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RESUMEN

En los dltimos afios, el interés cientifico por frutos silvestres poco estudiados ha aumentado
debido a su contenido de compuestos bioactivos. Entre estas especies se encuentra la uva de
montafia (Chondrodendron tomentosum), fruto que no presenta informacion cientifica
respecto a su composicioén y propiedades lo que restringe su conocimiento y posible
valorizacion. Por lo tanto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar los
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de Chondrodendron tomentosum obtenidos
en diferentes condiciones de extraccion asistida por ultrasonido (EAU). Se aplico la
metodologia de superficie de respuesta con disefio Box-Behnken evaluando concentracion
de metanol (25 - 75 %), amplitud ultrasonica (30 - 70 %) y tiempo de sonicacién (1 - 15
min). Las condiciones Optimas de extraccion (metanol: 57%, amplitud ultrasonica: 70% y
tiempo de sonicacién: 15 min) dieron como resultado las mayores concentraciones de
fenoles, antocianinas y capacidad antioxidante siendo 672.46 + 5.84 mg de GAE/100 g,
120.71 + 1.89 mg cianidina-3-glucésido/L y 5857.31 + 60.20 umol TE/100 g,
respectivamente. La EAU permitio la maxima extraccion de compuestos bioactivos en frutos
maduros. El estudio aporta informacion inicial sobre las caracteristicas fisicoquimicas y
bioactivas del fruto; sin embargo, se requiere una caracterizaciéon mas profunda de su
composicion, bioactividad y seguridad, a fin de sustentar su aprovechamiento y valorizacion,

especialmente mediante su incorporacion en matrices alimentarias.

Palabras claves: drupa, cianidina-3-glucosido, extraccion optimizada, Menispermaceae



ABSTRACT

In recent years, scientific interest in little-studied wild fruits has increased due to their
content of bioactive compounds. Among these species is the mountain grape
(Chondrodendron tomentosum), a fruit for which there is no scientific information regarding
its composition and properties, which limits our understanding of it and its potential for
commercialization. Therefore, the objective of this study was to evaluate the bioactive
compounds and antioxidant capacity of Chondrodendron tomentosum obtained under
different conditions of ultrasound-assisted extraction (UAE). A response surface
methodology using a Box-Behnken design was applied to evaluate methanol concentration
(25-75%), ultrasonic amplitude (30—70%), and sonication time (1-15 min). The optimal
extraction conditions (methanol: 57%, ultrasonic amplitude: 70%, and sonication time: 15
min) yielded the highest concentrations of phenolics, anthocyanins, and antioxidant capacity,
at 672.46 = 5.84 mg of GAE/100 g, 120.71 + 1.89 mg of cyanidin-3-glucoside/L, and
5857.31 £ 60.20 pumol TE/100 g, respectively. UEA allowed for the maximum extraction of
bioactive compounds from ripe fruits. The study provides preliminary information on the
physicochemical and bioactive properties of the fruit; however, a more in-depth
characterization of its composition, bioactivity, and safety is needed to support its use and

valorization, particularly through its incorporation into food matrices.

Keywords: drupa, cyanidin-3-glucoside, optimized extraction, Menispermaceae



l. INTRODUCCION

Los frutos silvestres suelen estar infrautilizados y son menos conocidos; sin embargo,
en las Gltimas décadas diversos estudios han demostrado que son uno de los alimentos méas
nutritivos disponibles, gracias a su rico y diverso contenido de compuestos bioactivos. Entre
estos destacan los acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, vitaminas y minerales,
reconocidos por sus numerosas propiedades beneficiosas para la salud (Achaglinkame et al.,
2019; Vega-Galvez et al., 2021). Estos compuestos no solo contribuyen a los atractivos
colores, sabores Unicos y texturas delicadas de las bayas, sino también a sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, gastroprotectoras, antimicrobianas, antidiabéticos vy
anticancerigenos (Bozdogan et al., 2025; Feng et al., 2016), lo que las convierte en
candidatas valiosas para su uso en alimentos funcionales e innovaciones nutracéuticas.
Debido a estas caracteristicas, los frutos silvestres han despertado un creciente interés entre

cientificos y profesionales de la salud a nivel mundial (Gomez-Perez et al., 2025).

