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RESUMEN

El fruto de curuba ha ganado atencion por su elevada concentracién de
compuestos fendlicos comparable con otros frutos tropicales como la uva, fresa,
guayaba y cacao, lo cual le brinda potenciales beneficios para la salud y
aplicaciones en diversas industrias. Con el propdsito de aprovechar estos
compuestos y darle mayor valor agregado al fruto de curuba, se determiné la
viabilidad técnica de obtener un extracto polifendlico en polvo apto para el
consumo humano. Se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica para evaluar la
presencia de compuestos fendlicos en cascara, pulpa y semillas del fruto en
diferentes estados de madurez fisioldégica (verde, pinton y maduro), los
resultados confirmaron la presencia de compuestos fendlicos en todas las partes
del fruto en todos los estados de madurez, sin embargo, el estado pintén
presentd la mayor concentracion de estos compuestos bioactivos, lo que lo
convierte en el punto 6ptimo de madurez para la obtencion de un extracto con
elevado contenido de compuestos fendlicos. Se estudio el proceso de extraccion
asistido por ultrasonidos de alta intensidad y los pardmetros experimentales se
optimizaron utilizando la metodologia de superficie de respuesta. Se evaluo el
efecto del tiempo y la temperatura de extraccion en la concentracion de
compuestos fendlicos y actividad antioxidante usando etanol al 60% como
solvente, encontrando que tratamientos a temperaturas elevadas (70 °C) con
tiempos de extraccion prolongados (45 min) mostraron una menor actividad
antioxidante en comparacion con tratamientos a la misma temperatura, pero con
tiempos de extraccibn mas cortos, esto sugiere que temperaturas elevadas
combinadas con largos periodos de extraccién podrian causar una reduccion
significativa en la actividad antioxidante debido a la oxidacién de los compuestos.
Se obtuvo un modelo matematico polinomial de tercer grado para TPC con un
ajuste del 88,68% para relacionar los parametros del proceso con las variables
respuesta utilizando la herramienta Curve Fitting Toolbox de MATLAB®. Las
condiciones Optimas de extraccion por ultrasonidos de alta intensidad se
determinaron a una temperatura de 70 °C y un tiempo de 17,258 minutos para
obtener una concentracion méaxima de TPC de 14338,8 mg GAE/100 g y una
actividad antioxidante maxima de 21943,8 umol Trolox/ 100 g. El proceso de
microencapsulacion alcanz6 un rendimiento del 63,09% y una actividad
antioxidante de 21349,98 + 814,95 umol Trolox/ 100 g, los resultados obtenidos
abre oportunidades en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica para
la elaboracién de productos con mayor valor nutricional y vida (til.



ABSTRACT

The curuba fruit has gained attention for its high concentration of phenolic
compounds comparable to other tropical fruits such as grapes, strawberries,
guava, and cocoa, which provides potential health benefits and applications in
various industries. With the purpose of taking advantage of these compounds
and giving greater added value to the curuba fruit, it was determined the technical
viability of obtaining a polyphenolic powder extract suitable for human
consumption. It was carried out a physicochemical characterization to evaluate
the presence of phenolic compounds in the peel, pulp, and seeds of the fruit in
different states of physiological maturity (green, medium state of maturity and
ripe). The results confirmed the presence of phenolic compounds in all parts of
the fruit and in all stages of maturity. However, the fruit in medium state of maturity
presented the highest concentration of these bioactive compounds, which makes
it the optimal point of maturity for obtaining an extract with a high content of
phenolic compounds. The high-intensity ultrasound-assisted extraction process
was studied, and the experimental parameters were optimized using the
response surface of methodology. The effect of extraction time and temperature
in the concentration of phenolic compounds and antioxidant activity was
evaluated using 60% ethanol as a solvent. From which, it was found that
treatments at elevated temperatures (70 °C) with long extraction times (45 min)
showed lower antioxidant activity compared to treatments at the same
temperature, but with shorter extraction times. This suggests that elevated
temperatures combined with long extraction periods could cause a significant
reduction in the antioxidant activity due to oxidation of the compounds. A third-
degree polynomial mathematical model was obtained for TPC with a fit of 88.68%
to relate the process parameters with the response variables, using the MATLAB
Curve Fitting Toolbox. The optimal extraction conditions by high-intensity
ultrasonic were determined at a temperature of 70 °C and a time of 17.258
minutes to obtain a maximum TPC concentration of 14338.8 mg GAE/100 g and
a maximum antioxidant activity of 21943.8 umol. Trolox/ 100 g. The
microencapsulation process achieved a yield of 63.09% and an antioxidant
activity of 21349.98 + 814.95 umol Trolox/ 100 g. The results obtained, open
opportunities in the food, cosmetic and pharmaceutical industries for production
of products with greater nutritional value and shelf life.



INTRODUCCION

La cadena productiva de las pasifloras es un subsector fruticola de gran
relevancia economica en el departamento del Huila, situandose en el segundo
puesto en términos de produccion a nivel nacional. Con el propésito de fortalecer
y mejorar la competitividad agricola, tanto entidades gubernamentales como
privadas han fomentado activamente el desarrollo de la agroindustria regional, a
través de investigaciones e innovaciones enmarcadas en la cadena productiva
de las pasifloras. Una de las iniciativas mas destacadas fue liderada por la
Corporacion CEPASS (Centro de Desarrollo Tecnoldgico de la cadena de las
pasifloras) en colaboracion con la Universidad Javeriana enfocada en la
certificacion de semillas de pasifloras; sin embargo, este proyecto no incluyé el
fruto de la curuba, afectando negativamente su competitividad en el mercado, el
cual ya es incipiente frente a las demas pasifloras debido a su sabor astringente.
A pesar de su baja rotacion comercial, la curuba representa una gran oportunidad
para la extraccion y recuperaciéon de compuestos funcionales y nutracéuticos
como los polifenoles totales, que, gracias a las tendencias del mercado, se han
convertido en un ingrediente de alto valor agregado ya que pueden emplearse
en suplementos alimenticios que pueden reducir el dafio oxidativo e incorporarse
como bioconservantes en varias matrices alimentarias.

Los compuestos funcionales y nutracéuticos se encuentran presente en las
distintas partes del fruto de curuba en cantidades significativas, lo que permitiria
el aprovechamiento de los subproductos en la recuperacion de compuestos de
interés con técnicas de extraccion de bajo impacto ambiental como los
ultrasonidos de alta intensidad considerando el efecto de la temperatura y del
tiempo sobre la actividad antioxidante y la concentracién de los polifenoles
totales presentes.

Con el objetivo de facilitar la extraccion, conservacion y aplicacion de los
polifenoles en diversas matrices alimentarias, se propone aplicar un proceso de
microencapsulaciéon mediante secado por aspersién, que asegure que estos
compuestos de interés sean aptos para el consumo, ademas de tener en cuenta
las distintas normativas que garanticen la aplicacion de las buenas practicas de
manufactura a lo largo de los distintos procesos.



1. ANTECEDENTES

1.1 IMPORTANCIAS DEL SECTOR FRUTICOLA Y DE LAS PASIFLORAS
EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA

Para el 2022 la agricultura, ganaderia y pesca representaron el 22,2% del PIB
(Producto Interno Bruto) del departamento del Huila (Ministerio de Comercio,
2024) donde jugaron un papel muy importante los cultivos agricolas como el café,
el arroz, la cafia de azucar y las pasifloras con una participacién del 70,51%,
demostrando asi su importancia en el desarrollo econdmico de la region. En el
caso de las pasifloras, el Huila cuenta con el mayor numero de hectareas
sembradas, ocupa el segundo puesto en la produccion nacional siendo superado
por el Departamento de Antioquia (Minagricultura, 2021). Adicionalmente,
teniendo en cuenta la base de datos Agronet, en el afio 2020, las pasifloras
tuvieron una participacion frente a la produccién total agricola del Departamento
del Huila del 3,04% y un 0,83% de la totalidad del area sembrada, cifras que, al
ser comparadas con otros cultivos agricolas, pueden ser consideradas como
significativas (Agronet MinAgricultura, b).

Figura 1. Participacion de la produccion del fruto de curuba en diferentes
departamentos afio 2020
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Nota. Adaptado de Agronet, 2020.

Dado que el sector fruticola, en especial las pasifloras, es de gran importancia
economica en el departamento, en el 2007 se creo la Corporacion CEPASS, una
organizacién encargada de asesorar a los productores para brindar soluciones
tecnoldgicas a las distintas problematicas y mejorar la competitividad de este
subsector fruticola (Meek & Aldana, 2012). La corporacion CEPASS desde el
2017 viene trabajando junto a la Universidad Javeriana en la obtencién de
semillas de calidad de granadilla, maracuya, gulupa y cholupa, con el propésito



de obtener semillas y plantulas certificadas, factor que desfavorece Ila
competitividad en el mercado de otras especies de pasifloras como lo son la
curuba (Vargas, 2018).

Con base a los datos del DANE del “Sistema de Informacion de Precios y
Abastecimiento del Sector Agropecuario (SIPSA)” de las series historicas precios
mayoristas del afio 2022, la curuba presenta un precio promedio por kilogramo
bajo a comparacién de las otras pasifloras (DANE, 2022). Por otro lado, el
Departamento del Huila, a nivel nacional, ocupo el cuarto lugar, en el 2020, en la
participacion de la produccién del fruto de curuba con un porcentaje del 1,54%,
siendo considerablemente bajo (figura 1) (Agronet MinAgricultura, a).

La curuba no es considerada un fruto muy apetecido en el mercado, por su sabor
astringente, generado por el elevado contenido de fenoles oligoméricos
(Restrepo et al., 2012), sin embargo, su principal preparacién en los hogares es
en forma de sorbete con leche, aunque se han propuesto algunos usos alternos
como la elaboracién de bebidas fermentadas, néctar y mermelada. Por otro lado,
existen algunas investigaciones, donde se propone el uso de ceras para
aumentar su tiempo de vida util en anaquel y mejor su nivel de comercializacion
(Ojasild, 2009; Téllez et al., 2007).

Es importante resaltar que en los ultimos afios el gobierno Departamental viene
incentivando el desarrollo de la agroindustria, la apertura de mercados de
exportacion y el desarrollo e implementacion de ciencia, tecnologia e innovacién
en los distintos eslabones de las cadenas productivas (Meek & Aldana, 2012).

Todas estas iniciativas buscan principalmente fortalecer la agricultura, sin
embargo, es fundamental que vayan acompafnadas de propuestas que generen
valor agregado, permitan un mayor aprovechamiento de los recursos y se
desarrollen en el mismo territorio. Con lo anterior se busca lograr que en el
Departamento del Huila, no solo se produzca materia prima, sino que también
se participe en las diferentes actividades de transformacion, que generen
beneficios adicionales, teniendo en cuenta que entre un 30% a 40% de los
cultivos frutales, en el Departamento, se pierden en procesos de cosecha,
poscosecha, transporte y malas practicas agricolas y de manufactura
(Quimbaya, 2012).

Entre los trabajos de investigacion llevados a cabo en la Universidad
Surcolombiana relacionados con la curuba se encuentran estudios de manejo
postcosecha y de mercado en el municipio de La Plata-Huila (Alvira, 1993; Angel,
1995). Ademas, se han realizado investigaciones sobre la calidad y
almacenamiento de la pulpa, la extraccion de aceites esenciales para el
desarrollo de un simulador de laboratorio y la obtencion de pectinas, estas



iniciativas buscan explorar nuevos enfoques en el uso de la curuba, pero no
aprovechan plenamente el potencial de sus compuestos fendlicos (Barbosa &
Covaleda, 2021; Barrera, 1996; Cuy & Rodriguez, 2021). Entre otros proyectos
se encuentra la elaboracién de vinos y néctares por parte de la Universidad
Nacional, los cuales aprovechan la pulpa de curuba, pero generan subproductos
(Ojasild, 2009; Soto et al., 2021).

Se ha realizado la caracterizacién nutricional y antioxidante de la fruta de curuba
larga por parte de la Universidad de Antioquia, demostrando la presencia de
compuestos fendlicos y catalogandola con un gran potencial agroindustrial
(Chaparro et al., 2015). Ademas, en los ultimos afos, la Universidad
Surcolombiana ha mostrado interés en el estudio de los compuestos
polifendlicos presentes en la pulpa de café, la uva y la sabila, iniciativas que
estan alineadas con el desarrollo del proyecto (Bahamon, 2022; Martinez & Ruiz,
2022; Pastrana, 2004). Esta investigacion no solo busco establecer el contenido
de compuestos fendlicos en el fruto de la curuba, sino también caracterizar las
distintas partes del fruto en diferentes estados de madurez, con el propdsito de
obtener la maxima concentracién de compuestos de interés que fueran aptos
para el consumo humano.

A nivel de Latinoamérica, se han llevado a cabo varios estudios sobre el
contenido de compuestos fendlicos en la curuba, como los realizados en Peru
por Gupioc (2022), no obstante, es importante tener en cuenta que las
caracteristicas fisicoquimicas de las frutas presentan una alta variabilidad, ya
que su comportamiento esta estrechamente relacionado con su naturaleza
intrinseca.

1.2 CURUBA




Es una planta del género Passiflora y del subgénero Tacsonia nativa de los
Andes, se caracteriza por ser un bejuco semilefioso de habito trepador, con
zarcillos en forma de espiral que le permiten adherirse y sostenerse en su
entorno. Sus flores, hermafroditas y sin fragancia, destacan por su colorido y
vistosidad. El fruto de la curuba varia en forma y color dependiendo de la
variedad, presentandose como oblongo, redondo o alargado, y adquiriendo
tonalidades amarillas o rojizas al madurar. En su interior, alberga numerosas
semillas cubiertas por un arilo de color naranja (Instituto Colombiano
Agropecuario ICA et al., 2012).

Tabla 1. Composicion Quimica de la curuba
Contenido
Composicion (100 g de la parte

comestible)
Agua (9) 92
Proteina 0,6
Grasa (q) 0,1
Carbohidratos (g) 6,3
Fibra (g) 0,3
Ceniza (g) 0,7
Calcio (mg) 4
Fésforo (mg) 2
Hierro (mg) 0,4
Vitamina A (U.1) 1700
Riboflavina (mg) 0,03
Niacina (mg) 2,5
Acido Ascérbico (VH.C mg) 70
Calorias 25

Nota. Adaptado de Manejo poscosecha y evaluacion de la calidad en curuba
(Passiflora mollissima) que se comercializa en la ciudad de Neiva, Reinar, C.,
1995, Universidad Surcolombiana, Neiva.

Figura 3. Fruto de curuba y parte del fruto
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1.3 COMPUESTOS FUNCIONALES Y PROPIEDADES NUTRACEUTICAS
DEL FRUTO DE LA CURUBA

En vista de la importancia del subsector fruticola de la pasiflora en el Huila y las
iniciativas que buscan mejorar la competitividad de la agricultura, se puede
considerar que este subsector tiene una gran oportunidad en el aprovechamiento
de sus propiedades y compuestos nutracéuticos (Parra, 2012). Los cuales se
definen como sustancias quimicas que se encuentran en los alimentos y que
presentan beneficios para la salud incluyendo prevencién y/o tratamiento de
enfermedades (Carvajal et al., 2014; Chopra et al., 2022).

En este orden de ideas, se estima que el fruto de curuba tiene un gran potencial
funcional, ya que, en la medicina tradicional, se le ha considerado un remedio
efectivo que ayuda a mejorar el sistema nervioso, actua como sedante y contra
el insomnio, tiene capacidades de calmar el dolor, disminuir la presion arterial,
entre otros beneficios (Restrepo et al., 2012). Asimismo, sus compuestos
funcionales se han estudiado ampliamente denominando este fruto como un
alimento quimiopreventivo contra el cancer colorrectal (Chaparro-Roja et al.,
2015). Adicionalmente, se han realizado diversos estudios del contenido
polifenoles y su actividad antioxidante en diferentes variedades de curuba,
demostrando la presencia de estos compuestos distribuidos en todo el fruto
(semillas, pulpa y cascara). Sin embargo, se ha considerado que el contenido de
polifenoles y de la actividad antioxidante pueden variar por una serie de
condiciones, ya sea por el origen del fruto, la variedad, el manejo de los cultivos
o por la parte del fruto, entre otros factores (Tabla 2) (Ballesteros-Vivas et al.,
2019; Contreras-Calderon et al., 2011; Simirgiotis et al., 2013).

1.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, la
mayoria de estos compuestos surgen a partir de la fenilalanina y de la via del
acido shikimico. Tienen la capacidad de inhibir radicales libres y quelar iones
metalicos, por lo tanto, han sido objeto de un creciente interés cientifico debido
a sus efectos beneficiosos sobre la salud humana (Quifiones et al., 2012). Estos
compuestos se caracterizan por tener una estructura molecular que incluye uno
o varios anillos aromaticos, asi como uno o0 mas grupos hidroxilo (-OH). Existen
varias clases y subclases de polifenoles definidas en funcion de su estructura y
los elementos estructurales presentes en estos anillos. Los principales grupos
de compuestos fendlico son los &acidos fendlicos, estilbenos, lignanos,
flavonoides, taninos (Pandey & Rizvi, 2009).



