antocianinas 54.359 54.450 54268 54.359 0.091
totales
(mg/L)
Ph 3.44 3.50 3.45 0.042
° Brix 14.9 15.1 14.97 0.115

*x: resultado.

Fuente: Elaboracion propia.

Los métodos de ensayo para determinar los componentes que se detalla

en la tabla 7, se describen en el Anexo |.

3.2.Degradacion de antocianinas durante el almacenamiento de la

muestra.
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Tabla 8. Concentracion de antocianinas en el zumo pasteurizado de

Arandano durante su almacenamiento.

60°C 50°C 40°C 30°C
t C t C t C t C

0 44.942 0 44.942 0 44.942 0 44942
+0.127 +0.127 +0.127 +0.127
41.167 39.261 40.030 43.733

4 9 24 48
+0.229 +0.110 +0.291 +0.063
38.307 31.170 37.904 38.197

8 18 48 96
+0.063 +0.262 +0.063 +0.168
32.882 27.713 30.756 32.296

12 27 72 144
+0.110 +0.110 +0.254 +0.168
30.243 21.958 25.404 31.819

16 36 96 192
+0.110 +0.168 +0.110 1+0.168
24.524 19.685 24.671 27.603

20 45 120 240
+0.479 +0.190 +0.354 +0.110
22.581 15.580 20.198 24.597

24 54 144 288
+0.444 +0.063 +0.254 +0.229
19.465 15.946 17.266 22.765

28 63 168 336
+0.110 +0.220 +0.220 £0.110
18.476 11.217 15.909 19.245

32 72 192 384
+0.291 +0.220 +0.127 +0.220
17.669 9.824 15.250 18.9562

36 81 216 432
+0.229 +0.168 +0.317 +0.063
9.348 13.930 15.946

90 240 480
+0.110 +0.229 +0.190

t: tiempo de almacenamiento (h).

C: concentracion de antocianinas (mg/L).
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Tabla 9. Concentracion de antocianinas en el zumo pasteurizado de

Granada durante su almacenamiento.

60°C 50°C 40°C 30°C
t C t C t C t C
0 54.359 0 54.359 0 54.359 0 54.359
+0.091 +0.091 +0.091 +0.091
48.714 44.465 47.803 47.287
12 24 48 120
+0.328 +0.139 +0.241 +0.105
44.799 36.391 42.310 37.727
24 48 96 240
+0.091 +0.229 +0.210 +0.190
36.452 32.112 33.690 28.526
36 72 144 360
+0.229 +0.229 +0.091 +0.145
33.599 24.888 27.164 25.768
48 96 192 480
+0.091 +0.053 +0.053 +0.091
27.347 22.369 25.222 19.061
60 120 240 600
+0.139 +0.278 +0.091 +0.105
24.342 16.906 20.305 16.936
72 144 288 720
+0.320 +0.105 +0.000 +0.091
20.609 16.724 16.056 13.142
84 168 336 840
+0.139 +0.105 +0.139 +0.139
19.243 11.837 14.872
96 192 384
+0.229 +0.241 +0.263
17.573 13.688
108 432
+0.182 +0.210
11.321
480
+0.053

t: tiempo de almacenamiento (h).

C: concentracién de antocianinas (mg/L).



59

Las tablas 8 y 9 muestran las concentraciones de antocianinas medidas
durante el tiempo de almacenamiento a diferentes temperaturas, estas
concentraciones se calcularon a partir de absorbancias medidas en un
espectrofotémetro GENESYS 10 UV. Las absorbancias se muestran en

los Anexos 1l y Ill.
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Figura 8: Concentracion de antocianinas en el zumo pasteurizado de

Arandano (mg/L) versus el tiempo de almacenamiento a 60°C.
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Figura 9: Concentracion de antocianinas en el zumo pasteurizado de

Arandano (mg/L) versus el tiempo de almacenamiento a 50°.
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Figura 10: Concentracion de antocianinas en el zumo pasteurizado

de Arandano (mg/L) versus el tiempo de almacenamiento a 40°C.
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Figura 11: Concentracién de antocianinas en el zumo pasteurizado

de Arandano (mg/L) versus el tiempo de almacenamiento a 30°C.
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Figura 12: Concentracién de antocianinas en el zumo pasteurizado de

Granada (mg/L) versus el tiempo de aimacenamiento a 60°C
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Figura 13: Concentracién de antocianinas en el zumo pasteurizado de

Granada (mg/L) versus el tiempo de almacenamiento a 50°C.
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Figura 14: Concentracién de antocianinas en el zumo pasteurizado

de Granada (mg/L) versus el tiempo de almacenamiento a 40°C.
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Figura 15: Concentracion de antocianinas en el zumo pasteurizado

de Granada (mg/L) versus el tiempo de aimacenamiento a 30°C.
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Las figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 muestran el comportamiento de
la concentracién de antocianinas a través del tiempo de para el zumo
pasteurizado de Arandano y zumo pasteurizado de Granada. Dichos
graficos muestran la tendencia exponencial de la degradacién de
antocianinas durante el tiempo de almacenamiento a las diferentes
temperaturas de estudio.