Otros frutos silvestres, como las drupas de Chondrodendron tomentosum, permanecen
en gran medida inexplorados, lo que representa una oportunidad relevante para la
investigacion cientifica. Estas podrian constituir una fuente emergente de compuestos
bioactivos con potenciales propiedades funcionales orientadas a la mejora de la salud y el
bienestar. Chondrodendron tomentosum Ruiz & Pav., conocida localmente en San José de
Lourdes (San Ignacio, Cajamarca, Peril) como “uva de montafia”, es una liana lefiosa
amazonica perteneciente a la familia Menispermaceae, que produce drupas de color parpura
oscuro agrupadas en infrutescencias de 3—6 unidades (Instituto de Salud Publica, 2021). Sus
frutos se consumen en estado fresco y presentan un periodo de maduracién entre julio y
septiembre en bosques montanos ubicados entre 1500 y 2000 m s. n. m. Ademas de su uso
alimentario, histéricamente de su corteza, tallos y raices se obtenia la d-tubocurarina, un
alcaloide con efecto neuromuscular que causa la muerte Unicamente cuando ingresa al
torrente sanguineo. Por via oral, este compuesto resulta inofensivo debido a su escasa
absorcion en el tracto digestivo, asociada a su elevado peso molecular y carga quimica
(Nasiripourdori et al., 2011; Randall & Feldman, 2025). A pesar de estar clasificada como
“preocupacion menor” en la Lista Roja de 1a Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) (Beech, 2023), sus poblaciones naturales evidencian una disminucién
progresiva, atribuida principalmente a la explotacion ilegal, la deforestacion y la consecuente

pérdida de biodiversidad.
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La revision de bases de datos cientificas como Scopus, PubMed, Web of Science,
Science Direct y Google Scholar evidencia que la investigacion sobre la “uva de montafia”
(C. tomentosum) se ha centrado principalmente en la planta, sin reportarse estudios
especificos sobre el fruto en sus diferentes estados de madurez. Esta brecha de conocimiento
resalta la necesidad de desarrollar investigaciones orientadas a la caracterizacion de su
composicion fisicoquimica y perfil de compuestos bioactivos, asi como de sus metodologias
de extraccion. Asimismo, la limitada informacion disponible no solo restringe su
valorizacion cientifica e industrial, sino que también contribuye indirectamente al
desaprovechamiento de este recurso, pese a su potencial como alimento, materia prima y

fuente para el desarrollo de productos funcionales.

En este contexto, la investigacion se centra en la caracterizacion fisicoquimica y
funcional del fruto de Chondrodendron tomentosum, evaluando sus compuestos bioactivos,
capacidad antioxidante y la optimizacion de su extraccion asistida por ultrasonido. Se
analizan diferentes estados de madurez y, en el fruto maduro, se aplica la metodologia de
superficie de respuesta considerando la concentracion de solvente, la amplitud ultrasonica y
el tiempo de sonicacion, para determinar su influencia en la recuperacion de compuestos

bioactivos y establecer las bases para futuras aplicaciones alimentarias.

Por otro lado, en los ultimos afios se ha observado una tendencia creciente hacia la
implementacion de técnicas de extraccion innovadoras orientadas a reducir el impacto
ambiental (Carpentieri et al., 2021). Entre estas, la extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
se ha consolidado como una de las mas empleadas. Existen dos configuraciones principales
de sistemas ultrasonicos: el bafio de ultrasonido y la sonda ultrasonica. Entre ambos sistemas,
la sonda ultrasonica ha demostrado mayor eficiencia en los procesos de extraccion (Geow et
al., 2021), debido a que concentra una mayor intensidad de energia en un area reducida,
especificamente en la punta de la sonda. Esta caracteristica disminuye la disipacién
energética y, en consecuencia, incrementa la eficacia del tratamiento ultrasénico durante la

extraccion (Athanasiadis et al., 2024).

Ademas, la EAU presenta ventajas significativas, tales como la reduccion del tiempo
de extraccion, el incremento en el rendimiento y una mayor selectividad en la recuperacion
de compuestos de interes (Bhadange et al., 2024). En este contexto, su aplicacion ha
demostrado ser eficaz en la extraccion de antocianinas, compuestos fendlicos y antioxidantes
a partir de diversas matrices vegetales, incluyendo endrinas (Gonzalez-De-Peredo et al.,
2020), Cauchao (Gomez-Perez et al., 2025), jabuticaba (Fernadndez-Barbero et al., 2019),
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mirto (Gonzalez de Peredo et al., 2019) y aronia negra (Vazquez-Espinosa et al., 2019), entre

otras.