Tabla 2. Actividad antioxidante y cuantificacion de los Polifenoles Totales en las
distintas partes del fruto de curuba

_ Partes Comgu_estos Método de
Referencia del fendlicos extraccion
fruto totales (TPC)

Passiflora tarminiana

Contreras-Calderén
et al., 2011

Céascara

288 + 8,41 mg
de GAE/100 g
de peso fresco

Agitacion con
metanol acido-

1018 £14,5 | agua (50:50, v/v
Contreras-Calderon | Pulpa + mg de pH 2)
et al., 2011 semillas | GAE/100 g de
peso fresco
Passiflora tripartita
56,03 + 4,34
Simirgiotis et al., Cascara mg de Bafio de
2013 GAE/100 g de | rasonidos (25
peso seco °C, 40 Hz),
2257 + 143 | durante una hora
Simirgiotis et al., Ppulpa mg de con me.tanol-
2013 +jugo | GAE/L00gde | @gua7:3vhv
peso seco
Passiflora mollissima
agitacion

Vasco et al., 2008

1010 £ 198 mg
de GAE/100 g
de peso fresco

continua durante
1h, con metanol:
agua (50:50 v/v)

. 635+ 2,71 mg
Contreras-Calderon | Pulpa + ! s
et al., 2011 semillas de GAE/100 g Agltamor) con
de peso fresco | metanol acido-
. 246 + 8,22 mg | agua (50:50, viv
Contreras-Calderdn Céscara | de GAE/100 g pH 2)
et al., 2011
de peso fresco
Extractor
Ballesteros-Vivas et Semillas nz]g’gz EXS/S Acelerado Con
al., 2019 9 9 Disolventes
de peso seco :
Dionex

Los acidos fendlicos se caracterizan por tener un anillo aromatico con uno o0 mas
grupos hidroxilo unidos a él, constituyen aproximadamente un tercio de los
fenoles y se clasifican en dos subgrupos: acidos hidroxibenzoicos (como el &cido
galico) y acidos hidroxicinamicos (como el acido ferulico) (Ignat et al., 2011). Los



estilbenos estan formados principalmente por dos anillos de benceno unidos por
un puente de metileno de dos carbonos, la mayoria de los estilbenos de las
plantas actian como fitoalexinas antifiUngicas, compuestos que se sintetizan solo
en respuesta a una infeccion o lesion (Ignat et al., 2011). Los lignanos se forman
a partir de la union de dos unidades fendlicas a través de una cadena de propano,
son de considerable interés debido a sus potenciales aplicaciones en la
qguimioterapia contra el cancer y otros efectos farmacologicos (Ignat et al., 2011).

Los flavonoides constituyen una amplia clase de compuestos polifendlicos
distribuidos en gran medida en el reino vegetal, muchos de ellos son
responsables de los llamativos colores presentes en las flores, frutas y hojas de
diversas plantas. Su estructura basica consiste en dos anillos aromaticos unidos
por tres &tomos de carbono, segln la estructura y la presencia de ciertos grupos
funcionales en la molécula, los flavonoides se clasifican en seis subclases:
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavonoides, antocianinas e isoflavonas
(Pandey & Rizvi, 2009).

Los taninos son un tipo de compuesto fendlico que se caracteriza por su
estructura compleja. Se clasifican en dos categorias principales: taninos
hidrolizables y taninos condensados. Los taninos hidrolizables se componen de
unidades de acidos fendlicos unidos a polialcoholes, los taninos condensados
son polimeros de flavonoides, estos flavonoides se forman por la condensacion
de unidades de catequina o epicatequina (Ignat et al., 2011).

Figura 4. Estructuras quimicas de los diferentes compuestos fendlicos
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Nota. El &cido cinamico se clasifica como un compuesto fendlico y forma parte
del grupo de acidos fendlicos, sin embargo, no se considera un polifenol debido
a que contiene un solo grupo hidroxilo (-OH) en su estructura molecular.



Por otro lado, los polifenoles, considerados un subgrupo de los compuestos
fenolicos, se caracterizan por poseer uno o varios anillos aromaticos y varios
grupos hidroxilo (-OH). Los polifenoles estan presentes tanto en los acidos
fendlicos (como el acido galico) como en los flavonoides.

En el caso del fruto de la curuba, se han identificado diversos compuestos
fenolicos en sus distintas partes mediante técnicas de espectrometria. En la
cascara y la pulpa de los frutos cultivados en Chile, se lograron identificar 31
compuestos, entre los que destacan las flavonas C-glicosilo y las flavonas O-
glicosilo (anexo 1) (Simirgiotis et al., 2013). Por otro lado, en las semillas del fruto
proveniente de Cundinamarca, se identificaron 61 compuestos fendlicos, siendo
los principales compuestos el flavan-3-oles y las proantocianidinas (anexo 2)
(Ballesteros-Vivas et al., 2019).

1.4.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

El método de Folin-Ciocalteu se fundamenta en la reaccion entre los compuestos
fendlicos presentes en la muestra y el reactivo de Folin-Ciocalteu. Esta
interaccion da lugar a la formacion de un complejo de color azul, cuya intensidad
puede ser medida mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 765
nm. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene tungstato de sodio y molibdato de
sodio, los cuales reaccionan con diversos tipos de fenoles, generando el
mencionado complejo azul, esta coloracion resulta proporcional a la cantidad de
compuestos fendlicos totales presentes en la muestra, lo que permite su
cuantificacion de manera precisa y fiable (Singleton et al., 1999).

1.5 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes abarcan un conjunto de compuestos, tanto quimicos como
biologicos, que contrarrestan de manera directa o indirecta los efectos de los
radicales libres, se clasifican segun su origen en antioxidantes enddégenos y
antioxidantes exogenos. Los antioxidantes enddgenos incluyen enzimas,
proteinas y polipéptidos que se sintetizan en la célula, mientras que los
antioxidantes exdgenos son moléculas que provienen de la dieta (Alanoca
Coaquira, 2014).

Segun su naturaleza puede ser agrupados en antioxidante enzimaticos o
antioxidantes no enzimaticos. Los antioxidantes enziméticos comprenden varias
enzimas que catalizan la degradacion sucesiva de los radicales libres,
convirtiéndolos en estructuras quimicas menos agresivas, los antioxidantes no
enzimaticos son moléculas capaces de neutralizar los radicales libres sin
participar directamente en una reaccidn catalitica, estos compuestos se



encuentran tanto de manera enddgena en el organismo humano como en la
dieta, a través de diversos alimentos. (Gonzéalez-Urbaneja, 2006).

Los compuestos fendlicos, adquiridos a través de la dieta, han sido reconocidos
por su potente capacidad antioxidante en los sistemas biologicos, en el caso
particular de los flavonoides, su actividad antioxidante supera notablemente la
de las vitaminas C y E. A pesar de que el cuerpo humano cuenta con la capacidad
de producir antioxidantes enddgenos como la catalasa, la ingesta de compuestos
fendlicos sigue siendo crucial para el organismo. Estos compuestos no solo
poseen la capacidad antioxidante para contrarrestar los radicales libres, sino que
también participan en la quelacion de metales y en la activacién de enzimas
antioxidantes. Ademas de sus propiedades antioxidantes, los compuestos
fendlicos han demostrado efectos beneficiosos en la salud, incluyendo efectos
antidiabéticos, anticancerigenos y cardioprotectores (Fernandez-Panchon et al.,
2008).

1.5.1 Actividad antioxidante por DPPH

Este método se basa en la capacidad de los compuestos fendlicos para donar
un electron o un hidrogeno al radical DPPH, lo que resulta en la decoloracion del
radical. La medida de esta decoloracion se correlaciona con la capacidad del
compuesto para neutralizar los radicales libres. EI DPPH es un radical libre
estable con un color violeta cuya absorbancia se mide espectrofotométricamente
a una longitud de 517 nm. La reaccion entre los compuestos fendlicos y el radical
DPPH conduce a una disminucion del color violeta intenso del DPPH a un tono
amarillo palido, lo que se puede cuantificar mediante la espectrofotometria
(Brand-Williams et al., 1995).

1.6 METODOS DE EXTRACCION DE COMPUESTOS DE INTERES

Tradicionalmente, la extracciéon de compuestos bioactivos se ha llevado a cabo
mediante métodos convencionales como la maceracion, la hidrodestilacion y el
Soxhlet. A pesar de su amplia aplicacién, estos métodos presentan desventajas
significativas, como el uso excesivo de solventes, lo que resulta en costos
elevados, riesgos para la salud y un impacto negativo en el medio ambiente. En
respuesta a estas limitaciones, han surgido técnicas alternativas mas
sostenibles, eficientes y respetuosas con el medio ambiente, tales como la
extraccion por ultrasonido de alta intensidad, por microondas y con fluidos
supercriticos. Aunque todas ofrecen ventajas en términos de eficiencia y
sostenibilidad, las técnicas de extraccion asistida por ultrasonido y por
microondas han ganado mayor popularidad debido a su accesibilidad y facilidad
de operacion (Wong-Paz et al., 2020).



1.6.1 Ultrasonidos de alta intensidad

La extraccion asistida por ultrasonidos de alta intensidad se reconoce como una
técnica eficiente para extraer compuestos fendlicos de materiales vegetales.
Esta técnica reduce los tiempos de extraccidbn y aumenta tanto el rendimiento
como la calidad del extracto. Funciona mediante el fendmeno de cavitacion
acustica, el cual ocurre debido a la compresion y expansion de las ondas
sonoras, que generan burbujas (Calderon et al., 2019; Soria & Villamiel, 2010).
Las burbujas al colapsar cerca de tejidos celulares ocasionan dafios que
aumentan la permeabilidad del tejido, lo que facilita la solubilidad y la liberacion
de compuestos de interés (Che-Galicia et al., 2020).

Existen dos opciones para llevar a cabo la extraccion asistida por ultrasonido: el
bafio de ultrasonido y el sistema de sonda. Ambos sistemas utilizan un
transductor como fuente de energia acustica. En el bafio de ultrasonido, se
emplea un tanque de acero inoxidable con uno o mas transductores, Yy
generalmente operan a una frecuencia de 40 kHz. Esta opcibn es mas
econOmica y accesible en comparacion con el sistema de sonda. Por otro lado,
los sistemas ultrasénicos de sonda operan a una frecuencia cercana a los 20
kHz. La sonda contiene el transductor y entra en contacto directo con la muestra,
lo que permite una entrega directa de la energia acustica en el medio de
extraccion.

Figura 5. Fenbmeno de cavitacién, generacién e implosién de burbujas por la
compresion y expansion provocada por la propagacién de una onda acustica en
un medio liquido
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Latin-American Journal of Physics Education, 13(4).



Figura 6. Esquema de extraccion de compuestos funcionales por medio del bafio
de ultrasonido
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1.6.2 Disolvente

Los polifenoles se pueden extraer a partir de distintos disolventes polares,
siempre teniendo en cuenta la finalidad de estos, ya que algunos disolventes
pueden ser perjudiciales para el consumo humano debido a las trazas que
pueden quedar en el extracto. En el caso del etanol, tiene una toxicidad muy baja
y su uso en la industria alimentaria y farmacéutica esta permitido por el Real
Decreto 110/2011 del Ministerio de Sanidad (2011) (Soto-Garcia & Rosales-
Castro, 2016).

1.7 MICROENCAPSULACION Y OBTENCION DE MICROCAPSULAS DE
COMPUESTOS FUNCIONALES

Estos compuestos de interés se pueden someter a distintos procesos para
recuperarlos en forma de polvo, como lo son la liofilizacion y el secado por
aspersion. La liofilizacién es un método de deshidratacion utilizado para la
preservacion de alimentos, por medio de la congelacion y la eliminacion del agua
mediante sublimacion. Este proceso es ideal para productos sensibles al calor,
debido a que ayuda a conservar sus caracteristicas organolépticas y funcionales,
no obstante, los altos costos energéticos y los largos periodos de tratamiento
limitan su uso (Bofién et al., 2020).

El secado por aspersion implica deshidratar un liquido mediante la atomizacién
de particulas finas en una corriente de aire caliente para obtener polvos finos. A
pesar del riesgo de degradacion térmica que algunos productos sensibles al calor
pueden experimentar y del estricto control de los diferentes parametros, su
versatilidad y eficiencia lo hacen idéneo para su uso en diversas industrias,
incluidas las alimentarias y farmacéuticas (Banozi¢ et al., 2023; Boidn et al.,
2020).



Figura 7. Esquema del proceso de secado por aspersion y tipos de
microencapsulacion
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Los polifenoles son compuestos facilmente degradables e inestables ante la
presencia de luz, calor y oxigeno. Resultando fundamental complementar la
obtencién de estos compuestos con estrategias que favorezcan la produccion de
productos mas estables. Un ejemplo relevante es la microencapsulacion, un
proceso mediante el cual el material de interés se encapsula dentro de una
pelicula continua de polimero. Esta técnica no solo preserva la integridad de los
polifenoles, sino que también mitiga los efectos adversos derivados de factores
externos, permitiendo asi la incorporacion efectiva de estos compuestos en
diversos productos alimentarios y, por ende, potenciando su aplicacion en la
industria alimentaria y nutracéutica (Cao et al., 2021).

Uno de los agentes de microencapsulacion mas utilizados en la industria
alimentaria es la maltodextrina, un polisacarido obtenido a partir de la hidrolisis
acida o enzimatica de almidon de arroz, maiz, trigo o patata (Banozi¢ et al.,
2023). La maltodextrina presenta una serie de ventajas como su buena
solubilidad en agua, baja viscosidad a altas concentraciones, inolora e incoloras
(Esquivel-Gonzalez et al., 2015; Garcia et al., 2004).



1.8 USOS Y APLICACIONES DE MICROCAPSULAS DE COMPUESTOS
FUNCIONALES

Esta iniciativa se ve reforzada por las nuevas tendencias del mercado y la
exigencias de los consumidores, que cada vez mas buscan productos de
consumo que sean funcionales, de origen natural y que le generen beneficios a
su salud, por lo cual, hace que los extractos y microcapsulas de polifenoles
obtenidas de la curuba puedan proyectarse como un sustituto de los distintos
aditivos quimicos que se usan convencionalmente como los antioxidantes que
previenen el dafio oxidativo de distintos alimentos susceptibles a este deterioro
(Chopra et al., 2022; Valenzuela & Pérez, 2016).

La microcapsula de compuestos funcionales emerge como una innovacion de
gran relevancia con aplicaciones amplias en diversas industrias, como en el
disefio de peliculas bioactivas para la fabricacion de envases bioactivos, debido
a la posibilidad de incorporar conservantes o antioxidantes que se liberan de
manera controlada en los alimentos envasados (Miao et al., 2022).

Los polifenoles pueden estimular el crecimiento de bacterias beneficiosas en el
intestino, esto significa que pueden tener un efecto prebibtico. Resulta que
algunos polifenoles, como los taninos, son de dificil absorcién en el sistema
digestivo. A pesar de esto, ciertos microorganismos utilizan los polifenoles como
sustratos para metabolizar otros compuestos mas simples y de facil absorcién,
las propiedades de estos compuestos son de gran interés debido a los posibles
beneficios para la salud y a su capacidad antioxidante (Ma & Chen, 2020;
Plamada & Vodnar, 2022). Ademas, se ha investigado el impacto positivo de los
polifenoles en la modulacion y composicion del microbiota intestinal, asi como
su influencia en la digestion lipidica y de la glucosa (Pandey & Rizvi, 2009). Estos
hallazgos sugieren un prometedor campo de estudio que podria llevar a la
formulacion suplementos nutricionales centrados en el uso de microcapsulas de
polifenoles para mejorar la salud intestinal y general del individuo.

La estabilidad de los ingredientes encapsulados y el aumento de la
biodisponibilidad permiten que las microcdpsulas de polifenoles tengan
aplicacion en la cosmética y farmacéutica, gracias a la liberacion controlada y la
eficiencia de los ingredientes funcionales. Estas mismas ventajas permiten
proyectar el uso de estos compuestos como sustitutos de los distintos aditivos
quimicos que se utilizan convencionalmente, como los antioxidantes que
previenen el dafio oxidativo en diversos alimentos susceptibles a este deterioro
(Cao et al., 2021; Casanova & Santos, 2016).



2.1

2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener microcapsulas de compuestos fendlicos totales del fruto de la curuba
(Passiflora sp.) con actividad antioxidante para uso alimentario.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la parte del fruto y el estado fisiolégico de la curuba que
presenta mayor concentracion de compuestos fendlicos totales.

Extraer y determinar los parametros éptimos de tiempo y temperatura en
la extraccion de compuestos fendlicos con actividad antioxidante por
medio de ultrasonido.

Obtener un producto en polvo con capacidad antioxidante mediante
secado por atomizacién, que pueda ser utilizado en la alimentacion
humana.

Caracterizar y validar el producto microencapsulado mediante métodos
cualitativos y cuantitativos.



3. METODOLOGIA

Con el propésito de llevar a cabo la investigacion y con el fin de cumplir los
objetivos planteados, se realizo el siguiente procedimiento.