3.3.0rden de reaccion de las antocianinas -

Tabla 10. Estadisticas de regresion lineal simple para la degradacién de
Antocianinas para cada temperatura a partir de los datos experimentales de

concentracion de antocianinas versus tiempo.

Temperatura de almacenamiento

Cinética De 30°C 40°C 50°C 60°C
Reaccioén

R* ECM R* ECM R? ECM R* ECM

Zumo de Arandano

Orden0 0.972 5117 0.944 6.859 0.934 4.055 0.967 4.232
Orden1 0.990 1.166 0.982 1.709 0.988 1.032 0.984 1.110
Orden2 0.965 0.965 0.981 10.313 0.950 78.244 0.978 6.160

Zumo de Granada

Orden0 0.959 3.310 0.941 4.648 0.951 3.686 0.966 3.784
Orden 1 0.993 1.427 0.991 1.394 0.988 0.983 0.976 1.237

Orden2 0.954 73524 0966 106.328 0.929 66.442 0.979 18.177

*R* Coeficiente de determinacién lineal: *ECM: Error cuadrado medio.

Mediante las estadisticas de regresién lineal simple que se muestran en la
Tabla 10, se determiné el ajuste de los datos que muestra la Tabla 8 y 9,
para cada temperatura de almacenamiento. Los coeficientes de

determinacién (R?) mas altos del zumo pasteurizado de Arandano (0.990,
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0.982, 0.988 y 0.984) y del zumo pasteurizado de Granada (0.993, 0.991,
0.988 y 0.976) se obtuvieron al evaluar la cinética de degradacion de
antocianinas con el modelo de primer orden para las temperaturas de 30°C,
40°C, 50°C y 60°C respectivamente para cada zumo. Asimismo, los valores
del error cuadrado medio (ECM) mas bajos para el zumo pasteurizado de
Arandano (1.166, 1.709, 1.032 y 1.110) y para el zumo pasteurizado de
Granada (1.427, 1.394, 0.983 y 1.237), nos indicaron que la cinética de
primer orden explica con menor error la degradacién de antocianinas en cada
temperatura de almacenamiento. Por lo tanto, se afirmé que la degradacion
de antocianinas en el zumo pasteurizado de Arandano y en el zumo
pasteurizado de Granada sigue una funcién exponencial (cihética de primer
orden)
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Figura 16: Degradacioén de las antocianinas a diferentes temperaturas en el

zumo pasteurizado de arandano.
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Figura 17: Degradacién de las antocianinas a diferentes temperaturas en el

zumo pasteurizado de Granada.

En las figuras 16 y 17 se muestra la degradacién de antocianinas a
diferentes temperaturas de almacenamiento, las pendientes de la curvas
representan a la constante de velocidad de degradacién, se puede observar
que a la temperatura mas alta de almacenamiento (50°C) la curva de
degradacion tiene mayor pendiente, es decir las antocianinas se degradan
a mayor velocidad a temperaturas altas y a menor velocidad a temperaturas
bajas de almacenamiento, este comportamiento se cumple en los dos

zumos estudiados.
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3.4.Constantes de velocidad (k), energia de activacion (Ea), factor Q10 y

tiempo de vida media (t1/2) de las antocianinas

Tabla 11. Tabla de las constantes de velocidad promedio (tres
repeticiones) de primer orden y tiempo de vida media de los zumos

pasteurizados de Arandano y Granada.

Temperatura Zumo de Arandano Zumo de Granada
(°C) K Tir k Tir
1) (h) ) (h)
30 0.002 0.002 405.681
+0.0000 320.731 + 0.0000 :
0.005 0.003
40 +0.0000 133.506 +0.0000 206.100
0.018 0.008
50 +0.0002  38.318 +0.0001  91.348
0.028 0.011
60 +0.0004 24.420 +0.0001 62.482

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo al analisis estadistico que se muestra en el Anexo IV, se
concluyé que existe diferencia significativa entre el promedio de las
constantes del zumo pasteurizado de arandano y las constantes del zumo
pasteurizado de granada. Asi mismo que existe diferencias significativas
entre las constantes promedios a cada temperatura de estudio, de esta

manera se evidencio la influencia de la temperatura.