Diversos estudios han abordado la caracterizacion fisicoquimica, nutricional y
funcional de frutos subutilizados, asi como la optimizacion de técnicas de extraccion de
compuestos bioactivos. En este sentido, Nehring et al. (2022) evaluaron los fitoquimicos
funcionales de la grumixama (Eugenia brasiliensis Lamarck): Efecto de las condiciones
ambientales y del proceso de maduracion. Se reportaron valores de humedad entre 86.18 y
89.94 ¢/100 g, proteina entre 0.65 y 0.83 g/100 g PF y cenizas entre 0.34 y 0.49 g/100 g PF.
Asimismo, evidenciaron una interaccion estadisticamente significativa entre la ubicacion de
cultivo y el estado de maduracion sobre el contenido de humedad y proteina. De manera
similar, Flor-Unda et al. (2024), en un estudio sobre la caracterizacion fisicoquimica y
capacidad antioxidante del acai (Euterpe oleracea) en la region ecuatoriana, reportaron que
durante la maduracion el contenido de azlcares (°Brix) aumento, mientras que la acidez
disminuyé independientemente de la region de origen. Ademas, se observaron variaciones
en el contenido de grasa (0.83 £0.04 2 12.15+0.11 g-100 g™'), proteina (4.38 + 0.58 a 5.36
+0.55 2100 g') y cenizas (0.12 £ 0.01 a0.15 £ 0.01 g-100 g ™).

Por su parte, Uma et al. (2023) evaluaron nutricionalmente a Chrysophyllum
oliviforme L. (Sapotaceae) una fruta exotica subutilizada, reportando dimensiones promedio
de 1.40 £ 0.03 cm de largo y 0.90 + 0.03 cm de ancho, un pH de 6.50 + 0.29 y contenidos
de carbohidratos (5.30 + 0.21 mg/g), proteinas (6.30 + 0.19 mg/qg), lipidos (14.00 %) y
tiamina (0.04 mg/g). En la misma linea, Sasikumar et al. (2021) realizaron la caracterizacion
fisicoquimica y modelado de masas del fruto de sangre (Haematocarpus Validus): una fruta
subutilizada del noreste de la India. Se determinaron dimensiones promedio de 3.56 cm de
longitud, 2.49 cm de ancho y 2.51 cm de grosor, ademas de un contenido de humedad de 79
+ 0.71 % (wb) y niveles de proteinas, cenizas, grasa y fibra superiores a los observados en

otras frutas tipo baya.

En cuanto a la extraccion de compuestos bioactivos, Vazquez-Espinosa et al. (2019)
realizaron la extraccion asistida por ultrasonido de dos tipos de compuestos antioxidantes
(TPC y TA) de la aronia negra (Aronia melanocarpa L.): Optimizacion de los métodos de
extraccion individual y simultanea. Determinaron como condiciones Optimas un 54 % de
metanol, pH 2.72, temperatura de 69.4 °C, amplitud del 70 %, ciclo de 0.7 s y relacion
muestra/solvente de 0.5:18.2 g: mL.
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De manera analoga, Fernandez-Barbero et al. (2019) optimizaron la extraccion asistida
por ultrasonido de compuestos bioactivos del fruto de jabuticaba (Myrciaria cauliflora)
mediante un disefio experimental de Box-Behnken. Se establecieron que las condiciones
Optimas para la extraccién de antocianinas correspondieron a un pH de 7.00, temperatura de
39.8 °C, relacién solvente:muestra de 20:1.5 mL:g, amplitud ultrasénica del 34 % y ciclo de
0.47 s. En el caso de los compuestos fendlicos totales, las condiciones éptimas fueron: pH
7.00, temperatura de 26.0 °C, relacién solvente:muestra de 20:1.5 mL:g, amplitud

ultrasonica del 68.5 % y ciclo de 0.5 s.

Asimismo, Kashyap et al. (2023) estudiaron la bioaccesibilidad de polifenoles y
actividad antioxidante del extracto de orujo de cereza de Meghalay (Prunus nepalensis)
digerido in vitro mediante ultrasonido. Mediante un disefio experimental Box-Behnken,
determinaron como condiciones éptimas una concentracién de solvente del 55.18 %,
relacion solvente-soluto de 23.29 mL/g, tiempo de extraccion de 27.93 min y amplitud
ultrasonica del 33.48 %. Bajo estas condiciones, se obtuvieron valores de 133.88 mg GAE/g
de fenoles totales, 87.30 % de actividad DPPH y 0.59 mg AAE/g mediante FRAP.