Figura 8. Diagrama de flujo de los procesos realizados en el desarrollo de la

investigacion
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3.1 DETERMINACION DE LA VARIEDAD Y CARACTERIZACION DE LA
CURUBA (Passiflora sp.)

3.1.1 Localizacién espacial

Las muestras de curuba se recolectaron en la vereda Colon, zona La Division
del municipio de Algeciras — Huila (2° 39' 33.9560" Norte y 75° 9' 12.9942" Oeste)
a una altitud de 2100 msnm. El clima de la zona se caracteriza por una
temperatura media de 14°C, humedad relativa de 73% y precipitacion media
anual de 1250 mm. Los datos climaticos fueron proporcionados por el Instituto
de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM).

Se seleccionaron al azar 10 plantas de curuba y se recolectaron 30 frutos en tres
estados de maduracion fisiologica: verde, pinton y maduro teniendo en cuenta el
color de la cascara (figura 9). También se tomaron muestras del bejuco (flores y
hojas) (figura 10), con el fin de identificar la variedad.

Figura 9. Estados fisioldgicos de maduracion de frutos de curuba recolectados

Maduros

Pintones

Verdes



Los frutos se transportaron hasta la zona rural donde posteriormente se limpiaron
para retirar rastros de tierra. Cada muestra se empac6 en bolsas con cierre
hermético y se extrajo la mayor cantidad de aire usando un pitillo. El
almacenamiento se realizd en una nevera convencional a una temperatura entre
4°C a 7°C (Botia-Nifio et al., 2008). Finalmente, los frutos se trasladaron en una
nevera de icopor con hielo seco hasta el laboratorio de Investigacion del Centro
de Formacioén Agroindustrial del SENA ubicado en el Municipio de Campoalegre.

Figura 11. Control de temperatura (a) en el almacenamiento de curuba en la
nevera convencional y (b) en el transporte de curuba en la nevera de icopor

4 1\ o

3.1.2 Adecuacion de fruto de curuba

Los frutos de curuba se desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio a
una concentracion de 50 ppm donde fueron sumergidos durante 5 minutos.
Posteriormente, los frutos se lavaron con abundante agua y secaron con toallas
absorbentes para su procesamiento.

Figura 12. Adecuacion de frutos: desinfeccion y lavado




3.1.3 Caracterizacion morfologicay fisicoquimica de los frutos

Con el fin de identificar la variedad de curuba cultivada en la vereda Colén, se
empled el Herbario de la Universidad Surcolombiana SURCO teniendo en cuenta
la clave de los subgéneros de pasiflora en Colombia para tratamientos
taxonomicos mencionados por la Universidad Nacional de Colombia.

Figura 13. Flor y hoja de la planta de curuba para la identificacion de la variedad
de la pasiflora

Los frutos se caracterizaron fisicoquimicamente en sus distintas partes de
acuerdo con los siguientes descriptores:

Tabla 3. Descriptores morfoldgicos y fisicoquimicos del fruto de curuba

4
)

DESCRIPTOR
Peso del fruto (Q)

Longitud del fruto (mm)

Ancho del fruto (mm)

Peso de la cascara (g)

Grosor de la cascara (mm)

Peso de las semillas ()

Humedad de las semillas (%)

Peso de la pulpa (g)

O O IN|O| G| WIN|=

Acidez titulable pulpa

-
o

pH de la pulpa

-—
-—

°Brix de la pulpa

-
N

Humedad de la pulpa (%)




3.1.3.1 Caracterizacion fisica de los frutos

Se tomaron las medidas tanto de la longitud, del ancho como el espesor de la
cascara del fruto con un calibrador pie de rey (Jaguar, China).

Figura 14. Toma de medida del fruto de curuba en su estado fisiologico maduro
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3.1.3.2 Pesaje y extraccion de pulpa

El peso de los frutos se registré en una balanza analitica (WBA-6200, Daihan
Scientific Co., Corea). El peso de la pulpa se obtuvo por diferencia (Ecuacion 1),
teniendo en cuenta las pérdidas generadas en el lienzo de filtracion para la
separacion de las semillas (figura 16).

Peso de la pulpa = Peso del fruto — Peso de la cdscara — Peso de las semillas  (Ecuacion 1)

Figura 15. Pesaje del fruto y de la cascara




Figura 16. Separacion de las semillas y de la pulpa de curuba

3.1.3.3 Determinaciéon de la humedad

El contenido de humedad se determind por el método infrarrojo tanto para las
semillas como para la pulpa en un Analizador de Humedad de Alto Rendimiento
(WBA-110M, Daihan Scientific Co., Corea).

Figura 17. Determinacion de humedad (a) en las semillas y (b) de la pulpa de
curaba

3.1.3.4 pHdelapulpa

El pH de la pulpa se determind teniendo en cuenta los parametros técnicos
establecidos en la norma AOAC 181.12. Se emple6 un potenciémetro portatil
(H198161, HANNA Instruments, EE.UU.) debidamente calibrado.



Figura 18. Medicion de pH de la pulpa de curuba

3.1.3.5 Acidez titulable de la pulpa

La acidez titulable se expresa como los miligramos de Hidréxido de sodio (NaOH)
necesarios para titular el acido oxalico presente en la pulpa de curuba, ya que
segun estudios es el &cido predominante en esta fruta (Mayorga, 2016). Esta
prueba se realizé segun lo describe la Norma Técnica Colombiana NTC 4623.

La titulacion se realizd con una solucién estandar de hidroxido de sodio (NaOH)
0,1 N en presencia de fenolftaleina, con 5 ml de muestra de pulpa y 20 ml de
agua destilada.

VxN=xc .
% Acidez = — " 100 (Ecuacion 2)
1
V = mL de hidréxido de sodio
N = Normalidad del hidréxido de sodio
c = peso equivalente de acido oxalico
V; = ml de muestra de pulpa

Figura 19. Determinacion de acidez por titulacion




3.1.3.6 Contenido de solidos solubles de la pulpa de curuba

Los °Brix se midieron en un refractometro digital (PAL-1, ATAGO, Japon). El
prisma del instrumento se limpié cuidadosamente y en él se dispensaron cinco
gotas de pulpa, la lectura se corrigié aumentando o disminuyendo, segun haya
sido el caso, 0,000365 por cada grado de diferencia entre la temperatura de la
determinacién y 25°C teniendo en cuenta que el indice de refraccion disminuye
a medida que aumenta la temperatura (Bernal, 1998).

Figura 20. Medicion de °Brix de la pulpa de curuba

3.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES EN
FRUTOS DE CURUBA EN DIFERENTES ESTADOS FISIOLOGICOS
DE MADURACION

Con el propdsito de establecer la parte del fruto de curubay el estado de madurez
fisiolégica con mayor concentracion de fenoles totales, se plante6 un disefio
factorial 32 para establecer las diferencias estadisticamente significativas (p<
0,05) empleando dos factores con tres niveles (Tabla 4). Para ello, se realiz6 la
cuantificacion de fenoles totales por triplicado y los resultados fueron analizados
en el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI®.

Tabla 4. Disefio experimental factorial para cuantificacién de fenoles totales

Tratamiento Bl B2 B3
Al AlB1 AlB2 Al1B3
A2 A2B1 A2B2 A2B3
A3 A3B1 A3B2 A3B3

Factor A: parte del fruto de curuba
Al: cascara

A2: pulpa

A3: semillas



Factor B: estado de madurez fisiolégica.
B1l: verde

B2: pintdn

B3: maduro

3.2.1 Preparacion de muestras

Las semillas y céscaras troceadas se secaron en un horno de conveccion
forzada (UN160, Memmert Inc., Alemania) durante 24 horas a una temperatura
de 60°C, ya que de acuerdo con Ossa (2021) y Urrea et al. (2012), esta
temperatura garantiza un secado mas rapido y una mayor concentracion de la
actividad antioxidante a pesar de la pérdida de algunos tipos de polifenoles. Es
importante resaltar que, la degradacion de compuestos bioactivos en matrices
alimentarias no solo depende de la temperatura de secado, sino del tiempo en
gue dura la muestra en secarse, siendo este ultimo, el principal responsable de
la degradacion de compuestos de interés. Finalizada la etapa de secado, se
determind la humedad tanto de las semillas como de las cascaras asegurando
valores inferiores al 7%, posteriormente se realizO una molienda ultrafina
empleando un molino de impacto MF 10 Basic (IKA, Alemania) y finalmente las
muestras se tamizaron usando un tamiz No. 40 (apertura de tamiz nominal de
425 um) para obtener una muestra homogénea.

Figura 21. Cascaras troceadas en sus distintos estados madurez

Figura 22. Céascaras troceadas y semillas deshidratadas en el horno de
conveccion forzada




Figura 23. Tamizado de semillas de curuba molida en Malla No. 40
e —— \ - )

3.2.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

3.2.2.1 Elaboracién de la curva de calibracion para la cuantificacion de
fenoles

Para la elaboracion de la curva, se emplearon distintas disoluciones de etanol al
60% acidificado con &cido clorhidrico, con un pH de 1, y de solucién madre de
acido galico a 500 ppm con etanol al 60%, cada disolucion se realizd por
triplicado y bajo oscuridad.

Tabla 5. Preparaciones de disoluciones de etanol al 60% y de solucion madre

Concentracion de soluciéon madre
L L A1 ) . . L1 Etanol 60%

Dilucion aC|dq ga_llco final de | de acido galico (uL)
las diluciones (ppm) | a 500 ppm (uL)

1 (blanco) 0 0 2000

2 50 200 1800

3 100 400 1600

4 150 600 1400

5 200 800 1200

6 250 1000 1000

7 300 1200 800

8 350 1400 600

9 400 1600 400

10 450 1800 200

Las disoluciones se analizaron en un Lector de microplacas (SpectraMax ABS
Plus, Molecular Devices, EE. UU.) a una longitud de onda de 760 nm. Se
emplearon microplacas de 96 pozos (matriz de 12 x 8), a las cuales se les
afiadieron 190 uL de agua destilada, 30 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, 10 pL de
cada disolucion y 65 pL de carbonato de sodio (7,5% p/v). Posteriormente, se



colocaron en el interior del lector de placas, donde se aplicé inicialmente
agitacion, seguida de 60 minutos de incubacion. Se asegur6 que la absorbancia
del blanco (balon 1) fuera cero. A partir de los valores de absorbancia obtenidos
para cada concentracion de acido galico, se construyd la correspondiente recta
de calibrado (anexo 3): concentracion de acido galico vs Absorbancia, con una
correlacion r2>0,99 en relacion con la ecuacion de la recta.

3.2.2.2 Preparacion de extractos

Se pesaron por triplicado 50 mg de cada muestra tamizada y se agregd 10 mL
de solucién de extraccion (etanol al 60%). Las muestras se colocaron en un bafio
ultrasénico (UC-30A, Biobase, China) con una frecuencia ultrasénica de 40 KHz
y una potencia de ultrasonido de 160 W, a una temperatura entre 35°C vy 40 °C
durante 30 minutos. Los extractos obtenidos fueron centrifugados en una
centrifuga refrigerada (5804R, Eppendorf, Alemania) durante 10 minutos a una
temperatura de 4°C y el sobrenadante se paso por filtros de nylon de 0,45 um.
El proceso de extraccion se realizé en condiciones de oscuridad y en recipientes
herméticos.

Figura 24. Extraccion de compuestos de interés por medio de bafio de
ultrasonido, centrifugacion y filtrado de los extractos

3.2.2.3 Cuantificacion de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

Para la determinacion del contenido de fenoles totales se realizaron lecturas
espectrofotométricas a una longitud de onda de 765 nm, usando el Lector de
microplacas (SpectraMax ABS Plus, Molecular Devices, EEUU). Se usaron
microplacas de 96 pozos (matriz de 12 x 8), se agregaron 190 pL de agua
destilada, 30 pL del reactivo Folin Ciocalteu, 10 pL de cada extracto y 65 L de
carbonato de sodio (7,5% p/v) por triplicado, se colocaron en el interior del lector
de placas, el cual realizé una agitacion, seguido de 60 minutos de incubacion.
Los resultados se expresaron en mg GAE/100 g de muestra en base seca para
la cascara y la semilla y mg GAE/100 g de muestra en base humeda para la

pulpa.



Figura 25. Placas de microtitulacion con los distintos resultados de los
tratamientos del disefio factorial

3.3 OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE COMPUESTOS DE INTERES

Con el propésito de establecer las variables del proceso de extraccion optimas
para lograr la mayor concentracion de compuestos fendlicos y una elevada
actividad antioxidante, se empled la metodologia propuesta por Che-Galicia et
al. (2020) con algunas adaptaciones. Se plante6 una combinacion de Disefio
Central Compuesto Inscrito con un Disefio Central Compuesto Orientado a las
Caras, considerando como factores el tiempo (entre 5 minutos a 45 minutos) y la
temperatura de extraccion (entre 30 °C a 70 °C). Como variables respuesta se
establecieron: la concentracion de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante. Los parametros de los distintos tratamientos fueron determinados
a través del Disefio Central Compuesto utilizando el programa MATLAB® (anexo
4).

Figura 26. Distribucion de los diferentes tratamientos segun el Disefio Central
Compuesto utilizando el programa MATLAB® en relacion con la grafica
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Tabla 6. Parametros de los distintos tratamientos a elaborar segun el Disefio
Central Compuesto utilizando el programa MATLAB®

. Tiempo |Temperatura
Tratamiento (mi np) F()°C)
T1 5 50
T2 25 50
T3 45 50
T4 5 30
T5 25 30
T6 45 30
T7 11 36
T8 39 36
T9 11 64
T10 39 64
T11 5 70
T12 25 70
T13 45 70

3.3.1 Extraccién y cuantificacion de compuestos

Figura 27. Extraccion de polifenoles de los distintos tratamientos planteado en
el disefo experimental

Se prepararon soluciones de 50 mL para cada tratamiento en las
concentraciones ya mencionadas, la extraccion de los compuestos de interés se
desarrollé por medio del bafio de ultrasonido (UC-30A, Biobase, China) con la
ayuda de una bomba de vacio multifuncion de circulacion de agua WEV-003S
se control6 la temperatura de los distintos tratamientos. Los distintos extractos
se cuantificaron acorde a su actividad antioxidante por medio del método DPPH
y su contenido de fenoles totales.



3.3.2 Actividad antioxidante

3.3.2.1 Elaboracion de la curva de calibracion para la cuantificacion de
actividad Antioxidante

Para la construccion de la curva de calibracion se empleé distintas disoluciones
de alcohol metilico al 80% y de solucion patrén de Trolox a 2000 pmol con alcohol
metilico al 80%.

Tabla 7. Preparacion de disoluciones de etanol al 60% y de solucion madre

Concentracion de solucién patron alcohol
Dilucion Trolox final de las de Trolox a 2000 | metilico al
diluciones (ppm) pmol (uL) 80% (L)
1 100 100 1900
2 300 300 1700
3 500 500 1500
4 700 700 1300
5 900 900 1100
6 1100 1100 900

Los resultados fueron obtenidos mediante espectrometria a una longitud de onda
de 517 nm. Se utilizaron microplacas de 96 pozos, a las cuales se les afiadieron
10 pL de cada disolucién y 290 pL de solucién de DPPH a 60 pumol con alcohol
metilico al 80%. Las microplacas fueron colocadas en el interior del lector de
placas, donde se aplicé agitacion inicialmente, seguida de 60 minutos de
incubacion. A partir de los valores de absorbancia obtenidos, se construy6 la
correspondiente recta de calibracion (anexo 5): Concentracion de Trolox vs
Absorbancia.

3.3.2.2 Cuantificacion de actividad antioxidante (AA) por el método del
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Se determind la actividad antioxidante usando el método desarrollado por Brand-
Williams et al. (1995) empleando el radical libre DPPH a una longitud de onda de
517 nm en un equipo Lector de microplacas (SpectraMax ABS Plus, Molecular
Devices, EE.UU.). Se emple6é Trolox como antioxidante de referencia. Los
tratamientos se prepararon en una microplaca de 96 pozos, donde se agregaron
10 pL de extracto y 290 pL de Solucion de DPPH, se dejaron reaccionar durante
una hora en condiciones de oscuridad. Los resultados se expresaron en pmol



Trolox/100 g en base seca para la cascara y la semilla, y pmol Trolox/100 g en
base humeda para la pulpa.

3.3.2.3 Obtencién de modelos matematicos

Los parametros y los resultados obtenidos fueron ingresados al programa
MATLAB® para determinar las ecuaciones ajustadas de cada propiedad medida
por medio de la herramienta Curve Fitting Toolbox. Esta herramienta permite
ajustar los datos experimentales a una ecuacion polinomial para obtener los
modelos matematicos del contenido de Fenoles Totales y Actividad Antioxidante
en funcion a los factores: tiempo y temperatura de extraccién. También se
reporté el coeficiente de regresion (R?) y error estandar de la estima (EEE).