Las constantes de velocidad mas bajas se obtuvieron para el zumo de

granada, la figura 21 que representa las interacciones entre los zumos y la
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temperatura de almacenamiento, muestra con claridad que las
antocianinas presentes en el zumo de granada son mas estables a la
temperatura respecto al zumo de arandano.
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Figura 18: Grafica de Arrhenius de la degradacién de antocianinas en

el zumo pasteurizado de Arandano.
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Figura 19: Grafica de Arrhenius de la degradacion de antocianinas en el

zumo pasteurizado de Granada
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Las figuras 18 y 19, muestran la grafica linealizada que representa la
ecuacion Arrhenius (Ec.7), las pendientes de estas rectas permiten
calcular los valores de la energia de activacion (Ea) para la degradacion
de Antocianinas, se puede observar en la graficas que la pendiente de la
recta en el zumo pasteurizado de Arandano es mucho mayor que la

pendiente de la recta en el zumo pasteurizado de Granada.

Se determiné el factor Q1o a partir de las constantes que se muestran en
la Tabla 11. Los valores de energia de activacion y factor Qqo, se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Energias de Activacion y valores de Q4q de la degradacion de

Antocianinas en los zumos pasteurizados de Arandano y Granada.

Zumo Ea Q1o Q1o Q1o

(kcal) 30°C-40°C  40°C-50°C  50°C-60°C
Arandano  18.033 240 3.50 1.60
Granada 12.912 2.00 2.30 1.50

La tabla 12 muestra que el valor de la energia de activaciéon determinada
en el zumo de arandano es mayor al valor determinado en el zumo de
granada, esto significa que la influencia de la temperatura en las
antocianinas presentes en el zumo de arandano es mucho mayor que la
influencia en las antocianinas presentes en el zumo de granada, dicho de
otra manera, las antocianinas presentes en el zumo de arandano son
menos estables que las antocianinas presentes en el zumo de granada.
Se puede observar que los valores del factor Q4o son menores en el
zumo de granada, lo cual confirman lo que demuestra las energias de

activacion.
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IV. DISCUSION
Orden de reaccion
En el presente estudio se determiné que la degradacién de antocianas
presentes en los dos zumos evaluados es decir en el de arandano vy
granada se sigue una cinética de primer orden, este resultado concuerda

con los estudios realizados por los siguientes autores:

Sanchez et al., (2014) estudiaron la cinética de degradacién de la
betacianinas, betaxantinas y vitamina C a 30°C, 40°C y 50°C, fue
evaluada en una bebida a base de betarraga y miel de abeja, utilizando
los modelos cinéticos de orden cero, primer y segundo orden; asi como
el modelo de Arrhenius para evaluar la dependencia de la velocidad de
degradaciéon con respecto a la temperatura. Se determiné que Ia
degradacién de los tres compuestos evaluados en las tres temperaturas

ensayadas siguié una cinética de primer orden.

Zambrano et al, (2011) estudiaron la estabilidad térmica y de
almacenamiento de las antocianinas en jugo y concentrado de agraz
(Vaccinium meridionale). Determinaron que la degradaciéon de las
antocianinas con la temperatura fue modelada adecuadamente con la

ecuacion de Arrhenius.

Buckow et al, (2010) estudiaron los efectos de la presion y la
temperatura en la degradaciéon de antocianinas totales presentes en el
zumo de arandano (Vaccinium myrtillus), el estudio fue realizado durante
el tratamiento térmico a temperaturas seleccionadas en un rango de 60-

121°C, también se evalud la estabilidad de antocianinas para varios de
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estos tratamientos durante el almacenamiento a 4, 25, y 40°C. el orden

de reaccion de las antocianinas fue de primer orden.

Kechinski et al, (2010) estudiaron la cinética de degradacién de
antocianinas en el zumo de ardndano durante el tratamiento térmico a
40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C en cada nivel de temperatura
determinaron que la degradaciéon de este colorante siguid® un modelo

cinético de primer orden.

Alighourchi y Barzegar, (2009) estudiaron la calidad del color de una
manera sistematica en zumos reconstituidos de Granada, las mediciones
se realizaron a intervalos de un mes durante 210 dias a las temperaturas
de 4, 20 y 37 ° C. Determinaron que la degradacion de los pigmentos

siguié una cinética de reaccion de primer orden.

Songnian et al., (2008) estudiaron la estabilidad de antocianinas en el
jugo de granada y su cinética de degradacion y obtuvieron que la
cinética de degradacion en el jugo de granada siguidé una reaccion de

primer orden.

Wang y Xu, (2007) estudiaron la estabilidad térmica de antocianinas en
el jugo y concentrado de mora (Rubus fruticosus) en el rango de
temperaturas de 60-90°C y 5-37°C. Los resultados indicaron que la
degradacion térmica de las antocianinas siguié una cinética de reaccion

de primer orden.