Draghici-Popa et al. (2025) optimizaron la extraccion de compuestos fenolicos de
frutos de endrino rumano (Prunus spinosa L.) mediante ultrasonidos. Los autores reportaron
como condiciones Optimas una relacion disolvente/material vegetal de 15.1 cm3g,
concentracion de etanol de 33.2 %, temperatura de extraccion de 66.8 °C, pH 7, amplitud
ultrasonica del 50 % y tiempo de extraccion de 10 min. Los valores obtenidos bajo las
condiciones éptimas fueron de 14.45 + 0.718 mg GAE/g DM de compuestos fendlicos
totales, 0.405 + 0.057 mg equivalentes de cianidina-3-glucésido (C3GE) /g DM de
antocianinas y 16.75 + 1.144 mg TE/g DM de capacidad antioxidante.

Por otro lado, De Sousa et al. (2021) optimizaron los métodos de extraccion con
liquido presurizado y ultrasonido para la recuperacion de antocianinas presentes en el fruto
de jambolan (Syzygium cumini L.). Entre los métodos evaluados, la extraccion mediante
ultrasonido de sonda (PUE) present6 la mayor recuperacion de antocianinas, alcanzando
60.5 mg C3G-g' DF. Mediante metodologia de superficie de respuesta (RSM), los autores
determinaron como condiciones 6ptimas una densidad de potencia ultrasonica de 5000 WI/L,

tiempo de extraccion de 7.5 min y concentracion de etanol de 79.6 %.

Finalmente, Bernal-Gallardo et al. (2021) estudiaron el contenido de compuestos

fendlicos, actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos de frutos de arandanos
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silvestres (Vaccinium stenophyllum Steud) durante la maduracion. Se demostro que el estado
de maduracion influye significativamente en el contenido de compuestos bioactivos. Los
frutos inmaduros presentaron mayores niveles de fenoles totales (19.153 £ 0.175 mg GAE/g
PS) y actividad antioxidante (196.761 + 0.641 pumol TE/g PS mediante ABTS y 146.580 +
6.466 pumol TE/g PS mediante DPPH). En contraste, los frutos maduros mostraron mayor
contenido de antocianinas totales (0.141 + 0.004 mg CE/g PS) y cianidina-3-glucosido
(19.230 + 0.309 mg CGE/g PS).

Por lo tanto, el objetivo general del estudio presentado fue evaluar los compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante del fruto silvestre C. tomentosum obtenidos en
diferentes condiciones de extraccién asistido por ultrasonido. Adicionalmente, (i)
Determinar las caracteristicas biométricas, fisicoquimicas y proximales del fruto silvestre C.
tomentosum, (ii) Extraer y cuantificar los compuestos antocianicos, fenélicos y capacidad
antioxidante del extracto obtenido en diferentes porcentajes de metanol, amplitudes y
tiempos, (iii) Optimizar la extraccion asistida por ultrasonido de los compuestos bioactivos
y capacidad antioxidante del fruto maduro mediante el método de superficie respuesta y (iv)
Evaluar la variabilidad del contenido de antocianinas, fenoles y capacidad antioxidante

durante la maduracién de C. tomentosum.
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MATERIAL Y METODOS

2.1 Lugar de ejecucion

El desarrollo experimental del proyecto, que incluyd la caracterizacion biomeétrica,
fisicoquimica y proximal de los frutos, se realiz6 en el laboratorio de Nutricion y
Toxicologia. El proceso de extraccion de pigmentos se llevo a cabo en el laboratorio de
Analisis y Composicién de Productos Agroindustriales, mientras que la cuantificacion
de compuestos bioactivos (antocianinas y fenoles) y la determinacion de la capacidad
antioxidante se desarrollaron en el laboratorio de Control de Calidad. Todos estos
laboratorios pertenecen al Instituto de Investigacion Tecnoldgico Agroindustrial (IITA)

de la Universidad Nacional del Santa (UNS), ubicado en el distrito de Nuevo Chimbote.
2.2 Poblacién, muestra y muestreo
2.2.1 Poblacién

La poblacion estuvo constituida por los frutos de C. tomentosum provenientes de
individuos silvestres ubicados en el caserio de Villa Rica, distrito de San José de
Lourdes, provincia de San Ignacio, region Cajamarca, Perd. Se consideraron como
unidades poblacionales todos los frutos desarrollados en plantas adultas presentes en el

area de estudio durante el periodo de recoleccion.
2.2.2 Muestra

La muestra estuvo conformada por frutos de C. tomentosum recolectados en tres
estados de madurez: verde, pinton y maduro. Se recolectaron 2 Kg de fruto verde, 2 kg
de pinton y 2 Kg de maduro, sumando un total de 6 Kg de frutos frescos. Los frutos
fueron seleccionados visualmente con base en criterios de uniformidad de tamafio,
integridad fisica y ausencia de dafio mecénico o fitopatologico. Cada estado de madurez

constituyo una unidad experimental independiente para los analisis posteriores.
2.2.3 Muestreo