La optimizacién multicriterio de los parametros se realiz6 mediante métodos
graficos, de acuerdo con los modelos de regresion y utilizando la deseabilidad
maxima del sistema de multiples respuestas. Funcion cuyo rango de valores
varia en el intervalo de (0, 1) y resulta de promediar las medias geométricas de
las deseabilidades individuales de cada variable de respuesta, como se muestra
a continuacion:

1 .,
D, = (d; xd,)2 (Ecuacion 3)
Donde d1 y d2 son las respuestas.

Polifenoles Totales
_ Modelo. Matematico. TPC — minimo(TPC) (Ecuacion 4)

1 maximo(TPC) — minimo(TPC)

Actividad Antioxidante
B Modelo. Matematico. DPPH — minimo(DPPH) (Ecuacidn 5)

2T méaximo(DPPH) — minimo(DPPH)

El valor mas alto de Dnindica la mejor combinacién del sistema para las variables
de respuesta: contenido de Fenoles Totales y Actividad Antioxidante, donde se
busco la maximizacion de ambos criterios.



3.3.3 Microencapsulacion de extractos polifenélicos

Una vez definidas las variables 6ptimas de extraccion, se procedio a la obtencion
de microcapsulas de polifenoles usando el mismo procedimiento mencionado en
la seccion 3.2.2.2. Para la extraccion con ultrasonidos de alta intensidad se
ajusto en el bafio el tiempo y la temperatura de extraccion teniendo en cuenta
los parametros obtenidos en el proceso de optimizacion a una frecuencia
ultrasénica de 40 KHz y una potencia de ultrasonido de 160 W.

Figura 28. Extraccibn de compuestos de interés por medio del bafio de
ultrasonido con los parametros obtenidos en el proceso de optimizacion

Posteriormente, los extractos se filtraron con papel Whatman N°4 empleando un
fitro Blchner y matraz Kitasato. Como agente encapsulante, se uso
maltodextrina. La formulacién de la mezcla de alimentacion se emple6 en una
proporcion de 17,5:1 m/m (Extracto etandlico: encapsulante) (Mishra et al.,
2014).

Tabla 8. Formulacion empleada para la preparacion de la mezcla de
alimentacion en equipo Spray Drying

Concentracion

(%)
Extracto polifendlico de semilla de

94,6
curuba
Maltodextrina 54

INGREDIENTE




Figura 29. Preparacion de extractos y adicion de maltodextrina con agitacion
constante

Para obtener las microcapsulas de compuestos polifendlicos del fruto de curuba,
se aplicoé un proceso de secado por aspersion usando un equipo Spray Drying
(MSK-USP-6000, Zhengzhou CY Scientific Instrument Co. Ltd., China). Los
pardmetros de secado se aplicaron de acuerdo con la metodologia descrita por
Martinez (2022).

Tabla 9. Parametros de secado de microcapsulas de polifenoles por Spray
Drying

Parametro Valor
Alimentacion de la muestra 1080 mL/h
Temperatura de entrada del aire 145°C
Temperatura de salida de la muestra 75°C
Velocidad del aire de secado 35 m%h

Figura 30. Obtencién de microcépsulas de polifenoles del fruto de curuba
e o ¥




3.3.4 Caracterizacion de las microcapsulas

Una vez obtenido el extracto polifendlico en polvo, se caracterizé con base a su
contenido de humedad, colorimetria, actividad antioxidante e inocuidad
microbioldgica.

Figura 31. Analisis microbiologico, medicion de colorimetria y determinacion de
humedad en microcapsulas

La inocuidad microbioldgica se evalu6 mediante siembra masiva a partir de una
disolucion 1:10 m/v (microcipsulas/agua destilada) en los medios de cultivo Agar
PDA, Agar Salmonella Shigella y Agar Cromogénico E. coli-Coliformes. Las
muestras se incubaron a 37 °C durante 24 horas, seguidas de un recuento de
Unidades Formadoras de Colonia (UFC).



4., RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Identificacion de la especie de curuba (Passiflora sp.)

Las muestras recolectadas en el cultivo contenian presencia de estructuras de
fijacion o zarcillos, tricomas rectos y ondulados, el hipantio era méas largo que los
sépalos, los pétalos estaban insertados al nivel de la corona y sobre los sépalos,
estipulas reniformes, pedunculos menores de 17 cm de largo, hojas pubescentes
o con superficie vellosa, sépalos con tonos rosados, flores con forma pendular y
frutos de forma oblonga con pericarpio blando de color amarillo al madurar,
perteneciente subgénero Tacsonia, Seccidén Bracteogama.

Figura 32. Partes del bejuco y de la flor de curuba
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Con base a los distintos descriptores identificados en el Herbario de la
Universidad Surcolombiana SURCO, las claves taxondmicas descritas en la
base de datos de la Universidad Nacional de Colombia y el apoyo de la
Licenciada en Ciencia Naturales Floralba Tacumd, de la docente Hilda del
Carmen y el Especialista en la Familia, se concluyé que el espécimen pertenece
a la variedad Passiflora tripartita var. mollissima (Kunth) tal como lo constata el
certificado expedido por el Herbario SURCO (anexo 6).

4.2 Resultados de los descriptores morfolégicos y fisicoquimicos del
fruto de curuba

El Lavado de los frutos con la solucién de hipoclorito no solo tiene como finalidad
eliminar la suciedad y disminuir la carga microbiana, sino también tiene como
propdsito disminuir el efecto de la enzima polifenoloxidasa (PPO), tal como se
ha evidenciado en otros estudios con compuesto clorados (Fu et al., 2007; Mola
et al., 2016), permitiendo ralentizar la degradacién de los compuestos fendlicos
del fruto al ser procesados.

Una vez desinfectados, se analizaron un total de 30 frutos (10 frutos por cada
estado madurez fisiologica), los resultados obtenidos de sus distintos
descriptores morfolégicos vy fisicoquimicos del fruto se encuentran descritos en
la tabla 10 (anexo 7).

A patrtir de estos datos se determiné:

e Larelacién largo/ancho.

Longitud del fruto (mm)

Relacidn largo/ancho = (Ecuacion 6)

Diametro del fruto (mm)

e Indice de madurez.

°Brix
Acidez titulable (Ecuacion 7)

Indice de madurez =



Tabla 10. Parametros fisicoquimicos de la curuba (medias + error estandar)

Descriptor

Estado de madurez fisiologica

Frutos verdes

Frutos pintones

Frutos maduros

Peso Fruto (g)

111,04 £12,56 a

120,79 £ 22,16 a

125,01 + 26,83 a

Relacion largo/ancho 2,64 £0,07 a 2,61+0,16 a 258+0,11a
Céscara (%) 39,34 £4,95 a 36,16 £5,83 a 36,16 £10,45 a
Pulpa (%) 46,23 £ 8,51 a 5497 +5,13a | 54,97 +£13,01la
Semilla (%) 14,44 + 6,26 b 8,75+2,35a 10,01 + 3,34 ab
Acidez titulable pulpa | 1,14 +0,07 c 0,89+0,09b 0,74+0,13 a
° Brix pulpa 9,95+ 0,67 a 10,57 +0,4 a 10,27 £ 0,68 a
indice de madurez 8,75+ 0,82 a 12,03+1,41b | 1422+271c
pH pulpa 3,32+x0,15a 3,42+ 0,08 a 3,45+0,18a
Humedad semilla (%) | 53,64 £4,14 b 46,35+ 3,08a | 49,90 +£ 3,09 ab

Nota: La presencia de letras diferentes en la misma fila sugiere diferencia
estadisticamente significativa segun el analisis de Tukey (p < 0,05).

4.2.1 Contenido de soélidos solubles de la pulpa

Figura 33. Grafico de medias para los °Brix en los distintos estados de madurez

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Los resultados de °Brix para el estado fisiologico verde fueron mayores que los
reportados por Gupioc (2022) para la curuba (Passiflora tripartita var. mollissima)
en el mismo estado de madurez, mientras que los valores para los otros estados
fisiologicos se encuentran dentro de rangos similares. Por otro lado, Mayorga
(2016) encontro diferentes contenidos de solidos solubles para la misma
variedad de curuba en un estado de madurez de cosecha, con valores de 9,7
°Brix y 8,3 °Brix en dos condiciones de cultivo distintas, siendo inferiores a los
obtenidos en este estudio.



A lo largo del proceso de maduracion de los frutos de curuba, se observo un
aumento en los solidos solubles (°Brix) debido a la acumulacion de azucares y
otros compuestos solubles en agua, caracteristicas tipicas de la maduracion de
muchos frutos. Sin embargo, a medida que los frutos pasaron del estado pinton
al maduro, se evidencié una disminucién de los °Brix, la cual podria asociarse
con la degradacién oxidativa de los azucares a través de mecanismos
metabdlicos (Taiz & Zeiger, 2002). Aunque no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los diferentes estados de madurez fisioldgica, el
contenido mas bajo en el estado de madurez verde podria atribuirse a un menor
desarrollo de los azucares. Este comportamiento coincidié con los hallazgos de
un estudio realizado por Gupioc (2022) en una de las muestras de curuba (P.
tripartita var. Mollissima).

4.2.2 Acidez titulable de la pulpa

Figura 34. Grafico de medias para la acidez titulable en los distintos estados de
madurez
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La acidez titulable se sitia dentro del rango de valores obtenidos por Mayorga
(2016), aunque estos son inferiores a los reportados por Gupioc (2022), debido
a que este ultimo utilizé el peso equivalente de acido citrico para sus calculos.

Durante el proceso de maduracion de los frutos, se evidencié una disminucion
en la acidez titulable a medida que avanzaron hacia su estado maduro. Este
patrén de cambio fue observado tanto en los resultados obtenidos por Botia-Nifio
et al., (2008) para la curuba (Passiflora mollissima Bailey) como en la
investigacion realizada por Gupioc (2022) para la curuba (P. tripartita var.
Mollissima). Esta disminucion en la acidez titulable pudo atribuirse a diversos
factores. Durante la maduracion, los frutos experimentan cambios metabdlicos
gue incluyen el consumo de acidos como sustratos energéticos y la conversion
de acidos a azucares (Taiz & Zeiger, 2002).



4.2.3 pHdelapulpa

Figura 35. Grafico de medias para el pH en los distintos estados de madurez
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El pH de las pulpas no presenté diferencias estadisticas entre los diferentes
estados de madurez y se encuentra dentro de los rangos de pH reportados por
Botia-Nifio et al. (2008).

El aumento del pH de los frutos a lo largo de los diferentes estados de madurez
pudo atribuirse a varios procesos metabdlicos que ocurrieron durante la
maduracion. Conforme los frutos maduran, experimentan cambios en su
composicién quimica, incluyendo la degradacién de compuestos acidos y la
acumulacion de sustancias alcalinas. Estos cambios pudieron afectar el
equilibrio acido-base y resultar en un aumento del pH. En el caso especifico de
los frutos de curuba, este comportamiento en el pH durante la maduraciéon
coincidié con hallazgos similares en otra pasifloracea, la gulupa (P. edulis sims),
segun lo sefialado por Pilar et al., (2007).

4.2.4 indice de madurez

El indice de madurez es una medida que relaciona los cambios del fruto en sus
distintas etapas de desarrollo, como la relacién entre sélidos solubles y acidez
titulable, siendo un indicador importante de la calidad y madurez de la fruta.

A medida que la fruta madura, experimenta cambios entre estos parametros, con
el aumento de los solidos solubles y la disminucion de la acidez, lo que indica un
aumento del indice de madurez a medida que el fruto madura. A pesar de la
disminucion de sélidos solubles en el estado fisiolégico maduro, el indice de
madurez se comporté acorde a lo esperado, presentando diferencias
estadisticas entre los distintos estados de madurez fisiologica, coincidiendo con
los resultados obtenidos por Gupioc (2022).



Figura 36. Grafico de medias para el indice de madurez en distintos estados
fisiologicos. Prueba de Tukey HSD 95% de confianza
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4.3 Determinaciéon de compuestos fendlicos totales (TPC) en los
distintos estados de madurez y parte del fruto

Tabla 11. Contenido de TPC en base seca en las distintas partes del fruto y
estados de madurez. Pruebas de Mdultiple Rangos para TPC con 95% de
confianza de Tukey HSD (medias * error estandar)

Tratamiento o kc);zfsi/igge? o cv Hori:)ugpéc;lseos
MC 3807,11 + 134,667 | 3,537% | a
PC 4302,95 + 177,295 | 4,120% | a
VC 4103,28 £ 196,686 | 4,793% | a
MS 5239,92 + 132,365 | 2,526% | b
VS 5135,57 £ 190,208 | 3,703%
PS 5918,89 + 112,350 | 1,898% Cc
VP 5818,77 £ 141,691 | 2,435% C
MP 6958,42 + 150,057 | 2,156% d
PP 7286,57 £ 276,488 | 3,794% d

Nota. La primera letra corresponde al estado de madurez fisiologica y la segunda
a la parte del fruto. M maduro, P pintén, V verde; C cascara, S semillas, P pulpa.

Los resultados obtenidos se analizaron a través del programa Statgraphics
Centurion® XVI, los cuales revelan que los conjuntos presentan una variabilidad
moderada o baja, lo que indica mediciones consistentes que se corrobora con
los bajos valores del coeficiente de variacion (CV). EI CV es una medida
estadistica que describe la dispersion relativa de un conjunto de datos y se
expresa como porcentaje (Gutiérrez & Vara, 2009).



Con base en la distribucion de los grupos homogéneos se determiné que las
pulpas en base seca tenian la mayor concentracion de polifenoles totales. Las
pruebas de mudiltiples rangos establecieron cuatro grupos homogéneos, las
muestras de cascara no presentaron diferencias estadisticas entre si, al igual
que las muestras de semillas, con la excepcion de las semillas en el estado
fisiologico pintdn, que se agrupaban con la pulpa del estado fisiol6gico verde sin
presentar diferencias estadisticas, por otro lado, las muestras restantes de pulpa
en base seca, provenientes de los otros estados fisioldgicos, conformaban parte
del otro grupo identificado.

Segun los resultados obtenidos, el contenido de TPC en las pulpas en base seca
fueron superiores a los resultados mencionados por Contreras-Calderon et al.,
(2011) para la curuba (P. mollissima), estos ultimos informaron una
concentracion de 635 + 2,71 mg GAE/100 g de fruta fresca de pulpa y semillas.
En el caso de las cascaras, los resultados obtenidos fueron mayores a los
mencionados por Contreras-Calderon et al., (2011), quienes reportaron 246 *
8,22 mg GAE/100 g de fruta fresca de cascara utilizando extracciones por
agitacibn con una solucion de metanol acido-agua (50:50). Ademas, los
resultados de Simirgiotis et al., (2013) para la curuba de la variedad P. tripartita,
donde los compuestos se aislaron mediante cromatografia centrifuga a
contracorriente, mostraron 56,03 + 4,34 mg de GAE/100 g de peso seco de
cascaray 22,57 £ 1,43 mg de GAE/100 g de peso seco de pulpay semilla, siendo
menores a los resultados obtenidos.

Durante el proceso de maduracion, las frutas experimentan cambios en color,
dimensién y textura, sugiriendo modificaciones en su composicion que podrian
afectar los polifenoles, en algunos casos, se evidencié un aumento en los fenoles
totales durante la maduracién, mientras que en otros casos disminuyeron
(Dominguez, 2011). Este comportamiento varia segun la fruta y las condiciones
del entorno. La presencia y concentracion de fenoles totales también estan
vinculadas a procesos metabolicos y de defensa de la planta, desempefiando un
papel crucial en la proteccion contra el estrés oxidativo y otros factores
ambientales (Jediyi et al., 2019). Durante la caracterizacion morfologica y
fisicoquimica de frutas, se observaba comiunmente una alta variabilidad, ya que
su comportamiento esta intrinsecamente ligado a la naturaleza. A pesar de las
variaciones tan diversas, en la mayoria de los estudios concluyen que las
curubas son unos de los frutos que cuenta con unas de las mayores
concentraciones de fenoles totales, con presencia tanto en la pulpa, cascara y
semillas (Mufioz et al., 2007; Zapata et al., 2014).

Considerada la informacion previa, se logra comprender las discrepancias
presentes en los diversos estudios sobre el fruto de la curuba, asi como el
comportamiento de los resultados analizados por Gupioc (2022). En su estudio,
se evidencio que a medida que el fruto maduraba, el contenido de fenoles en la
pulpa tendia a disminuir, alcanzando la mayor concentracion de fenoles totales



en el estado de madurez fisiologico verde (97,61 + 3,62 mg GAE/100 g de
muestra), a diferencia de la ciscara donde el contenido de fenoles tendia a
aumentar, alcanzando su maximo contenido en el estado fisiologico maduro
(105,38 + 0,52 mg GAE/100 g de muestra). En contraste, en los frutos
examinados en esta investigacion, se observa un aumento en el contenido de
fenoles a medida que el fruto madura y disminuye al alcanzar el estado de
madurez fisioldgica. En este caso, la mayor concentracion de fenoles totales se
registré en la pulpa en el estado de madurez fisiologica pinton.

Este fendmeno no fue exclusivo de los frutos de curuba, Jediyi et al., (2019)
también observaron diversos comportamientos en los niveles de fenoles totales
al analizar diferentes variedades de uvas. En su estudio, sugirieron que estas
variaciones podrian atribuirse a factores genotipicos, cambios morfologicos en
los frutos e incluso a las condiciones ambientales.