Maskan, (2006) estudié la cinética de gradacién del color en el jugo
concentrado de Granada por diversos métodos de calentamiento: Uso de

Microondas, Vacio Rotatorio y Proceso de Calentamiento Atmosférico.
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Los resultados indicaron que la degradacién de dichos compuestos

responsables del color se ajusté un modelo cinético de primer orden.

Kirca et al, (2006) estudiaron la estabilidad de las antocianinas en
zanahorias negras, en varios zumos de fruta y néctares. Los jugos de
frutas (manzana, uva, naranja, toronja, mandarina y limén) y néctares
(albaricoque, melocotéon y pifia), el estudio se realizé6 durante el
calentamiento en el rango de temperaturas de 70-90°C y durante el
almacenamiento a 4-37°C. La degradacién de antocianinas en todos los

alimentos estudiados siguié una cinética de primer orden.

Cemeroglu et al., (1994) estudiaron los efectos de la temperatura y los
sélidos solubles en la degradaciéon de antocianinas, el estudio fue
realizado en el zumo y concentrado de cereza agria a rangos de
temperaturas de 18 a 37°C y de 50 a 80°C. Determinaron que la
degradacién de antocianinas siguié una cinética de reaccion de primer

orden.

Constantes de velocidad

Las antocianinas presentes en el zumo de arandano se degradaron
durante el almacenamiento a constantes de velocidad de 0.002, 0.005,
0.018 y 0.028 h' a las temperaturas de 30, 40, 50 y 60°C
respectivamente, estos resultados determinados en el presente estudio
concuerdan con los valores encontrados por Pereira et al., (2010)
quienes estudiaron la cinética de degradacién de antocianinas en el jugo
de arandano durante el tratamiento térmico a 40, 50, 60, 70 y 80°C las
constantes de velocidad determinadas fueron de 0.004, 0.016 y 0.027 h’
a las temperaturas de 40, 50 y 60°C respetivamente. Estos resultados

determinados en el presente estudio son menores con los valores



72

encontrados por Wang y Xu, (2007) que estudiaron la estabilidad térmica
de antocianinas en el jugo y concentrado de mora a temperaturas de 60,
70, 80 y 90°C, una de las constantes de velocidad determinada fue 0.041

en la temperatura de 60°C.

Las antocianinas presentes en el zumo de granada se degradaron
durante el almacenamiento a constantes de velocidad de 0.002, 0.003,
0.008 y 0.011 h? a las temperaturas de 30, 40, 50 y 60°C
respectivamente, las constantes determinadas en el presente estudio
concuerdan con las constantes determinadas en el estudio realizado por
Cemeroglu et al.,, (1994) que estudiaron la cinética de degradacién de
antocianinas en el jugo de cereza agria a temperaturas de 50 y 60°C las
constantes de velocidad determinadas fueron 0.009, 0.013h™
respectivamente, asi también las constantes determinadas en el presente
estudio fueron mayores a los valores encontrados por Alighourchi y
Barzegar, (2009) que estudiaron la degradacién cinética de antocianinas
en zumos de Granada a temperaturas de 4, 20 y 37°C siendo una de las

constantes de velocidad determinada 0.001 h™ a la temperatura de 37°C.

Energia de activacion

En el presente estudio se determind que la energia de activacion para la
degradacion de antocianinas en el zumo pasteurizado de Arandano y en
el zumo pasteurizado de Granada fueron 18.033 kcal y 12.912 kcal
respectivamente, estos resultados concuerdan con los estudios
realizados por Pereira, et al., (2010) quienes determinaron que la energia
de activacidbn para la degradacién de antocianinas en el jugo de

arandano es 19.234 kcal. Songnian et al, (2008) estudiaron la
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estabilidad de antocianinas en el jugo de granada y su cinética de

degradacién y determinaron que su energia de activacién fue 12.48 kcal.

Por otra parte, se puede apreciar que las energias de activacion
determinadas en el presente estudio se encuentran en el rango de
energias de activacion obtenidas por los siguientes autores: Cemeroglu,
et al,, (1994); Wang y Xu et al., (2007); Zambrano et al., (2011); quienes
determinaron valores igual a 17.45, 14.10, y 10.47 kcal; en jugos de
cereza, mora, y agraz, respectivamente, en estudios de cinética de

degradacién térmica de antocianinas.

Factor Q 1

El factor Q1o fue determinado para evaluar el cambio de la constante de
velocidad de la degradacién de antocianinas cada 10°C, se encontraron
valores de 2.4 a 30-40°C, 3.5 a 40-50°C y 1.6 a 50-60°C en el zumo
pasteurizado de Arandano, estos resultados son aproximados con el
estudio realizado por Pereira et al., (2010) quienes determinaron que el
valor Q10 es de 4.27 a 40-50°C y 1.67 a 50-60°C en el jugo de

arandano.