El muestreo fue de tipo no probabilistico por conveniencia, debido a que la seleccidn
de los frutos se realiz6 de manera dirigida en funcion de la accesibilidad al area de estudio
y la disponibilidad estacional del recurso silvestre. La recoleccion se efectud
directamente de plantas previamente identificadas como pertenecientes a la especie en

estudio, priorizando frutos representativos de cada estado de madurez.
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2.3 Materiales
2.3.1 Reactivos

El reactivo de Folin-Ciocalteu, 2,2-difenil-1- picrilhi-drazilo (DPPH), acido ()-6-
hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), metanol, cloruro de potasio,
acetato de sodio, acido clorhidrico y el &cido acético glacial se adquirieron de Sigma-
Aldrich. El carbonato de sodio fue suministrado por J.T. Baker, mientras que el acido
gélico fue obtenido de Merck. El hidroxido de sodio y el indicador fenolftaleina fueron

de grado analitico. Todas las soluciones se prepararon con agua destilada.
2.4 Métodos, técnicas, procedimientos y técnicas de recoleccion de datos:
2.4.1 Metodologias:

2.4.1.1 Colecta y transporte del material vegetal

Los frutos silvestres de C. fomentosum se recolectaron en tres estados de madurez:
verde (indice 0), pintdn (indice 1) y maduro (indice 2) (Anexo 3), en un bosque montano
del caserio de Villa Rica, distrito de San Jos¢ de Lourdes, provincia de San Ignacio,
Cajamarca, Pera (UTM 733700.38 m E; 9,440,384.16 m N; Zona 17S; 1626 m s.n.m.)
(Figura 1). Durante la colecta (julio—agosto, 2025) se seleccionaron tnicamente frutos
sanos, sin dafilo mecéanico, magulladuras ni signos visibles de ataque por insectos o

patogenos.

La identificacién taxonomica se realizd a partir de una colecta inicial en agosto de
2024, depositandose un ejemplar de referencia en el Herbario “Isidoro Sanchez Vega”
(ISV) de la Universidad Nacional de Jaén (ver Anexo 1), conforme a la Constancia de
determinacion botanica N.° 05-2024 (ver Anexo 2). Para confirmar la consistencia de la
determinacion, se efectud una segunda colecta en diciembre de 2025 en los mismos

puntos georreferenciados.

Las muestras se transportaron en cooler con gel packs bajo condiciones de
refrigeracion (4 + 1 °C) hasta el Laboratorio de Nutricién y Toxicologia del Instituto de
Investigaciéon Tecnologico Agroindustrial (IITA), Universidad Nacional del Santa

(Nuevo Chimbote), para su acondicionamiento y procesamiento inmediato.
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Figura 1

Ubicacion georreferenciada del area de colecta de C. tomentosum en Villa Rica, San

José de Lourdes, San Ignacio, Cajamarca, Pera (Zona 17S, WGS 84).
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2.4.1.2 Acondicionamiento de la materia prima

Descripcion del proceso de acondicionamiento del fruto

Recepcion

Se recepcionaron 6 kg de frutos de C. tomentosum previamente colectados,
verificandose la cantidad y las condiciones generales del material para su ingreso
al proceso.

Lavado

Los frutos se lavaron con abundante agua potable con el fin de eliminar tierra,
restos vegetales y material extrafio adherido a la superficie.

Desinfeccion

Se desinfectaron mediante inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio (80
mg/L) durante 2 min, con el objetivo de reducir la carga microbiana superficial.

Finalizado el tratamiento, se enjuagaron con agua destilada para eliminar
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residuos del desinfectante y se secaron a temperatura ambiente sobre papel toalla
durante 1 h.

= Seleccion
La seleccidn se realizé6 manualmente mediante inspeccién visual, descartdndose
frutos con dafio mecénico, signos de deterioro fisiolégico o evidencia de
contaminacion biologica, garantizando homogeneidad y calidad de la muestra
experimental.