El objetivo central fue obtener la maxima concentracion de polifenoles, por lo que
se consideré que el uso de pulpas en estado de madurez pinton (7286,57 +
276,488 mg GAE/100 g b.s.) era la opcion mas adecuada. Sin embargo, fue
crucial abordar la preparacion previa de estas pulpas para la extraccion de los
compuestos de interés, especialmente al considerar la elevada humedad tipica
de la pulpa, sobre todo si se aspiraba a escalar estos procesos a niveles
industriales. En caso de optar por emplear pulpa fresca para la extraccion, se
requeriria un mayor volumen de solventes para igualar la concentracién obtenida
en base seca. Otra alternativa contemplada fue someter la pulpa fresca a un
proceso de deshidratacién o concentracion previa antes de la extraccion.

Adicionalmente, se plante6 la opcion de deshidratar y microencapsular la pulpa,
evitando asi la necesidad de realizar extracciones. Sin embargo, se destacé que
esta Ultima opcidn podria tener propdsitos diferentes a los objetivos especificos
de este estudio.

Asimismo, se destac6 que las pulpas tenian la capacidad de ser consumidas
directamente y presenta diversas aplicaciones, tanto a nivel industrial como
comercial, a diferencia de las semillas y las cascaras (Ojasild, 2009; Soto et al.,
2021). Estos subproductos, en su mayoria, suelen destinarse a la dieta animal o
utilizarse como abonos, lo que representaba usos con poco valor agregado y un
aprovechamiento limitado de su potencial. Con la finalidad de explorar nuevas
alternativas y otorgar un mayor valor agregado a los subproductos, se considerd
analizar los componentes secundarios, como la cascara y las semillas.



Figura 37. Grafico de medias con 95% de confianza prueba de Tukey para el
contenido de TPC en las cascaras y semillas
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Las diferentes partes del fruto de la curuba exhibieron un comportamiento similar
en su contenido de TPC durante el proceso de maduracién. Durante el desarrollo
del fruto, se llevan cabo procesos metabolicos y enzimaticos que regularon la
sintesis de fenoles, fomentan el desarrollo de las semillas, la acumulacion de
carbohidratos y el aumento de estos compuestos fendlicos. Sin embargo, estos
procesos metabolicos tienden a disminuir a medida que el fruto alcanzaba la
madurez. En este punto, factores como el estrés oxidativo y el inicio de la
senescencia del fruto contribuyeron a la disminucién de los fenoles (Olaya &
Restrepo, 2012; Taiz & Zeiger, 2002).

Los fenoles son compuestos que pueden afectar la germinacion de las semillas,
por lo que se esperaria que las semillas tuvieran una baja concentracion de
estos. Sin embargo, se ha observado que las semillas de mango y de curuba (P.
tripartita) tienen un alto contenido de fenoles comparado con otras partes del
fruto (Lebaka et al., 2021; Loizzo et al., 2019). Este fendbmeno también se
presento en las semillas de la muestra analizada en este estudio, aunque el nivel
de fenoles fue menor que el de la pulpa en sus respectivos estados de madurez.
Se encontrd que las semillas en el estado fisioldgico pinton (5918,89 + 112,350
mg GAE/100 g en b.s.) no tenian diferencias significativas con la pulpa verde
(5818,77 + 141,691 mg GAE/100 g en b.s.) en cuanto al contenido de fenoles.

El estudio realizado permitio determinar que el uso de las semillas en estado
fisioldgico pintdn fue la alternativa mas conveniente. Estas presentaron el mayor
nivel de compuestos fendlicos totales (TPC) en relacion con las cascaras y otras
semillas, mostrando diferencias estadisticas significativas entre los
subproductos.



4.4 Optimizacion del proceso de extraccion de compuestos fendlicos
usando ultrasonidos de alta intensidad

Tabla 12. Contenido de TPC y actividad antioxidante en tratamientos de
extraccion ultrasonidos de alta intensidad

TPC Actividad antioxidante
Tratamiento | mg GAE/100 g en umol Trolox/100 g
base seca Cv en base seca Cv
T1 11897,8 + 490,21 bcd | 4,12% 21384,6 + 86,88 c 0,41%
T2 12184,2 £ 519,23 cd | 2,90% | 21391,8+302,89cd |1,42%
T3 12788,9 + 365,64 de | 2,86% | 20535,8 + 169,39 ab | 0,82%
T4 11313,1 £ 253,56 abc | 2,24% | 22164,8+117,11f |0,53%
T5 11420,2 + 264,83 abc | 2,32% 21931,8 + 87,94 f 0,40%
T6 10612,5+373,99a |3,52% | 21850,2 + 139,07 ef | 0,64%
T7 10798,9 £ 519,22 ab | 4,81% 22071,7 + 78,18 f 0,35%
T8 10720,0 + 488,18 ab | 4,55% | 21799,0 + 189,51 def | 0,87%
T9 12701,6 £ 462,17 de | 3,64% 22006,2 + 94,07 f 0,43%
T10 13503,7 £ 243,17e |1,80% | 20761,9+11851b |0,57%
T11 12957,5 + 318,58 de | 2,46% 21987,0 + 37,89 f 0,17%
T12 15193,4 £ 565,94 f | 3,72% | 21461,9+81,85cde | 0,38%
T13 14838,0 £ 424,46 f |2,86% | 20314,2+93,93a |0,46%

4.4.1 Contenidos compuestos fendlicos totales (TPC)

Figura 38. Gréfico de Medias con Intervalo de Confianza del 95% de Tukey para
el contenido de TPC en tratamientos de extracciéon con ultrasonidos de alta
intensidad
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En cuanto al contenido de Compuestos Fendlicos Totales (TPC), se observé que
los tratamientos T12 (25 minutos; 70 °C; 15193,4 + 565,94 mg GAE/100 g en
b.s.) y T13 (45 minutos; 70 °C; 14838,0 + 424,46 GAE/100 g en b.s.) mostraron
los valores méas elevados de estos compuestos, revelando diferencias
estadisticamente significativas en relacién con los demas tratamientos. Este
hallazgo apunta a que el incremento de la temperatura durante la fase de
extraccion favorecido la liberacion de compuestos fendlicos, al mejorar la
velocidad de difusién y transferencia de masa, facilitando asi la solubilidad de
dichos compuestos (Ozdemir et al., 2024).

Este fendmeno se corrobora al analizar los resultados del contenido de TPC en
los tratamientos T1 (5 minutos; 50 °C), T2 (25 minutos; 50 °C), T4 (5 minutos; 30
°C), T5 (25 minutos; 30 °C), T6 (45 minutos; 30 °C), T7 (11 minutos; 36 °C) y T8
(39 minutos; 36 °C). En esta serie de tratamientos, la temperatura de extraccion
emerge como un factor crucial que incide en los niveles mas bajos de los
compuestos de interés, a pesar de las variaciones en el tiempo. Se puede inferir,
por lo tanto, que, a temperaturas mas bajas, los tiempos de extraccién debieron
prolongarse, como se evidencia en el tratamiento T3 (45 minutos; 50 °C; 12788,9
+ 365,64 mg GAE/100 g b.s.), aunque no presenta diferencias estadisticamente
significativas con T1 (11897,8 + 490,21 mg GAE/100 gen b.s.) y T2 (12184,2 +
519,23 mg GAE/100 g en b.s.), se registra un leve incremento en el contenido de
TPC.

4.4.2 Actividad antioxidante

Figura 39. Grafico de Medias con Intervalo de Confianza del 95% de Tukey para
la actividad antioxidante en tratamientos de extraccion con ultrasonidos de alta
intensidad
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Durante el estudio, se evaluo la actividad antioxidante en diferentes tratamientos
de extraccion. Los resultados mostraron que los tratamientos T4 (5 minutos; 30
°C), T5 (25 minutos; 30 °C), T6 (45 minutos; 30 °C), T7 (11 minutos; 36 °C), T8
(39 minutos; 36 °C), T9 (11 minutos; 64 °C) y T11 (5 minutos; 70 °C) exhibieron
la mayor actividad antioxidante, sin presentar diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. Sin embargo, los tratamientos T10 (39 minutos; 64 °C;
20761,9 + 118,51 pmol Trolox /100 g en b.s.) y T13 (45 minutos; 70 °C; 20314,2
+ 93,93 pmol Trolox /100 g en b.s.), caracterizados por tiempos de extraccion
prolongados a temperaturas mas elevadas, presentaron una actividad
antioxidante notablemente inferior en comparaciéon con los tratamientos T9
(22006,2 + 94,07 umol Trolox /100 g en b.s.) y T11 (21987,0 + 37,89 umol Trolox
/100 g en b.s.) a la misma temperatura.

Estos hallazgos indican que, al trabajar a temperaturas mas altas, los tiempos
de extraccién deben ser menores para mantener la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos. Este fendmeno sugiere que las altas temperaturas y los
tiempos prolongados de extraccion podrian haber causado una disminucion
significativa en la actividad antioxidante debido a la oxidacién de los compuestos
de interés (Ozdemir et al., 2024).

4.4.3 Implementaciéon de modelo matemético

Teniendo en cuenta los pardmetros y los resultados de cada tratamiento, se
establecen los modelos mateméticos que relacionen polifenoles totales y DPPH
para las condiciones de tiempo y temperatura, a través de la herramienta Curve
Fitting Toolbox de MATLAB®.

4.4.3.1 Modelo matematico para el contenido de compuestos fendlicos
totales (TPC)

Para el contenido de TPC, el polinomio que mejor se ajusté a los datos fue un
modelo Polinomial grado 3 para x (temperatura) y grado 3 para y (tiempo), con
un ajuste del 88,68% y un error estandar del 573,3.

Donde:
e R-cuadrado: puede asumir un valor entre 0 a 1, cuanto mas se acerca el
valor a 1 indica que el modelo explica una mayor proporcion de varianza.

e Raiz del error cuadratico medio: entre mas cercano valor a 0 indica un
ajuste que es mas util para la prediccion.



Ecuacién 8. Modelo lineal Polinomio de tercer grado para el
contenido de TPC.

f(tem,t) = 1,399¢ + 04 — 131,1 *tem — 140,4 *t + 1,152 (Ecuacion 8)
*tem”™2 + 6,013 xtem*xt — 0,5008 = t"2
+ 0,005031 *tem”3 — 0,01882 *tem”"2 =t
— 0,05239 x tem xt"*2 + 0,02864 * t"3

R-cuadrado: 0,8868

Raiz del error cuadratico medio: 573,3

Figura 40. Superficie de respuesta del Contenido de TPC sobre los efectos de
la temperatura y tiempo de aplicacion de ultrasonido
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La modelacion del proceso de extraccion de compuestos fendlicos ha
establecido que, en condiciones de bajas temperaturas, el contenido de TPC se
reduce considerablemente sin importar la duracién del tiempo de extraccién
aplicado. No obstante, es evidente que al aumentar la temperatura y prolongar
el tiempo de extraccion, se produce un incremento significativo en la cantidad de
TPC.

Por medio del modelo matematico y del programa MATLAB® (anexo 12) se
establecen los parametros Optimos para la extraccion de TPC por ultrasonidos
de alta intensidad, alcanzando un valor maximo de 14870,9 mg GAE/ 100 g en
base seca en condiciones de temperatura de 70 °C y 40 minutos de extraccion.



Figura 41. Grafica de contorno para optimizar TPC en funcion del tiempo y la
temperatura de extraccion
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A partir del modelo del contorno, se observé un patrén lineal en la extraccion de
los compuestos fendlicos totales de la semilla de la curuba (P. tripartita var.
mollissima) mediante ultrasonido de alta intensidad, el cual se ajustaba al
incremento tanto de la temperatura como del tiempo. Este fendmeno se
explicaba por la transferencia de masa y el aumento de la permeabilidad del
tejido vegetal, procesos facilitados por la temperatura y la cavitacion acustica
durante la extraccion.

Los resultados obtenidos sugieren que el aumento de la temperatura durante la
extraccion favorecio notablemente la liberacion de compuestos fendlicos. Este
efecto se atribuia a la mejora en la velocidad de difusién y transferencia de masa,
lo que facilitaba la solubilizacion de estos compuestos en el medio de extraccion.
Es importante destacar que la cavitacién acustica generada durante el proceso
de ultrasonido también contribuyé a la ruptura de las estructuras celulares,
aumentando asi la liberacion de los compuestos bioactivos presentes en la
semilla de curuba (Ballesteros-Vivas et al., 2019; Che-Galicia et al., 2020;
Chemat et al., 2017).

4.4.3.2 Modelo matematico para la actividad Antioxidante

Para la actividad antioxidante el polinomio que mejor se ajusto6 a los datos fue un
modelo Polinomial grado 3 para x (temperatura) y grado 3 para y (tiempo), con
un ajuste del 91,47% y un error estandar del 204,4.



Ecuacion 9. Modelo Polinomial de tercer grado para Actividad
Antioxidante.

f(tem,t) = 2,349e + 04 — 37,86 « tem + 4,499 =t
—0,8073 xtem”"2 + 1,193 xtem =t
— 0,9067 «t"2 + 0,01453 * tem"3
—0,009056 *tem”2 =+t — 0,02419 * tem
*t"2 + 0,01893 *t"3

(Ecuacion 9)

R-cuadrado: 0,9147
Raiz del error cuadratico medio: 204,4

Figura 42. Superficie de respuesta de la Actividad Antioxidante sobre los efectos
de la temperatura y tiempo de aplicacion de ultrasonido
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El estudio de la actividad antioxidante de las semillas de curuba revela un
comportamiento inverso al modelo TPC. En otras palabras, las maximas
actividades se encuentran en tiempos cortos de extraccién, mientras que a
medida que este aumenta, se observa una disminuciéon de la capacidad
antioxidante. Esta tendencia se explica por la degradacion de los compuestos
antioxidantes durante el proceso de extraccion, lo que genera una pérdida
gradual de su potencial protector.



La influencia de la temperatura también juega un papel crucial. A temperatura
constante, la actividad antioxidante varia en funcion del tiempo de extraccion. Se
pueden identificar dos picos de maxima actividad antioxidante a diferentes
temperaturas, pero con tiempos de extraccion casi similares. Esto indica que la
variacion en la actividad antioxidante es mas sensible al tiempo que a la
temperatura. A medida que transcurre el tiempo, se produce una disminucién en
la actividad antioxidante, especialmente a temperaturas elevadas.

Los ultrasonidos de alta intensidad no solo aumentan el rendimiento de
extraccion de polifenoles, sino que también preservan y mejoran la actividad
antioxidante. Este efecto se debe a la capacidad del ultrasonido para mejorar la
extraccibn de compuestos antioxidantes de la matriz vegetal. Las ondas
ultrasonicas generan energia que rompe las paredes celulares de las plantas,
facilitando la liberacion de los compuestos antioxidantes. Ademas, el ultrasonido
facilita la penetracion del solvente en la matriz vegetal, lo que mejora la eficiencia
de la extraccion y aumenta la concentracion de compuestos antioxidantes en el
extracto. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la exposicion
prolongada a ultrasonido puede provocar la degradacion de los compuestos
antioxidantes en algunos casos, lo que podria reducir su actividad antioxidante
(Dzah et al., 2020). Por lo tanto, estos estudios permiten comprender la
naturaleza fisicoquimica de las semillas en estado fisiolégico pintdn.

El modelo matematico para la actividad antioxidante (figura 43, anexo 13) arrojo
dos puntos con actividad antioxidante maxima, en 12,61 minutos con 30 °C
(punto uno) y en 9,34 minutos con 70 °C (punto dos), obteniendo 22199,5 pumol
Trolox/100 g en base seca y 22059,34 umol Trolox/100 g en base seca, ambos
resultados con una gran diferencia de temperatura en tiempos de extraccion
bajos.

En cuanto a la actividad antioxidante, el punto uno exhibié una mayor capacidad
de neutralizacion de radicales libres de DPPH, a pesar de esto, para determinar
cual punto es mas favorable en términos de costos, se tomaron en consideracion
los pardmetros evaluados. La diferencia mas notable entre ellos es la
temperatura de extraccion. La cavitacion induce un aumento de la temperatura,
lo que requiere que ambos puntos cuenten con un mecanismo de enfriamiento
para mantener la temperatura estable (Soria & Villamiel, 2010). Ademas, el punto
dos necesita un aumento de la temperatura, lo que implica un precalentamiento
y, por ende, un mayor costo. Por lo tanto, se considera que el punto uno seria la
opcion mas viable en términos de costos. Sin embargo, los pardmetros 6ptimos
se determinaron en funcion de la deseabilidad global para los TPC y la actividad
antioxidante.