Asimismo, en el zumo pasteurizado de Granada los valores fueron 2.0 a
30-40°C, 2.3 a 40-50°C y 1.5 a 50-60°C, siendo este ultimo resultado,
menor al estudio realizado por Cemeroglu, et al, (1994) quienes
determinaron que el valor Q10 es de 2.20 a 50-60°C en el jugo de

cereza.
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CONCLUSIONES
Se determind la cinética de degradacion térmica de antocianinas en el
zumo pasteurizado de Granada (Punica granatum) y zumo pasteurizado
de Arandano (Vaccinium myrtillus), a partir de las concentraciones de
antocianinas a diferentes tiempos y a temperaturas de almacenamiento
de 30, 40, 50 y 60°C.

Se determind que la degradacién de antocianinas en los zumos
pasteurizados de aradndano y granada, durante su almacenamiento a

todas las temperaturas estudiadas, siguidé una cinética de primer orden.

Se determiné que las antocianinas se degradan a través del tiempo con
una velocidad de 0.002, 0.004, 0.018 y 0.028 h™ a las temperaturas de
30, 40. 50 y 60 respectivamente en el zumo pasteurizado de arandano; y
a 0.002, 0.003, 0.008 y 0.011 h™' alas temperaturas de 30, 40, 50 y 60°C

respectivamente en el zumo pasteurizado de Granada.

La degradacion de antocianinas en los dos zumos es mucho mas lenta a
medida que baja la temperatura de almacenamiento. A través del analisis
estadistico se concluyé que existen diferencias significativas entre las
constates de velocidad degradacién promedio de los dos zumos, siendo
las antocianinas presentes en el zumo de granada mucho mas estables

que las del zumo de arandano.

Se determiné un mayor tiempo de vida media de las antocianinas en los
zumos a la temperatura de almacenamiento mas baja (30°C), en el zumo
de arandano el tiempo de vida media fue 320.731 horas y en el zumo de
granada 405.681 horas, evidenciando que Ias antocianinas presentes en

el zumo de granada son mucho mas estables respecto a las del zumo de
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arandano ya que los compuestos de cada zumo no son los mismos,
teniendo en cuenta que los alimentos son multicomponentes, es decir
sus reacciones son complejas y la velocidad de estas depende de

muchos factores propios del alimento.

Los valores de energia de Energia de activacién para el zumo
pasteurizado de Arandano y Granada fueron 18.033 kcal/mol y 12.912
kcal/mol respectivamente, estos valores también confirmaron la mayor
estabilidad de las antocianinas presentes en el zumo de granada, asi
mismo se llegd a esta ultima conclusién con los valores Qi que se

determinaron en este estudio.



VI

76

RECOMENDACIONES
Para la medicion de absorbancias en el espectrofotémetro se recomienda
usar celdas de cuarzo o tubos de ensayo de vidrio, y si se utiliza celdas
de plastico verificar que estén completamente limpias porque sustancias
impregnadas en la superficie de estas celdas y que generan colores,

influyen en los valores medidos de la muestra.

Para estudios posteriores en zumo de arandano, se recomienda cumplir
con las revoluciones y el tiempo en la centrifugaciéon de la muestra, de
esta manera se evita que particulas en suspension interfieran en las

mediciones de las absorbancias en el espectrofotometro.

Para estudios posteriores de la cinética de degradaciéon térmica de
antocianinas se recomienda evaluar como minimo un 50% de su
degradacion para no tener problemas en definir el orden de reaccién y

determinar las constantes de velocidad.

Los zumos de arandano y Granda, ademas de las antocianinas, tienen
otros compuestos importantes, se recomienda evaluar la cinética de

degradacién térmica de estos compuestos en estudios posteriores.

Se recomienda monitorear las temperaturas de almacenamiento de las
muestras, verificar que los termostatos de las incubadoras se encuentren

correctamente programados y calibrados.

Se recomienda controlar correctamente los intervalos de tiempo para
retirar las muestras de las incubadoras, codificarlas adecuadamente vy

medir lo mas rapido posible el contenido de antocianinas.
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ANEXOS

Anexo l. Procedimiento de andlisis fisicoquimicos.