= Clasificacion
Para la clasificacion por estado de madurez se tom6 como referencia la tabla
colorimétrica visual de los frutos Olea europaea L, definiendo tres categorias
segun pigmentacion epicarpica: verde (indice 0) - epidermis verde uniforme sin
pigmentacion; pinton (indice 1) - epidermis con 25-75% de pigmentacién
purpura-rojiza; maduro (indice 2) - epidermis purpura oscuro uniforme con >95%

de superficie pigmentada (Figura 2).

Figura 2

Frutos de C. tomentosum en diferentes etapas de madurez

En la Figura 3 se muestra el diagrama de flujo del proceso de acondicionamiento del fruto

realizado de manera secuencial.
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Figura 3
Flujograma para el acondicionamiento de la materia prima
Recepcion
Lavado

Desinfeccion

Seleccion

Clasificacion

ETAPA |: Caracterizacion del fruto
2.4.1.3 Caracterizacion biométrica

Se evaluaron 150 frutos distribuidos en tres estados de madurez (50 verdes, 50 pintones
y 50 maduros). A los tres dias de la recoleccién, los frutos fueron caracterizados mediante
los descriptores cuantitativos de peso fresco, didmetro polar y didmetro ecuatorial (Anexo

4), de acuerdo con la metodologia reportada por Rymbai et al. (2024).

- Peso
Utilizando una balanza de precision (Precisa, LX-4200C, Siuza), con una sensibilidad
de 0.01 g se pesaron los frutos seleccionados al azar, registrando las lecturas y el
resultado fue expresado en gramos (g).

- Diémetros
Los diametros se midieron con un calibrador vernier de acero inoxidable (Pretul,
escolar, México). El didmetro polar correspondio a la zona mas larga; el diametro
ecuatorial se midio perpendicularmente en la zona de mayor anchura del fruto. El

resultado se expreso en centimetros (cm).



18

2.4.1.4 Preparacion de la muestra para analisis fisicoquimicos, proximales y

extraccion

De cada muestra correspondiente a los estados de madurez verde, pinton y maduro, se
separaron manualmente las semillas del pericarpio (cascara y pulpa). Posteriormente, el
pericarpio se triturd en un mortero previamente limpio y desinfectado hasta obtener una
pasta homogénea. La muestra homogeneizada fue utilizada para los andlisis
fisicoquimicos y proximales, asi como para la obtencidn de extractos mediante extraccion

asistida por ultrasonido.
2.4.1.5 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica del fruto de C. tomentosum en sus tres estados de
madurez (verde, pinton y maduro) se llevd a cabo siguiendo procedimientos

estandarizados establecidos en métodos oficiales para el analisis de alimentos.

- Vitamina C AOAC 967.21 (2019): Fue determinado por el laboratorio La Molina
Calidad Total Laboratorios de la Universidad Nacional Agraria La Molina, bajo la
modalidad de prestacion de servicios. Los informes correspondientes se muestran en
los Anexos 5,6y 7.

- Determinacién de pH AOAC 981.12 (2023): Se desarroll6 usando el método
potenciométrico. Se colocaron 20 g de muestra homogenizada en un vaso de
precipitados y se introdujo el electrodo del pHmetro de mesa (Hanna, HI2211,
Rumania), previamente calibrado con soluciones buffer de pH 4.0 y 7.0. Tras la
estabilizacion, se anotd el valor obtenido (Anexo 8).

- Solidos solubles totales AOAC 932.12 (2023): Se midieron mediante el método
refractométrico. Se colocaron 3 gotas de la muestra en el prisma del refractometro
manual (Wmeters, REF108, China), se gradud y se leyd el resultado que se expreso
en °Brix.

- Acidez titulable AOAC 942.15 (2023): Se valor6 mediante el método de
titulometria. Para ello, se pesaron 5 g de muestra homogeneizada en un matraz
Erlenmeyer y se diluyeron con 45 mL de agua destilada. La mezcla se agito y se
adicionaron tres gotas de fenolftaleina como indicador. Posteriormente, se realiz6 la
titulacion con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N, agregada
gradualmente desde una bureta bajo agitacion constante (Anexo 8). La titulacién se
dio por concluida al alcanzar un pH de 8.2, registrandose el volumen de NaOH

consumido para el calculo de la acidez titulable mediante la ecuacion correspondiente.
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(VIXNxPeq) %

% de Acidez = 100 (@)

Donde:

V1 = Volumen de NaOH utilizado en la valoracion

N = Normalidad del NaOH 0.1N

Peq = Valor del miliequivalente en gramos del acido citrico (0,064)

V2= Volumen de la muestra (mL)

indice de madurez: Se calculé mediante la relacién entre los sélidos solubles

totales (°Brix) y la acidez titulable de la drupa (Santos et al., 2019).