Figura 43. Grafica de contorno para optimizar la actividad antioxidante (AA) en
funcion de la temperatura y tiempo de extraccion
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4.4.4 Deseabilidad global para maximizacién del punto 6ptimo de TPC y
AA en funcion de la temperaturay tiempo de extraccion

El gréfico de contornos (figura 44) indica que la actividad antioxidante de las
semillas de curuba no depende Unicamente del contenido de fenoles totales.
Esto sugiere la presencia de compuestos fendlicos termolabiles de facil
solubilidad y degradacién que influye en la actividad antioxidante. Hasta el
momento, se han identificado 61 fitoquimicos en la semilla, lo que sugiere que
algun compuesto fenolico termolabil podria ser responsable del comportamiento
observado en la actividad antioxidante. (Ballesteros-Vivas et al., 2019; Chemat
et al., 2017).

Con el fin de realizar la optimizacion multicriterio se busco maximizar el contenido
de TPC y Actividad Antioxidante simultineamente haciendo uso de la
optimizacion grafica a través de contornos sobrepuestos de cada variable
respuesta (figura 44), lo cual dio como resultado una orientacién sobre las
regiones que son comunes para los valores Optimos de los criterios y
posteriormente se aplicd la funciébn de deseabilidad Derringer, permitiendo
establecer que el punto Optimo multicriterio se encuentra en un area comun
donde los valores de TPC y Actividad Antioxidante son altos alcanzando una
deseabilidad de 0,796 que si bien no es igual a 1, es un valor significativo
teniendo en cuenta que se debe conciliar entre los dos criterios para obtener
valores altos de las dos variables respuestas. El proceso de extraccion por
ultrasonidos de alta intensidad se lograra optimizar empleando un tiempo de



extraccion de 17,258 minutos a una temperatura de 70 °C para obtener una
concentracion de TPC de 14338,8 mg GAE/100 g en base seca y una Actividad
Antioxidante de 21943,8 umol Trolox/100 g en base seca.

Figura 44. Grafico de contornos con las estimaciones de los modelos de TPC y
DPPH y la deseabilidad con el punto 6ptimo multicriterio
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4.5 Obtencion y caracterizacion de microcapsulas de polifenoles
mediante secado por aspersién

Para la extraccion de los compuestos de interés se emplearon 2500 mg de
semilla seca de curuba en estado de madurez pintén con una humedad del 7%
y 500 mL de solucién de etanol/agua 60:40 v/v. La extraccion se llevo a cabo
mediante ultrasonido de alta intensidad a 70 °C durante 17,258 minutos, con una
frecuencia ultrasénica de 40 KHz y una potencia de ultrasonido de 160 W.

El extracto obtenido se filtr6 y se adicionaron 25 gramos de maltodextrina. Las
microcapsulas se obtuvieron mediante el proceso de secado por aspersion, con
modificaciones en los pardmetros de secado.

Tabla 13. Modificaciones de los parametros de secado de las microcapsulas de
polifenoles por atomizacion

Parametro Valor
Alimentacion de la muestra 1900 ml/h
Temperatura de entrada del aire 160°C
Temperatura de salida de la muestra 60°C
Presion 5-8 bar
Aire de secado 35 m?/h
Velocidad de aspersion 5s

4.5.1 Rendimiento del proceso

Teniendo en cuenta la informacién adquirida a lo largo del proceso de la
investigacion se plante6 un balance de materia especifico para determinar la
cantidad de fruto fresco en estado pintdn requerido para realizar el proceso de
extraccién de compuestos fendlicos.

Figura 45. Balance de materia planteado respecto a los procesos de despulpado
y secado
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Balance de materia especifico con base en la humedad de la semilla para el
proceso de secado.

Donde:
S; = Semillas en base humedad
h; = % de humedad de las semillas en base humedad (b. h.)
S, = Semillas en base seca
h, = % de humedad de las semillas en base seca (b.s.)
A = Aguaretirada

S, % 0,4635 = 2,5g * 0,07 + A
S, % 0,4635 — 0,175g = A

Balance de materia general para el proceso de secado.

Si=S,+A (Ecuacion 11)
S; = 25g+ S, x0,4635 - 0,175g
Si—S;%0,4635 = 2,5gr —0,175g
S, * 0,5365 = 2,325g
B 2,325g
17 0,5365
S; = 4,33 g de semilla en base humedad

Para determinar el rendimiento del secado por aspersion se tiene en cuenta que
se adicionaron 25 gramos de maltodextrina y se obtuvo alrededor del5,774 g de
compuestos de interés microencapsulado.

Peso de las microcapsulas

Rendimiento(%) = Peso total

Rendimiento (%) - 109
— *
endimiento (7o) = 5 g de maltodextrina

Rendimiento(%) = 63,09%



Estos calculos permitieron determinar que se requieren 4,33 g de semillas
frescas (base humedad) para obtener 15,774 g de microcapsulas de fenoles, con
un rendimiento del secado por aspersion del 63,09%. Este resultado se
encuentra dentro del rango de valores obtenidos por Tolun et al. (2016), quienes
microencapsularon extractos de polifenoles de uva con un recubrimiento de
maltodextrina al 9% mediante secado por aspersion, obteniendo rendimientos de
secado entre el 44,7% y el 64,9%.

4.5.2 Caracterizacion y validacion de las microcapsulas

Se obtuvieron 15,774 g de microcapsulas de polifenoles. El analisis de las
coordenadas CIE L*a*b* revel6 que las microcdpsulas exhibieron un color con
una leve dominancia hacia el amarillo (eje b: 9,24), con una influencia minima
del color rojizo (eje a: 0,84). Las microcdpsulas de polifenoles no exhibieron un
sabor ni un aroma distintivo. Los analisis microbiologicos realizados para moho,
levaduras, Salmonella sp y E. coli no detectaron ninguna unidad formadora de
colonias (UFC).

La coloracion ligeramente amarilla de las microcapsulas podria estar relacionada
con la presencia de flavonoles, flavonas, flavononas e isoflavononas,
compuestos fitoquimicos identificados en las semillas de Passiflora tripartita var.
mollissima que también presentan un color amarillento o de marfil (Ballesteros-
Vivas et al., 2019; Martinez- Valverde et al., 2000).

Tabla 14. Caracterizacion de las microcapsulas de polifenoles

Descriptores

Humedad (%) 7,17 £0,171
Sin olor No caracteristico
Sabor No caracteristico
CIE L*a*b* L:89,06 a:0,84 bh:9,24

Actividad antioxidante
(umol Trolox/ 100 g)

moho y lavadura (UFC/g) 0 UFC/g
Salmonella sp. (UFC/Q) 0 UFC/g
E. coli (UFC/g) 0 UFCl/g

21349,98 + 814,95




Figura 46. Microcapsulas de compuestos polifendlicos obtenidas por secado por
aspersion (a). Peso de compuestos de interés obtenidos durante el proceso de
secado (b)

Figura 47. Recuento de UFC en (a) Agar PDA, (b) Agar Salmonella Shigella y
(c) Agar Cromogeénico E. coli-Coliformes sin presencia de colonias.
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Las microcapsulas de polifenoles tienen un amplio rango de aplicaciones
potenciales, incluyendo su uso como suplemento de consumo humano, aditivo
para la conservacion de la calidad nutricional de los alimentos y como
constituyente necesario en la elaboracion de alimentos especificos (Resolucion
2606 De 2009 Articulo 5). Es importante destacar que durante los diferentes
procesos de extraccién se aplicaron los principios de Buenas Practicas de
Manufactura, tal como se establece en la Resolucion 2674 de 2013. Estos
principios son esenciales para garantizar la inocuidad del producto final.

Se considerara que se da cumplimiento en su totalidad de los objetivos
planteados, obteniendo unas microcapsulas de polifenoles aptos para el



consumo humano. No se considera el residual maximo permitido del disolvente
de etanol ya que su toxicidad es baja y el Real Decreto 1101/2011 no establece
un limite maximo y permite su uso respetando las buenas practicas de
fabricacion. El producto es inocuo microbiolégicamente dado que ninguno de los
medios de cultivo se evidencio el desarrollo de unidades formadoras de colonia
para E. coli, Salmonella sp., mohos y levadura. Por otro lado, las microcapsulas
de polifenoles no presentan un sabor ni un olor caracteristico, lo que significa
que no alterarian el sabor del producto final ni dificultarian su consumo puro.

El proceso de microencapsulacion permite un mejor aprovechamiento del
subproducto del fruto de curuba, ya que se requieren 4,33 gramos de semilla
fresca para obtener 15,774 gramos de microencapsulado, con un rendimiento
del secado por aspersion del 63,09%. Sin embargo, este rendimiento sugiere la
necesidad de continuar mejorando la optimizacién del proceso en futuras
investigaciones, particularmente enfocandose en el proceso de secado por
aspersion para lograr rendimientos ain mas altos. Ademas, se podria considerar
el uso potencial de la cascara para la obtencion de polifenoles, lo que permitiria
un aprovechamiento mas completo de los subproductos del fruto.
Adicionalmente, se podrian realizar investigaciones sobre la incorporacién de
microcapsulas de compuestos fendlicos del fruto de curuba, estas
investigaciones permitirian evaluar su impacto en el uso y aplicaciones en las
industrias como la farmacéutica, alimentaria y cosmética.



5. CONCLUSIONES

Los resultados del estudio permitieron concluir que la fruta de curuba
presentaba sus mayores concentraciones de TPC en el estado de
madurez pintdn, especialmente en sus semillas.

Se comprobd cémo la temperatura y el tiempo de extraccion influian en la
obtencion de compuestos fendlicos y su actividad antioxidante de las
semillas de curuba, los tiempos de extraccion prolongados aumentaron la
concentracion de fenoles totales debido a una mejor ruptura de las
paredes celulares facilitada por el ultrasonido de alta intensidad,
permitiendo una mayor penetracion del solvente vy liberacion de
compuestos, mientras que la temperatura, por su parte, facilitaba la
solubilidad de los mismos. Sin embargo, se observé una disminucion de
la actividad antioxidante con tiempos de extraccion prolongados debido a
la degradacion de estos. Por medio de los analisis del comportamiento
mencionado se logré establecer que el punto ideal para alcanzar la mayor
concentracion de compuestos fenélicos con actividad antioxidante fue a
una temperatura de 70 °C durante un lapso de 17 minutos de extraccion.

Se logré obtener microcapsulas de compuestos de la semilla de curuba
con un extracto equilibrado en compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, logrando un rendimiento del secado por aspersion del
63,09%. No obstante, este rendimiento podria mejorarse mediante la
optimizacién del secado por aspersién, asegurando la obtencion de
pardmetros que garantizaran una mayor produccion de microcapsulas y
actividad antioxidante.

El proceso de secado por aspersion produjo un polvo seco, con
microcdpsulas que mostraban una destacada actividad antioxidante, un
ligero color amarillo y sin sabor ni olor distintivos, siendo seguras para el
consumo. Se observo que el extracto microencapsulado conservaba una
alta actividad antioxidante, sugiriendo que la técnica no afectaba
negativamente las propiedades funcionales de los compuestos, por ende,
se concluyd que las microcapsulas de semillas de curuba podrian
emplearse como ingredientes funcionales en diversos productos
alimenticios, farmacéuticos y cosméticos.

Tras analizar los resultados obtenidos del fruto de curuba (P. tripartita var.
mollissima) en sus diferentes estados fisiologicos de maduracion,
procedentes de la vereda Colon, municipio de Algeciras, Huila, se
concluyo que las semillas de curuba en estado fisiolégico pintdbn podrian
ser empleadas para la obtencién de compuestos fendlicos, los cuales, a
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través de procesos de microencapsulacion, podrian conservar sus
propiedades para ser utilizados posteriormente en aplicaciones
industriales o en consumo humano.
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7. ANEXO

Anexo 1. Compuestos fendlicos identificados en la cdscara y pulpa del fruto de

curuba
Nimero Identificacion compuesta parte de la
pico fruta
1 (6- C -a-L-arabinopiranosil)-7- O -glucosil-8- C - B - D -glucopiranésido P J
(7- O -glucosil-isoschaftdsido) '
2 Oligosacarido feruloilado P,J
3 Luteolina-(7- O -glucopiranosil)-8- C -glucopirandsido (Orientin-7- O - =
glucésido
4 Derivado de luteolina-di-glucésido P
5 Luteolin-6,8-di- C - B - D -glucopiranésido (Leucenina Il) * P
6 Derivado de vicenina Il P
7 5'-metoxi-desmetilpiperitol-4- O -glucésido P,J
8 Isémero luteolina-(6- C -pentosil)-8- C - B - D -glucopiranésido P,J
9 (6- C -a-L-arabinopiranosil)-8- C - B - D -glucopirandsido =
(Isoschaftésido) *
10 4'-m)etoxi|uteo|ina -6,8-di- C-B - D -glucopiranoésido (leucenina 11, 4'-metil =
éter
1 Apigenina (6- C - 8 - D -glucopiranosil) 8- C -a-L-arabinésido P
(Schaftoside) '
12 Derivado de luteolina-5- O -glucosil-8- C- (6"acetil)- =
B - D - glucopiranésido
13 Apigenina-6,8-di- C - B - D -glucopirandésido (Vicenin II) * P,J
14 Isbmero vicenina Il P,J
15 Flavonoide diglucosilo desconocido P,J
16 Apigenina-8- C - 8 - D -glucopiranésido (Vitexin) * P
17 Eriodictyol 6,8 di- C -glucésido P
18 Luteolin-7- O -glucopiranosil 8- C -(6"acetil)-glucopiranésido P,J
19 Luteolina-8- C - B - D -glucopiranésido (Orientin) * P,J
20 Apigenina-5- O - B - D -glucopiranosilo, 8- C -(6”acetil)- B - D -
glucopiranosilo- lado '
21 4'-metoxiluteolin-8- C - B - D -glucopirandésido P,J
22 Miricetina * P
23 Miricetina-3- O - (6”-galoil) glucésido P
24 Luteolina-8- C -(6”acetil)- B - D -glucopiranésido P,J
25 Derivado de miricetina-3- O- (6” galloil) glucésido P
26 Miricetina 3' metil éter P
27 Apigenina-8- C -(6"acetil)- - D -glucopiranésido P
28 Derivado C -glicosilo desconocido P
29 Derivado C -glicosilo desconocido P,J
30 Derivado C -glicosilo desconocido P
31 4'- Metoxiluteolin-8- C -(6”acetil)- B - D -glucopirandsido * P,J

Nota. P: cascara, J: pulpa y jugo. Adaptado de Passiflora tripartita (Banana
Passion) Fruit: A Source of Bioactive Flavonoid C-Glycosides Isolated by
HSCCC and Characterized by HPLC-DAD-ESI/MS/MS, Simirgiotis, M., et al., E.
2013, Molecules, 18(2).
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Anexo 2. Compuestos fendlicos identificados en la semilla del fruto de

curuba

N?)rir;(ce)ro Familia Identificacion tentativa
1 acido fendlico Acido galico *
2 Derivado del &cido fendlico | Glucdsido del acido protocatequiico
3 cido fendlico Acido dihidroxibenzoico
4 acido fendlico Acido hidroximetoxibenzoico (isomero del acido vanilico)
5 flavonoide (Epi)galocatequina
6 Derivado del &cido fendlico | Glucdsido de &cido vainilico
7 PAC tipo B (Epi)galocatequina-(epi)catequina
8 Derivado del &cido fendlico | Rutindsido de &cido salicilico/acido lucuminico
9 acido fendlico Acido 3,4-dihidroxibenzoico (Protocatequiico)
10 flavonoide Gallocatequina/epicocatequina
11 acido fendlico Isémero del acido sinapico
12 PAC tipo B (Epi)galocatequina-(epi)catequina
13 acido fendlico Acido hidroxibenzoico (&cido salicilico)
14 flavonoide Tetrahidroxi(iso)flavanona
15 acido fendlico Acido 4-hidroxibenzoico
16 flavonoide (Epi)galocatequina
17 PAC tipo B (Epi)galocatequina-(epi)catequina
18 PAC tipo A (Epi)catequina-(epi)catequina
19 flavonoide Catequina *
20 PAC tipo A (Epi)catequina-(epi)catequina
21 PAC tipo B (Epi)catequina-(epi)catequina
22 acido fendlico Acido vainilico *
23 acido fendlico Acido cafeico *
24 PAC tipo B Isémero trihidroxi(iso)flavanol-(epi)catequina
25 PAC tipo B (Epi)catequina-(epi)catequina
26 PAC tipo B Isémero trihidroxi(iso)flavanol-(epi)catequina
27 PAC tipo B Isémero trihidroxi(iso)flavanol-(epi)catequina
28 flavonoide (Epi)fisetinidol
29 acido fendlico Isémero del &cido siringico
30 acido fendlico acido hidroxibenzoico
31 flavonoide Tetrahidroxi(iso)flavanona
32 PAC tipo B Isémero trihidroxi(iso)flavanol-(epi)catequina
33 flavonoide Tetrahidroxi(iso)flavanona
34 flavonoide (Epi)fisetinidol
35 PAC tipo B (Epi)fisetinidol-(Epi)fisetinidol-(epi)catequina
36 PAC tipo B Isémero trihidroxi(iso)flavanol-(epi)catequina
37 PAC tipo B Trihidroxi(iso)flavanol-O-metil(epi)catequina
38 flavonoide O-metil-epicatequina




39 PAC tipo B Trihidroxi(iso)flavanol-O-metil(epi)catequina
40 PAC tipo B Isémero de dihidroxiflavanol-(epi)catequina
41 PAC tipo B (Epi)fisetinidol-(Epi)fisetinidol-(epi)catequina
42 PAC tipo B Isémero de dihidroxiflavanol-(epi)catequina
43 flavonoide Trihidroxi(iso)flavanol

44 flavonoide 4',7-Di-O-metilcatequina

45 flavonoide Trihidroxiflavanona

46 flavonoide diosmetina

47 PAC tipo B Trihidroxi(iso)flavanol-O-metil(epi)catequina
48 flavonoide Trihidroxi(iso)flavanol

49 PAC tipo A Isdémero trihidroxi(iso)flavanol-(epi)catequina
50 flavonoide Dihidroximetoxiflavanona

51 flavonoide Apigenina/genisteina

52 flavonoide Dihidromoreloflavona

53 estilbenoide Hidroxiangolensina

54 flavonoide Dihidromoreloflavona

55 flavonoide Quercetina *

56 flavonoide Dimero de trihidroxiflavanona

57 flavonoide isorhamnetina

58 flavonoide Hidroximetoxiflavanona

59 flavonoide Dihidromoreloflavona

60 flavonoide Trihidroxiflavanona

61 flavonoide Glucésido de dihidroximetoxiflavona

Nota. Adaptado de Integrated strategy for the extraction and profiling of bioactive
metabolites from Passiflora mollissima seeds combining pressurized-liquid
extraction and gas/liquid chromatography—high resolution mass spectrometry,
Ballesteros-Vivas, et al., 2019, Journal of Chromatography A, 1595, 144-157.