A. Determinacién de antocianinas.

El contenido de antocianinas totales se determiné segin el
método de pH diferencial, descrito por Giusti y Wrolstad (2001),
usando dos sistemas buffer: cloruro de potasio (KCI); pH 1,0
(0,025M), y acetato de sodio (CH3COONa), pH 4,5 (0,4M). Estos
autores realizaron la caracterizacién y medicién de antocianinas
por Espectroscopia UV-Visible y concluyen que en éste método
pH diferencial las antocianinas sufren transformaciones
estructurales reversibles con un cambio en el pH que se
manifiesta por sorprendentemente diferentes espectros de
absorbancia, la forma de oxonio color predomina a pH 1,0 y de la
forma hemiacetal incoloro a pH 4,5 (Fig. 20). El método pH-
diferencial se basa en esta reaccién, y permite la medicién precisa
y rapida de las antocianinas totales, incluso en presencia de
pigmentos degradadas polimerizados y otros compuestos que

interfieren.
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Figura 20: Formas estructurales predominantes de antocianinas
presentes en los diferentes niveles de pH.

*quinonoidal base blue: Base quinoidal azul.

*flavylium cation (oxonium form) orange to purple: cation flavilio

0OXOonio: naranja a purpura.
*chalcone colorless: Incolora chalcona

*carbinol pseudo-base (hemiketal form) colorless: pseudo-base

carbinol forma hemiacetal incolora.

Las 11 muestras que fueron almacenadas en cada incubadora,
fueron extraidas de acuerdo al tiempo programado, cada muestra
contenia 10 ml, se extrajo 2 ml de muestra y se diluyo (1ml para
cada solucién) con las respectivas soluciones buffer (5ml) y la
vabsorbancia fue medida 3 veces a 510 y 700 nm, usando un
espectrofotémetro UV-Vis. El contenido total de antocianinas se

expresé de acuerdo con la ecuacién 8:
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AXMxFDx1000
exI

[AC,] = (Ec. 8)

Donde:

Para la concentracion de Antocianinas en Arandano:
[ACt] = mg/L de Malvidin-3,5-diglucésido; A = (A510 - A700)
pH1,0 - (A510 - A700) pH4,5; M (peso molecular) = 691 g/mol
de Malvidin-3,5-diglucésido; FD= factor de dilucién; |I= ancho de
la celda en cm; ¢ = 37700 coeficiente de extincion molar en
L/mol/cm de Malvidin-3,5-diglucésido; 1000 = conversién de g a

mg.

Para [a concentracidn de Antocianinas en Granada:
[ACt] = mg/L de Cianidina-3-glucésido; A = (A510 - A700) pH1,0
- (A510 - A700) pH4,5; M (peso molecular) = 449,2 g/mol de
Cianidina-3-glucésido para el zumo pasteurizado de Arandano;
factor de dilucién; |= ancho de la celda en cm; € = 29600
coeficiente de extincion molar en L/mol/cm de Cianidina-3-

glucésido; 1000 = conversion de g a mg.
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B. Determinacién de solidos solubles (°Brix).
Para medir los sélidos solubles (°Brix) de zumo pasteurizado de
arandano (Vaccinium myrtillus) y granada (Punica Granatum) se
utilizara un Refractémetro ATAGO PAL-3.

C. Determinacion de pH.
Para medir el pH de zumo pasteurizado de granada (Punica
Granatum) y zumo pasteurizado de arandano (Vaccinium myrtillus)

se utilizara un Potenciémetro HANNA.
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Anexo ll. Resuitados de las absorbancias en la determinacién de antocianinas

en arandano.

Tabla 13. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacion
de antocianinas en el zumo de arandano, almacenadas a la

temperatura de 30°C.

Absorbancias

stempo (b pH 1.0 pH 4.5
P 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
o 0.638 0.026 0.223 0.020
+0.001 +0.001 +0.000 +0.001
.8 0.622 0.024 0.218 0.018
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
o 0.544 0.023 0.190 0.017
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
144 0.458 0.017 0.160 0.013
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001
15 0.454 0.018 0.159 0.013
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001
240 0.393 0.016 0.137 0.011
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
- 0.347 0.013 0.121 0.011
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
236 0.323 0.012 0.113 0.009
+0.001 +0.002 +0.001 +0.001
™ 0.271 0.012 0.093 0.009
+0.001 +0.001 +0.002 +0.001
432 0.268 0.010 0.093 0.007
+0.001 +0.001 +0.001 +0.000
0.229 0.009 0.081 0.006
480

+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
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Tabla 14. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacién

de antocianinas en el

temperatura de 40°C.

zumo de arandano,

almacenadas a

Absorbancias

tiempo (h) pH 1.0 pH 4.5
p 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
o 0.638 0.026 0.223 0.020

+0.001 +0.001 +0.000 +0.001
o4 0.572 0.022 0.204 0.018
+0.001 +0.002 +0.002 +0.001
" 0.537 0.022 0.186 0.015
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
" 0.436 0.017 0.152 0.013
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
o 0.362 0.014 0.127 0.010
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
12 0.349 0.013 0.123 0.011
+0.001 +0.001 +0.002 +0.001
” 0.288 0.012 0.101 0.008
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
L68 0.241 0.009 0.082 0.007
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
192 0.228 0.008 0.081 0.006
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
)16 0.213 0.008 0.072 0.006
+0.001 +0.001 +0.002 +0.001
740 0.198 0.008 0.068 0.005
+0.001 +0.002 +0.001 +0.001

la
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Tabla 15. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacién
de antocianinas en el zumo de arandano, almacenadas a la

temperatura de 50°C.