Soélidos solubles totales
(2)

Indice de madurez =
% Acidez

2.4.1.6 Caracterizacién proximal

La evaluacion proximal se realizo al fruto C. tomentosum en estado maduro (Anexo 9).

Humedad AOAC 945.15 (2023): Inicialmente, se registro el peso la placa Petri vacia
(W1). Posteriormente, se pesaron 5 g muestra de fruta (W2) y se sometio a secado en
una estufa (POL-EKO/SLW 240, Polonia) a 105 ° C durante 3 horas. Al termino de
este tiempo, la placa se retird y se dejo enfriar en un desecador por 30 min para
finalmente registrar el peso de la muestra desecada (W3). Se calcul6 el % de humedad

por diferencia de peso.

Humedad (%) = %*100 3)

Cenizas AOAC 223.03 (2023): Se anot0 el peso del crisol de porcelana vacio (Wz).
Seguidamente, se pesaron 3 g de muestra (W2) y se sometieron a incineracion en una
mufla (Protherm Furnaces, PLF 110/6, Francia) a 550 °C durante 4 horas hasta
observar cenizas color blanco o ligeramente grisaceo. Finalizado el proceso, el crisol
se retird y se colocd en un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente;
finalmente, se registro el peso del residuo (W3). El contenido de cenizas totales se

determind a partir de la masa de dicho residuo.

Cenizas totales (%) = % *100 (4)

2
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- Los contenidos de grasa AOAC 930.09 (2019), fibra cruda NTP 205.003: 1980
(2011) y proteina cruda AOAC 954.01 (2019) fueron determinados mediante
prestacion de servicios por el laboratorio La Molina Calidad Total Laboratorios de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Los informes de ensayo se adjuntan en el
Anexo 10.

- Carbohidratos: Se estimaron por diferencia segun el método AOAC 986.25 (2023),

para lo cual se utilizo la ecuacién 5.

% de Carbohidratos = 100-(A+B+C+D+E) (5)
Donde:

A = Humedad (%)

B = Proteina cruda (%)
C = Grasa (%)

D = Fibra cruda (%)

E = Ceniza (%)

ETAPA I1: Optimizacién de la EAU en fruto maduro

2.4.1.7 Obtencion del extracto mediante extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se realiz6 siguiendo una metodologia
adaptada de Christou (2021) y Razola-Diaz et al. (2022). Para ello, se empled
unicamente pericarpio homogeneizado de frutos maduros (indice 2), preparado conforme
al procedimiento descrito en la seccion 2.4.1.4. Las principales etapas del proceso

experimental se muestran en el Anexo 11.

» Pesado
Se pesd 1 g de uva de montafia (C. tomentosum) en un vaso de precipitados
(beaker) de 50 mL, utilizando una balanza analitica.

= Acondicionado
A la muestra se le afadido una solucion metandlica en una proporcion
muestra:solvente de 1:30 (g/mL), asegurando una adecuada dispersion del
material vegetal en el solvente de extraccion.

= Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
La mezcla fue sometida a extraccion asistida por ultrasonido bajo condiciones

controladas. La sonda ultrasénica se sumergid hasta el 50 % del volumen total,
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evitando el contacto con las paredes del recipiente. La sonicacion se realiz6 en
modo continuo utilizando un homogeneizador ultrasonico (USCG 1800 — Infitek,
China), equipado con un sonotrodo de titanio de 18 mm de didmetro, operando a
24 kHz y 2500 W.
La extraccion se llevo a cabo empleando diferentes concentraciones de metanol
(25 a 75%), amplitudes de ultrasonido (30 a 70%) y tiempos de sonicacion (1 a
15 min), de acuerdo con el disefio experimental descrito en la seccion 2.4.3.

= Centrifugado
Finalizado el proceso de extraccion, las muestras fueron centrifugadas a 4200 rpm
durante 15 min a 4 °C, utilizando una centrifuga (4-16KS, Sigma, Alemania), con
el fin de separar el sobrenadante del residuo solido.

= Filtrado
El sobrenadante obtenido fue filtrado mediante papel Whatman N° 42 para
eliminar particulas en suspension y obtener un extracto claro.

» Envasado
El filtrado se recolectd en tubos tipo Falcon, los cuales fueron recubiertos con
papel aluminio para proteger las muestras de la luz y evitar la degradacion de
compuestos sensibles.