Anexo 3. Curva de calibracion para la cuantificacion de Polifenoles Totales

Concentracion mg de
Dilucion | de &cido gélico | acido Absorbancia
(ppm) gélico

48,71 0,184

1 50 45,69 0,176 0,181
48,50 0,183
105,51 0,319

2 100 106,80 0,322 0,318
102,32 0,312
157,95 0,445

3 150 154,89 0,437 0,441
155,90 0,44
183,46 0,505

4 200 191,17 0,524 0,513
185,51 0,51
243,40 0,649

5 250 247,25 0,658 0,670
265,64 0,702
304,22 0,794

6 300 295,51 0,773 0,782
297,77 0,778
359,43 0,925

7 350 353,98 0,913 0,911
346,99 0,896
399,47 1,021

8 400 401,06 1,025 1,025
402,40 1,028
445,67 1,131

9 450 455,18 1,154 1,139
445,63 1,131

1.2
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Anexo 4. Codigo empleado en MATLAB® para el planteamiento del disefio
experimental Central Compuesto inscrito combinado con Disefio Central
Compuesto orientado a las caras

DCC1 = ccdesign(2, 'type', 'inscribed’, 'center',1);% DISENO EXPERIMENTAL
INSCRITO CENTRAL

DCC2 = ccdesign(2, 'type', 'faced', 'center',1);% DISENO CENTRAL COMPUESTO
ORIENTADO A LAS CARAS

DCC = unique([DCC1l; DCC2], 'rows"')% GENERA UN SOLO DCC COMBINADO

[Y,PS] = mapminmax([30 70],-1,1) %mapminmax decodifica la matriz mapeando las
filas con los valores minimos y maximos de -1 a 1

%30-70 son los intervalos de temperatura a usar

%Tiempo

[YTEMP,PSTEMP] = mapminmax([5 45],-1,1);%5 45 los intervalos de tiempo
t=mapminmax('reverse',DCC(:,2),PSTEMP);%Decodificar niveles tiempo

%Temperatura
[Yt,PSt] = mapminmax('reverse',[@],PS);
TEMP = mapminmax('reverse',DCC(:,1),PSt);% decodificar niveles temperatura

DCC = table(TEMP, t)
plot(TEMP,t, 'ro', '"MarkerFaceColor', 'b")

X = [70 30 30 30; 70 70 70 30];
Y =[5 5 45 5; 45 5 45 45];
line(X,Y, 'Color','b")

axis square equal

x1lim([28 72])

ylim([3 47])



Anexo 5. Curva de calibracion para la cuantificacion de actividad antioxidante

Concentracion
Dilucién de Trolox pmol Trolox Absorbancia
(umol)
109,146 0,747
1 100 107,986 0,748 0,739
144,533 0,723
363,379 0,572
2 300 261,860 0,642 0,619
261,280 0,643
524,650 0,461
3 500 471,860 0,497 0,483
478,966 0,492
664,312 0,365
4 700 645,313 0,378 0,360
702,454 0,338
857,779 0,231
5 900 920,140 0,188 0,203
917,095 0,190
1128,400 0,045
6 1100 1127,530 0,045 0,048
1113,317 0,055
0.9
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Anexo 6. Certificado de identificacion de la especie de curuba perteneciente a
la variedad Passiflora tripartita var. mollissima (Kunth)

| UNIVERSIDAD

| SURCOLOMBIANA

NIT: 891180084-2

LA SUSCRITA COORDINADORA DEL HERBARIO DE LA
UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA, SURCO

5
(3 |

CERTIFICA QUE:

Fueron ingresados a la Coleccion Biolégica del Herbario de la Universidad
Surcolombiana, SURCO, 2 ejemplares botanicos, 2 duplicados y 1 frasco de antoteca,
correspond|entes al proyecto “Obtencién de Polifenoles totales del fruto de la Curuba
mediante extraccion asistida por ultrasonidos”. Dichos ejemplares fueron montados y
etiquetados por el estudiante Manuel Felipe Garzén Gonzalez en el herbario, con el
apoyo de Floralba Tacuma e identificados como Passiflora tripartita var. mollissima
(Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg., por la docente Hilda del Carmen Duefas, especie y
variedad confirmada por el especialista en la familia.

" 'Dado en Neiva, a los 19 dias del mes de mayo de 2023

HILDA DEL CARMEN DUENAS GOMEZ
Coordinadora Herbario SURCO

Sede Central - AV, Pastrana Borrero Cra. Ta.

PBX: (57) {8) 875 4753 FAX: {8) 875 8890 - (8) 875 9124

' Edificio Administrativo - Cra. 5 No. 23-40

PBX: (57) (8) 8753686 - Linea Gratuita Nacional: 018000 968722
Vigilada Mineducacién

www . usco.edu.co



Anexo 7. Caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas del fruto de curuba en

estado de madurez verde, pinton y maduro

N Nombre 1 | 2 | 3 ] a4 [ s [ e [ 7 | 8 o | 10 | Prom
FRUTO EN ESTADO DE MADUREZ VERDE

1| Peso Fruto (g) 93,62 | 110,76 | 130,86 | 105,53 | 128,14 | 116,32 | 107,8 | 105,67 | 117,66 | 94,00 | 111,04

2 Long(':;‘gq)': o | 10747 | 112,22 | 117,16 | 111,47 | 124,63 | 116,95 | 110,43 | 1118 | 10421 | 102,59 | 111,89

3 D'amegsrgf' futo | 4112 | 4327 | 4417 | 4044 | 4553 | 4347 | 42,25 | 4233 | 41,53 | 3958 | 42,37

4 Relacion 261 | 259 | 265 | 276 | 2,74 | 2,69 | 261 | 264 | 251 | 259 | 264

largo/ancho

5 | PesoCascara(g) | 37,68 | 44,15 | 40,80 | 44,81 | 54,29 | 52,51 | 3855 | 48,24 | 38,28 | 3588 | 4352

6 % cascara 40,25% | 39,86% | 31,18% | 42,46% | 42,37% | 45,14% | 35,76% | 45,65% | 32,53% | 38,17% | 39,34%

7 Gros‘(’r:ﬁna)scara 327 | 409 | 516 | 345 | 433 | 445 | 414 | 547 | 299 | 331 | 407

8 | Peso pulpa (g) 4333 | 52,94 | 77,24 | 3581 | 62,96 | 50,73 | 55,97 | 42,53 | 66,31 | 31,91 | 51,97

9 % pulpa 46,28% | 47,80% | 59,02% | 33,93% | 49,13% | 43,61% | 51,92% | 40,25% | 56,36% | 33,95% | 46,23%

10 | Pesosemilla(g) | 12,61 | 13,67 | 12,82 | 2491 | 10,80 | 13,08 | 13,28 | 14,90 | 1307 | 26,21 | 1554

11 % semilla 13,47% | 12,34% | 9,80% | 23,60% | 8,50% | 11,24% | 12,32% | 14,10% | 11,11% | 27,88% | 14,44%

1| Acideziiulaple | 1284 | 1289 | 1318 | 1352 | 1163 | 1207 | 1167 | 1223 | 1421 | 126 | 1268
pulpa 1,16 116 | 119 | 122 | 105 | 1,00 | 1,05 | 1,10 | 1,28 | 1,13 1,14

13 ° Brix pulpa 10,3 10,9 9,3 103 | 106 9.8 10,2 87 10,1 9,3 9,95

indice de madurez
14 |  (°Brix/% acidez 8,91 940 | 784 | 846 | 1013 | 902 | 971 | 790 | 7,90 | 820 | 875
titulable)

15 pH pulpa 33 33 3,2 33 33 3.2 3.2 37 3,3 3,4 3,32

16 | Humedad semilla | 55,329 | 48,70% | 53,96% | 50,98% | 59,76% | 55,60% | 53,90% | 59,64% | 50,71% | 47,83% | 54%

N Nombre 1 [ 2 [ 3 | a4 [ 5 | s | 7 ] 8 o | 10 [ Prom

FRUTO EN ESTADO DE MADUREZ PINTON

1| PesoFruto(g) | 100,04 | 10355 | 107,19 | 108,69 | 144,91 | 101,8 | 109,87 | 164,79 | 129,3 | 137,8 | 120,794

2 L"“g(';‘q’r‘:])': o 9515 | 107,49 | 106,04 | 113,76 | 120,87 | 106,61 | 111,27 | 120,73 | 118,60 | 114,13 | 111,562

3 D'ameggng’)e' o | 4300 | 4261 | 41,42 | 4325 | 4563 | 38,38 | 39,75 | 46,77 | 42,95 | 44,18 | 42,803

4 Relacion 2.23 2,52 2,56 2,63 2,65 2,78 2,80 2,58 2,76 2,58 2,61

largo/ancho
5 | PesoCascara(g) | 50,93 | 39,29 | 3342 | 49,11 | 57,66 | 3597 | 39,83 | 60,74 | 4823 | 4521 | 42,18
6 % cascara 50,01% | 37,049% | SL18 | 4518 | 3979 | 3533 | a5 550, | 36 8606 | 37,30% | 5281 | 36,16%
% % % % %
7 G’OS‘(’;‘;‘?)SC"’“"‘ 387 | 399 | 275 | 456 | 387 | 313 | 307 | 403 | 299 | 362 | 3374
8 | Peso pulpa (g) 422 | s2,82 | 6337 | 51,12 | 77,05 | 5748 | 5865 | 90,78 | 68,96 | 80,15 | 70,787
59,12 | 47,03 | 53,17 | 56,46 58,16

9 % pulpa 42,18% | 51,01% | > % % v, | 53.38% | 55,00% | 53,33% | . | 54,97%

10| Pesosemila(g) | 6,91 | 11,44 | 10,40 | 846 | 1020 | 835 | 11,39 | 13,27 | 12,11 | 12,44 | 12,038

11 % semilla 6,91% | 11,05% | 9,70% | 7,78% | 7,.04% | 8,20% | 10,37% | 8,05% | 9,37% | 9,03% | 8,75%

1| Acidez tiulable 954 | 1150 | 967 | 937 | 783 | 992 | 1081 | 1030 | 1029 | 932 | 9,864
pulpa 0,86 104 | 087 | 084 | 070 | 089 | 097 | 093 | 093 | 084 | 089

13 ° Brix pulpa 10,9 109 | 106 | 108 | 108 9,6 106 | 105 108 | 102 | 1057

indice de madurez
14 | (°Brix/% acidez | 12,70 | 10,45 | 12,18 | 12,81 | 1533 | 10,75 | 10,90 | 11,33 | 11,66 | 12,16 | 12,03
titulable)
15 pH pulpa 3,5 33 3,4 3,5 3.4 33 35 35 3.4 3.4 3,42
16 | Humedad semilla | 45,91% | 44,66% | 4859 | 40.05 | 4535 1 5019 | 5 0190 | 46 4306 | 46,500 | “>9° | 46,35%
% % % % %




N Nombre 1 2 3 | 4 | 5 | e | 7 ] 8 | 9o | 10 | Prom
FRUTO EN ESTADO DE MADUREZ MADURO
1| Peso Fruto (g) 93,39 | 131,51 | 119,88 | 155,09 | 112,83 | 99,72 | 135,12 | 104,71 | 181,00 | 116,84 | 125,01
2 LO”Q(';'%)F o | 9gg4 | 110,03 | 111,26 | 114,04 | 111,04 | 111,02 | 112,41 | 116,04 | 129,22 | 101,01 | 111,58
3 D'amegsn‘j)e' futo | 3578 | 4449 | 4396 | 4556 | 4248 | 40,70 | 4357 | 42,80 | 5047 | 4182 | 4326
4 Relacion 269 | 247 | 253 | 250 | 261 | 275 | 258 | 271 | 256 | 242 | 258
largo/ancho
5 | PesoCascara(g) | 33,53 | 41,30 | 39,65 | 48,49 | 4473 | 5898 | 44,70 | 41,23 | 39,36 | 29,87 | 42,18
) 36,99 | 44,61 | 30,87 | 57,04 | 40,68 | 25,02 21,68
5 . ) , , , , , , o , .
6 % céscara 33,52% | 39,88% % % % % % % 30,44% % 36,16%
7 Gros‘(’r’nﬁscara 320 | 308 | 420 | 313 | 361 | 311 | 38 | 355 | 406 | 186 | 337
8 | Peso pulpa (g) 50,09 | 75,65 | 69,31 | 92,68 | 58,47 | 22,29 | 77,86 | 541 | 131,81 | 7561 | 70,79
57,82 | 59,76 | 51,82 | 22,35 | 57,62 | 51,67 64,71
9 % pulpa 53,64% | 57,52% | g o o o 9% o | 7282% | °" | 54,97%
10 | Pesosemilla(g) | 977 | 1456 | 1092 | 13,92 | 963 | 1845 | 12556 | 938 | 9,83 | 11,36 | 12,04
1 % semilla 1046% | 11.07% | 9.119% | 8.98% | 853% | ‘50 | 930% | 8.96% | 543% | 9.72% | 10,01%
1p | Acidez tiulable 6,47 603 | 820 | 767 | 843 | 984 | 950 | 7,90 | 1050 | 802 | 826
pulpa 058 | 054 | 074 | 069 | 076 | 089 | 08 | 071 | 095 | 072 | 074
13 ° Brix pulpa 9,4 103 | 104 | 11,0 | 106 | 100 9,4 11,6 | 100 | 100 | 1027
indice de madurez
14 | (°Brix/% acidez | 16,14 | 18,98 | 14,09 | 1594 | 13,97 | 11,29 | 10,99 | 16,32 | 10,58 | 13,85 | 14,22
titulable)
15 pH pulpa 3,9 33 33 3.4 3.4 3.4 3,5 33 3.4 3,6 3,45
. 4738 | 47,60 | 50,20 | 54,00 | 50,49 | 50,53 47,31
16 | Humedad semilla | 53,12% | 53,58% % % % % % % 44,81% % 49,90%




Anexo 8. Ficha técnica del Alcohol Etilico Rectificado Extra Neutro

USP actual

Producto: Alcahol Elilico Rectificado Extra Neutro 96% F. Fabricacién: 07/09/2021
Lote No. 18000367896 (::;h N/A F. \;nnclmlatno: 07/08/2025
» Descripcién Requisitos Resultados
Color Transparente e Incoloro Transparente e Incoloro
Olor Organaléptica Caracteristico del alcohol
Sabor No Extrafio No &xtrafio
Descripdén Método - Unidad Minimo Maximo Resultado
Umite de Residuo No volatil usp mg - - 18mg
Peso Especifico (20°C) usp °C - 0,8087 0,80
Peso Especifico usp % 92,3 93,8 92,4%
Peso Especifico en Volumen de CZHSOH usp % 94,9 96,0 94,9%
Absorcidn en el UV 240 nm usp nm No més de 0,4 240 nm 0,3236
Absorcidn en el UV 250 y 260 nm usp nm No mds de 0,3 Entre 250 y 260 nm 0,2211
Absarcién en el UV 270 Y 340 usp nm No mds de 0,1 Entre 270 y 340 nm 0,0293
Acidez o Alcalinidag usp ul/L . - 30 pLL )
Transparenda de la Solucidn USP actual - S - Pasa prueba
Solubilidad USP actual - - - Pasa prueba
Identificacién Ay B USP actual - - - Pasa prueba
Disolventes Residuales USP actual . Cumple Clase
1,Case Ay
28
Impurezas Elementales USP actual - - No detectable
Concentracién Oral (ICP-QES) USP actual - o - No| . N
o2
Concentracién Oral (ICP-OES) USP actual - f y- = : , |
Concentracién Ocal (ICP-OES) . ay.