Absorbancias

tiempo (1) pH 1.0 pH 4.5
P 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
. 0.638 0.026 0.223 0.020

+0.001 +0.001 +0.000 +0.001
. 0.556 0.022 0.194 0.017
+0.001 +0.002 +0.002 +0.001
» 0.442 0.018 0.153 0.012
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001
. 0.394 0.016 0.138 0.012
+0.001 +0.001 +0.001 +0.002
s 0.312 0.012 0.108 0.008
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
a5 0.283 0.013 0.098 0.007
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
" 0.221 0.009 0.077 0.007
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
63 0.223 0.008 0.077 0.007
+0.001 +0.002 +0.001 +0.001
s 0.159 0.007 0.055 0.005
+0.001 +0.003 +0.001 +0.001
o1 0.137 0.006 0.046 0.004
+0.001 +0.002 +0.002 +0.001
50 0.134 0.005 0.047 0.003

+0.001 +0.001 +0.000 10.001
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Tabla 16. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacion

de antocianinas en el

temperatura de 60°C.

zumo de arandano,

almacenadas a

Absorbancias

tompo (1) pH 1.0 oH 4.5
P 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
. 0.638 0.026 0.223 0.020

+0.001 +0.001 +0.006 +0.000
. 0.661 0.006 0.308 0.027
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
. 0.621 0.007 0.291 0.025
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
b 0.531 0.006 0.248 0.022
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
16 0.487 0.005 0.227 0.021
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
20 0.397 0.005 0.185 0.016
+0.002 +0.001 +0.002 +0.001
o4 0.367 0.004 0.172 0.015
+0.001 +0.001 +0.002 +0.002
" 0.313 0.003 0.146 0.013
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
- 0.301 0.003 0.142 0.012
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
2 0.284 0.002 0.131 0.010
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001

la
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Anexo lll. Resultados de las absorbancias en la determinacién de antocianinas

en granada.

Tabla 17. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacion

de antocianinas en el zumo de granada, almacenadas a la temperatura

de 30°C.
Absorbancias
. pH 1.0 oH 4.5
h

tiempo (h) 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
o 0.857 0.034 0.255 0.029
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001

120 0.748 0.031 0.223 0.024
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

240 0.593 0.023 0.175 0.020
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

260 0.448 0.018 0.133 0.016
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001

450 0.406 0.017 0.120 0.014
+0.002 +0.001 +0.002 +0.001

600 0.298 0.012 0.088 0.011
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

o0 0.269 0.012 0.080 0.009
+0.002 +0.002 +0.001 +0.001

640 0.208 0.008 0.061 0.006

+0.001 +0.002 +0.001 10.001
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Tabla 18. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacion
de antocianinas en el zumo de granada, almacenadas a la temperatura
de 40°C.

Absorbancias

tiempo (h) pH 1.0 pH 4.5

P 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
. 0.857 0.034 0.255 0.029
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001

" 0.752 0.029 0.223 0.025
+0.001 +0.002 +0.002 +0.001

o 0.670 0.027 0.199 0.020
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

a4 0.532 0.022 0.158 0.018
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

199 0.428 0.016 0.127 0.013
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

>0 0.398 0.016 0.118 0.012
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

S8 0.321 0.012 0.096 0.011
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

136 0.255 0.011 0.077 0.009
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

284 0.236 0.008 0.072 0.007
+0.001 +0.001 +0.002 +0.001

432 0.215 0.008 © 0.064 0.008
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

. . 0.052 0.005

480 0.178 0.006

+0.001 +0.001 +0.001 +0.001




Tabla 19. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacién

de antocianinas en el zumo de granada, almacenadas a la temperatura

100

de 50°C.
Absorbancias
. pH 1.0 pH 45

tiempo (h) 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
o 0.857 0.034 0.255 0.029
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001

24 0.702 0.027 0.208 0.022
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

" 0.577 0.022 0.173 0.018
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

. 0.503 0.018 0.148 0.015
+0.001 +0.001 +0.001 +0.002

o 0.393 0.014 0.117 0.012
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

50 0.348 0.012 0.102 0.012
+0.001 +0.001 +0.002 +0.001

1an 0.268 0.010 0.081 0.008
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

168 0.263 0.007 0.077 0.009
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001

15 0.188 0.006 0.055 0.005
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
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Tabla 20. Promedio de las absorbancias obtenidas en la determinacién
de antocianinas en el zumo de granada, almacenadas a la temperatura
de 60°C.

Absorbancias

tiempo (h) pH 1.0 pH 4.5
P 510 nm 700 nm 510 nm 700 nm
. 0.857 0.034 0.255 0.029
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001
- 0.774 0.031 0.232 0.024
+0.001 +0.001 +0.002 +0.001
" 0.708 0.028 0.211 0.023
+0.001 +0.001 +0.000 +0.001
. 0.578 0.022 0.173 0.017
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
.8 0.532 0.022 0.159 0.017
+0.001 +0.001 +0.001 +0.001
o 0.431 0.017 0.128 0.014
£0.001 +0.001 +0.001 +0.001
" 0.385 0.014 0.116 0.013
+0.001 +0.001 +0.001 +0.002
" 0323 0.012 0.095 0.011
+0.002 +0.001 +0.001 +0.001
oc 0.308 0.012 0.093 0.009
+0.001 +0.001 +0.002 +0.001
0.278 0.011 0.082 0.008

108 0.001 +0.001 +0.001 +0.001
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Anexo IV. Resultados del analisis estadistico

Tabla 21. Analisis de Varianza para CONSTANTE DE VELOCIDAD - Suma de
Cuadrados Tipo Ill.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Temperatura 0.0012 3 0.0004 16278.800 0.0000
B: Zumo 0.0003 1 0.0003 13759.340 0.0000
INTERACCIONES

AB 0.0003 3 0.0001 3780.940 0.0000
RESIDUOS 0.0000 16 0.0000

TOTAL 0.0018 23

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error
residual
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Tabla 22. Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para constante de

velocidad con intervalos de confianza del 95.0%

Error Limite Limite
Nivel Casos Media  Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 24  0.0097
Temperatura
30 6 0.00193 6.401E-05 0.00179764 0.00206903
40 6 0.0043 6.401E-05 0.00416431 0.00443569
50 6 0.0128 6.401E-05 0.0126643  0.0129357
60 6 0.01975 6.401E-05 0.0196143 0.0198857
Zumo
Arandano 12 0.01345 4.5262E-05 0.013354 0.013546
Granada 12 0.00594 4.5262E-05 0.00584572 0.00603762
Temperatura
por Zumo
30, Arandano 3 0.00217 9.0523E-05 0.00197477 0.00235857
30, Granada 3 0.0017 9.0523E-05 0.0015081 0.0018919
40, Arandano 3 0.0052 9.0523E-05 0.0050081 0.0053919
40, Granada 3 0.0034 9.0523E-05 0.0032081 0.0035919
50, Arandano 3 0.01807 9.0523E-05 0.0178748 0.0182586
50, Granada 3 0.00753 9.0523E-05 0.00734143 0.00772523
60, Arandano 3 0.02837 9.0523E-05 0.0281748  0.0285586
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Medias y95.0% de Fisher LSD
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Tabla 23. Pruebas de Multiple Rangos para constante de velocidad por

Temperatura.

Método: 95.0 porcentaje

Tukey HSD
Grupos
Temperatura Casos Media LS Sigma LS Homogéneos
30 6 0.00193 6.401E-05 X
40 6 0.0043 6.401E-05 X
50 6 0.0128 6.401E-05 X
60 6 0.01975 6.401E-05 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
30 —-40 * -0.0024 0.00025911
30-50 * -0.0109 0.00025911
30 -60 * -0.0178 0.00025911
40 -50 * -0.0085 0.00025911
40 - 60 * -0.0155 0.00025911
50 -60 * -0.007 0.00025911

* indica una diferencia

significativa.
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Tabla 24. Pruebas de Mdultiple Rangos para constante de velocidad por

Zumo

Método: 95.0 porcentaje Tukey

HSD

Grupos
Zumo Casos MedialLS SigmalLS Homogéneos
Granada 12 0.00594  4.5262E-05 X
Arandano 12 0.01345 4.5262E-05 X
Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Arandano ~ Granada * 0.00751 0.00013569

* indica una diferencia

 significativa.
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Anexo V. Imagenes

A. Preparacién de los Buffer
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B. OBTENCION DEL ZUMO

Zumo de Granada

dano

Zumo de Aran
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C. MEDICION DE pH y ° Brix EN LA MUESTRA
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D. Envasado de muestras
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E. Almacenamiento de las muestras en las incubadoras
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