Este COA ha sido generado y lanzado desde un sistera de gestién de documentos ele
Este documento es una transcripcién de los datos informados en el cetificado da: ;

Transcrito por;

6 P




Anexo 9. Resultados y calculos de TPC mediante espectrofotometria UV-vis a
longitud de onda de 760 nm para el disefio factorial 32

Muestra p(egs)o Absorbancia GQS/L GAr\TI]E?mI mg sgzloo Pro. SV CcVv
Al | 0,00013 0,334 111,914 0,112 4300,24

VC | B1 |0,00013 0,304 99,234 0,099 3906,87 4103,28 | 196,69 | 4,79
C1 |0,00013 0,318 105,337 0,105 4102,73
A2 |0,00013 0,385 133,402 0,133 5221,22

VS | B2 | 0,00013 0,389 134,727 0,135 5267,90 5135,57 | 190,21 | 3,70
C2 |0,00013 0,366 125,276 0,125 4917,60
A3 | 0,00305 0,793 303,968 0,304 499,13

VP | B3 | 0,00286 0,767 293,129 0,293 513,36 500,53 | 12,19 [2,44
C3 | 0,00265 0,685 258,981 0,259 489,10
A4 |0,00013 0,337 113,254 0,113 4494,22

PC | B4 |0,00013 0,327 108,898 0,109 4270,51 4302,94 | 177,29 | 4,12
C4 |0,00013 0,320 105,882 0,106 414411
A5 |0,00013 0,431 152,545 0,153 5889,76

PS | B5 |0,00013 0,430 152,131 0,152 6042,94 5918,89 | 112,35 | 1,90
C5 | 0,00013 0,417 146,764 0,147 5823,98
A6 |0,00301 0,954 371,449 0,371 617,54

PP | B6 |0,00288 0,904 350,799 0,351 609,03 626,79 | 23,78 |3,79
C6 | 0,00274 0,921 357,961 0,358 653,81
A7 |0,00013 0,307 100,353 0,100 3962,60

MC | B7 |0,00013 0,299 97,211 0,097 3728,14 3807,11 | 134,67 | 3,54
C7 |0,00013 0,290 93,358 0,093 3730,58
A8 |0,00013 0,371 127,454 0,127 5087,99

MS | B8 | 0,00013 0,385 133,067 0,133 5301,48 5239,92 | 132,37 | 2,53
C8 | 0,00013 0,388 134,324 0,134 5330,30
A9 | 0,00259 0,825 317,373 0,317 612,69

MP | B9 |0,00273 0,843 325,205 0,325 595,61 598,56 | 12,91 [2,16
C9 [ 0,00279 0,849 327,467 0,327 587,39

Nota. La primera letra corresponde al estado de madurez fisiolégica y la segunda
a la parte del fruto. M maduro, P pintén, V verde; C cascara, S semillas, P pulpa.

Dado que las muestras de pulpa fueron cuantificadas en base humeda, se
realizaron los céalculos para igualar las unidades en base seca. Se determing la
humedad de las pulpas mediante el método infrarrojo, obteniendo una humedad
promedio del 92%. Para determinar el contenido tedrico de TPC en base seca,
se plante6 un balance de materia general.

Donde:

F;, =100 g de pulpa en base himeda
F, = pulpa en base seca

A = agua retirada



Considerando que la humedad de las pulpas en sus distintos estados de
maduracion en base humeda es del 92% (h,) y que la muestra de pulpa en base
seca llegase alcanzar una humedad del 7% (h,).

Flhl = thz + A

Se procede a remplazar la formula y despejar el agua (A).

100 g * 0,92 = F, % 0,07 + A
92— F, 0,07 = A

A partir de la formula despejada y se reemplaza el agua (A) y los valores en la
férmula general.

100g =F, +92 — F, 0,07
100_92=F2_F2*0,07

8 =F, +0,93
093 2
8,602 = F,

Considerando que no hay pérdidas de fenoles, se plantea un balance especifico
de TPC.

F1C1 = F2C2

Donde:
C; = polifenoles totales en base humedad

C, = polifenoles totales en base seca

Calculando el porcentaje de concentracion de TPC en base humedad

100 g pulpa base humedad => 100%
0,49913 g GAE/100 g b.s.=> x



_0,49913 g * 100%
B 100 g
x =4,9913 1073

X

Reemplazando y resolviendo el balance especifico de TPC para determinar el
porcentaje de concentracion en muestra seca.

100 % 4,9913 x 1073 = 8,602 * C,
100 * 4,9913 * 1073 _

8,602 =G
0,05802 = C,
Verificando.
F G, = F,C,

100 * 4,9913 * 10~2 = 8,602 * 0,05802
0,4991 g = 0,4991 g

Considerando el porcentaje de polifenoles totales de la pulpa de muestra seca
tenemos.

100g pulpa seca * 0,05802 = 5,802 g GAE /100 g b.s.

Se procedié a realizar los distintos calculos para todas las pulpas teniendo
cuenta que el porcentaje humedad es el mismo para todas.



Anexo 10. Resultados y céalculos de TPC mediante espectrofotometria UV-vis a
longitud de onda de 760 nm para el Disefio Central Compuesto

mg
. . mg mg

Tratamiento | peso (g) | Absorbancia GAEL | GAE/mI GAItEJIiOOg Pro. sV cv
0,000250 1,420 566,820 | 0,567 11336,406

T1 0,000250 1,528 612,065 | 0,612 12241,307 | 11897,78 | 490,21 |4,12
0,000250 1,513 605,781 | 0,606 12115,626
0,000251 1,501 600,754 | 0,601 11967,213

T2 0,000251 1,598 641,391 | 0,641 12776,711 | 12184,19 |519,22|4,26
0,000251 1,482 592,794 | 0,593 11808,651
0,000253 1,561 625,890 | 0,626 12369,372

T3 0,000253 1,632 655,635 | 0,656 12957,207 | 12788,86 | 365,64 |2,86
0,000253 1,642 659,824 | 0,660 13040,001
0,000250 1,383 551,180 | 0,551 11023,600

T4 0,000250 1,439 574,780 | 0,575 11495,601 |11313,131|253,56 (2,24
0,000250 1,430 571,010 | 0,571 11420,193
0,000250 1,397 557,185 | 0,557 11143,695

T5 0,000250 1,433 572,266 | 0,572 11445,329 |11420,193 | 264,83 (2,32
0,000250 1,460 583,578 | 0,584 11671,554
0,000251 1,287 511,102 | 0,511 10181,311

T6 0,000251 1,367 544,617 | 0,545 10848,938 |10612,487 | 373,99 | 3,52
0,000251 1,362 542,522 | 0,543 10807,211
0,000251 1,316 523,251 | 0,523 10423,326

T7 0,000251 1,335 531,211 | 0,531 10581,887 | 10798,87 |519,22|4,81
0,000251 1,432 571,848 | 0,572 11391,385
0,000252 1,304 518,224 | 0,518 10282,217

T8 0,000252 1,346 535,819 | 0,536 10631,330 | 10719,99 |488,19 (4,55
0,000252 1,420 566,820 | 0,567 11246,434
0,000251 1,526 611,227 | 0,611 12175,846

T9 0,000251 1,630 654,797 | 0,655 13043,761 12701,60 |462,17 | 3,64
0,000251 1,611 646,837 | 0,647 12885,200
0,000250 1,665 669,460 | 0,669 13389,191

T10 0,000250 1,659 666,946 | 0,667 13338,919 13503,70 | 243,18 1,80
0,000250 1,712 689,150 | 0,689 13782,991
0,000251 1,605 644,323 | 0,644 12835,128

T11 0,000251 1,663 668,622 | 0,669 13319,157 | 12957,53 | 318,58 | 2,46
0,000251 1,591 638,458 | 0,638 12718,293
0,000250 1,807 728,948 | 0,729 14578,969

T12 0,000250 1,894 765,396 | 0,765 15307,918 | 15193,41 |565,94 | 3,72
0,000250 1,940 784,667 | 0,785 15693,339
0,000251 1,787 720,570 | 0,721 14353,979

T13 0,000251 1,882 760,369 | 0,760 15146,786 | 14838,01 | 424,47 |2,86
0,000251 1,866 753,666 | 0,754 15013,261




Anexo 11. Resultados y calculos de DPPH mediante espectrofotometria UV-vis
a longitud de onda de 515 nm para el Diseiio Central Compuesto

. . mg mg mg GAE/100 g
Tratamiento | peso (g) | Absorbancia GAEL | GAE/mI bs. Pro. sV cv
0,000250 0,0827 1072,806 | 1,073 21456,120
T1 0,000250 0,0885 1064,395| 1,064 21287,900 21384,58 | 86,88 | 0,41

0,000250 0,0843 1070,486| 1,070 21409,720
0,000251 0,0940 1056,418 | 1,056 21044,183
T2 0,000251 0,0748 1084,263 | 1,084 21598,865 21391,83| 302,89 | 1,42
0,000251 0,0771 1080,928 | 1,081 21532,430
0,000253 0,0996 1048,297| 1,048 20717,332
T3 0,000253 0,1113 1031,328| 1,031 20381,976 20535,80 | 169,39 | 0,82
0,000253 0,1069 1037,709| 1,038 20508,083
0,000250 0,0548 1113,269| 1,113 22265,380
T4 0,000250 0,0627 1101,812| 1,102 22036,240 22164,83 | 117,11 | 0,53
0,000250 0,0573 1109,643| 1,110 22192,860
0,000250 0,0628 1101,667| 1,102 22033,340
T5 0,000250 0,0680 1094,125| 1,094 21882,500 21931,81| 87,94 | 0,40
0,000250 0,0681 1093,980| 1,094 21879,600
0,000251 0,0618 1103,117| 1,103 21974,442
T6 0,000251 0,0713 1089,339| 1,089 21699,980 21850,21 | 139,07 | 0,64
0,000251 0,0652 1098,186| 1,098 21876,215
0,000251 0,0561 1111,384| 1,111 22139,124
T7 0,000251 0,0614 1103,697| 1,104 21985,996 22071,71| 78,19 | 0,35
0,000251 0,0578 1108,918| 1,109 22090,000
0,000252 0,0602 1105,437| 1,105 21933,274
T8 0,000252 0,0724 1087,744| 1,088 21582,222 21798,99 | 189,51 | 0,87
0,000252 0,0620 1102,827| 1,103 21881,488
0,000251 0,0605 1105,051| 1,105 22012,968
T9 0,000251 0,0576 1109,256| 1,109 22096,733 22006,22 | 94,07 | 0,43
0,000251 0,0641 1099,830| 1,100 21908,964
0,000250 0,1096 1033,842| 1,034 20676,840
T10 0,000250 0,1084 1035,582| 1,036 20711,640 20761,92 | 118,51 | 0,57
0,000250 0,1020 1044,864 | 1,045 20897,280
0,000251 0,0600 1105,776| 1,106 22027,410
T11 0,000251 0,0616 1103,455| 1,103 21981,175 21986,96 | 37,89 | 0,17
0,000251 0,0626 1102,005| 1,102 21952,291
0,000250 0,0793 1077,785| 1,078 21555,700
T12 0,000250 0,0845 1070,244| 1,070 21404,880 21461,92| 81,85 | 0,38
0,000250 0,0838 1071,259| 1,071 21425,180
0,000251 0,1169 1023,255| 1,023 20383,566
T13 0,000251 0,1180 1021,660| 1,022 20351,793 20314,23 | 93,93 | 0,46
0,000251 0,1230 1014,408 | 1,014 20207,331




Anexo 12. Codigo en MATLAB® para maximizar el contenido de TPC en
extractos etanolicos

load ('TPC.mat');

FO= @(x) - TPC_1(x);
x0= [30 5];

1b=[30 40];
ub=[70 45];

xopt = fmincon(F0,x0,[]1,[1,[1,[],1b,ub)

[Xoth ‘FOpt] = fmincon (FOJXQJ[])[]J[]J[])1bJUb);

tpcmax=-fopt
temopt=xopt(1)
topt=xopt(2)

tem=1linspace(30, 70, 150);
t=linspace(5,45,100);
[temg,tg]=meshgrid(tem, t);
DPPHg=TPC_1(temg,tg);

contourf (temg, tg, DPPHg, 'ShowText', 'on'")

xlabel ('Temperatura (°C)")

ylabel ('Tiempo (min)")

title ('TPC model")

colorbar

hold on

plot (temopt, topt, '*k')

text (temopt, topt, ['TPCmax =' num2str(tpcmax,10)])



Anexo 13. Codigo en MATLAB® para maximizar la actividad antioxidante
en extractos etanadlicos

load ('dpph.mat');

FO= @(x) - dpph_1(x);
x0= [45 40];

x01= [68 40];

1b=[30 5];

ub=[70 45];

xopt = fmincon(FO,x0,[]1,[]1,[]1,[],1b,ub)
xoptl = fmincon(FO,x01,[]1,[1,[]1,[],1b,ub)

[xopt, fopt]

= fmincon (FO0,x0,[],
[xoptl, foptl] =

[(1,[1,[1,
fmincon (FO,x01,[1,[1,[1,
dpphmax=-fopt

temopt=xopt(1)
topt=xopt(2)

dpphmax1=-foptl

temoptl=xopt1(1)

toptl=xopt1(2)

9 e o e

tem=1linspace(30, 70, 150);
t=linspace(5,45,100);
[temg,tg]=meshgrid(tem, t);
DPPHg=dpph_1(temg,tg);

contourf (temg, tg, DPPHg, 'ShowText', 'on")

xlabel ('Temperatura (°C)")

ylabel ('Tiempo (min)")

title ('DPPH model")

colorbar

hold on

plot (temopt, topt, '*k')

text (temopt, topt, ['DPPHmax =' num2str(dpphmax,10)])
plot (temoptl, toptil, '*k')

text (temoptl, toptl, ['DPPHmax ="' num2str(dpphmax1,10)])



Anexo 14. Cdédigo en MATLAB® para la optimizacion multicriterio de los
parametros de secado teniendo en cuenta la deseabilidad global

function optimizacion_multicriterio
global datosdata TPC_1 dpph_1

load ('datosdata.mat');

load ('modelos TPC DPPH.mat');

FO1 = @(x) -TPC_1(x(1), x(2));

FO2 = @(x) -dpph_1(x(1), x(2));
FO3 = @(x) -D(x);

x0=[60 20];

1b=[30, 5];
ub=[70, 45];

[xoptl, foptl]= fmincon(FO1,x0,[]1,[1,[]1,[]1,1b,ub);
[xopt2, fopt2]= fmincon(F02,x0,[]1,[1,[1,[]1,1b,ub);
[xopt3, fopt3]= fmincon(FO3,x0,[]1,[1,[1,[]1,1b,ub);

TPCmax= -foptl
temoptl= xopt3(1)
toptl= xopt3(2)

DPPHmax= -fopt2
temopt2= xopt3(1)
topt2= xopt3(2)

Dmax= -fopt3
temopt3= xopt3(1)
topt3= xopt3(2)

tem=1linspace(30, 70, 100);
t=linspace(5, 45, 100);
[temg, tg]= meshgrid(tem,t);
TPCg= TPC_1(temg,tg);

DPPHg= dpph_1(temg,tg);

subplot(1,3,1)

contourf (temg, tg, TPCg, 'ShowText','on")
xlabel ('Temperatura (°C)")

ylabel ('tiempo (min)")

title ('TPC model")

colorbar

hold on

plot (temoptl,toptl, ' *k")

text (temoptl,toptl,['TPCmax = ' num2str(TPCmax,4)])
subplot(1,3,2)

contourf (temg, tg, DPPHg, 'ShowText','on')



xlabel ('Temperatura (°C)")
ylabel ('tiempo (min)")
title ('DPPH model')

colorbar

hold on

plot (temopt2,topt2, '*k")

text (temopt2,topt2,[ 'DPPHmax = ' num2str(DPPHmax,4)])
subplot(1,3,3)

contour (temg, tg, TPCg, 'ShowText','on','LineColor','r",
'DisplayName’, "TPC")

hold on

contour (temg, tg, DPPHg, 'ShowText','on','LineColor','b"’,
‘DisplayName’, 'DPPH")

xlabel ('Temperatura (°C)")

ylabel ('tiempo (min)")

title ('Deseabilidad global')

hold on

plot (temopt3,topt3,  '*k")

text (temopt3,topt3,['Dmax = ' num2str(Dmax,4)])
o= == cerrrar

function deseab= D(x)
global datosdata TPC_1 dpph_1
load ('datosdata.mat")

tem = x(1);

t = x(2);

TPC = TPC;

Dpph = DPPH;

dli = (TPC_1 (tem,t)-min(TPC))/(max(TPC)-min(TPC));

d2

(dpph_1 (tem,t)-min(Dpph))/(max(Dpph)-min(Dpph));

%CALCULAR LA DESEABILIDAD GLOBAL A PARTIR DE LAS DOS DESEABILIDADES
%LOCALES. LA DESEABILIDAD GLOBAL ES LA MULTIPLICACION DE AMBOS CRITERIOS
%ELEVADO A LA UN MEDIO.

deseab = (d1.*d2)7(1/2);