= Almacenado

Finalmente, los extractos fueron almacenados a —20 °C hasta su posterior analisis.

En la figura 4 se muestra de manera secuencial las etapas involucradas en la obtencién

del extracto final mediante extraccion asistida por ultrasonido (EAU).
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Figura 4

Flujograma para la obtencion del extracto concentrado mediante EAU
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2.4.1.8 Cuantificacion de antocianinas

La cuantificacion de antocianinas de los extractos de uva de montafia se determind
mediante el método de pH diferencial descrito por Lee et al. (2005) con ligeras
modificaciones. Para ello, se prepararon dos soluciones tampoén: cloruro de potasio
(pH=1; 0.025 M) y acetato de sodio (pH= 4.5; 0.4 M). Este método espectrofotométrico
se basa en los cambios estructurales que experimentan las antocianinas en funcion del
pH, presentando una coloracion intensa a pH 1.0 y una forma practicamente incolora a
pH 4.5 (Anexo 13), lo que permite su cuantificacion mediante la diferencia de

absorbancias registradas en ambos medios.
Preparacion de las diluciones:

1. Buffer pH 1.0 (cloruro de potasio 0.025 M): Se pesaron 0.186 g de KCI y se

disolvieron en 90 mL de agua destilada. El pH de la solucién se ajusté a 1.0 mediante la
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adicién de HCI concentrado. Posteriormente, la solucion se transfirié a una fiola de 100

mL y se aforo con agua destilada hasta completar el volumen.

2. Buffer pH 4.5 (acetato de sodio 0.4 M). En un vaso precipitado se pes6 5.443 g de
acetato de sodio y se afiadié 90 ml de agua destilada. El pH se ajusté a 4.5 con acido
acético glacial y la solucion se transfirié a una fiola de 100 mL, completdndose el

volumen con agua destilada.
Preparacion de muestras:

Para cada muestra, se prepararon dos diluciones en tubos Eppendorf de 2 mL. La
primera se obtuvo mezclando 500 uL de extracto de uva de montafia con 500 uL de
solucién tampdn de cloruro de potasio (pH 1.0), mientras que la segunda se preparo
utilizando 500 pL de extracto y 500 uL de solucion tampon de acetato de sodio (pH 4.5).
Las mezclas se homogeneizaron mediante agitacion en un vortex (MS 3 digital, IKA,
Alemania) y se dejaron equilibrar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se depositaron 200 pL de cada dilucidén en una microplaca de 96 pocillos
y se registraron las absorbancias a 510 y 700 nm utilizando un lector hibrido multimodo

de microplacas (BioTek Synergy H1, EE. UU.).

Se calcul6 el cambio de absorbancia de las muestras diluidas utilizando la siguiente

ecuacion:

A= (As 10~ A700nm) pH=1" (A510' A700nm) pH=45 (6)

Los promedios de las mediciones se realizaron por triplicado y la concentracion de
antocianinas totales monomeéricas se expresé como miligramos de cianidina 3-glucésido

por Litro de muestra en base fresca, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

1 ] Ax X x1
Antocianinas Totales (%) = PM(+)000 @)

Donde:

A = Absorbancia de la muestra.

PM = Peso molecular de antocianina como cianidina-3-glucésido (449.2).
FD = Factor disolucion que se utilizé en el estudio.

€ = Coeficiente de extincion molar (26900).

1 = Longitud del recorrido en cm.

1000 = Factor de conversién (g a mg).



24

2.4.1.9 Cuantificacion de fenoles totales

Los fenoles totales se cuantificaron por el método de Folin-Ciocalteu mencionado por
Alvarez-Parrilla et al. (2011). En primer lugar, se prepar6 una solucién madre para la
cual se peso 1.5 mg de acido galico y se afiadio 5 ml de metanol al 50%, a partir de esta
se prepar6d 500 pL de diluciones en concentraciones crecientes de acido galico entre 0 —
300 ug/ml completando el volumen con metanol al 50% (Tabla 1).

Tabla 1
Concentraciones para la curva de calibrado a parir de acido galico

Concentracioén .,
Solucion madre de Metanol al 50%

Estandar AC('SS/?n""I')'CO Acido galico (uL) (ML)
Control 0 0 >0
. 60 100 400
2 120 200 300
3 180 300 200
4 240 400 100

5 270 450 50

5 300 500 0

Procedimiento:

1. Para realizar la curva de calibracion, se tomaron 7 microtubos Eppendorf de 2 ml y
se les agregd 80 pL de las concentraciones de acido galico (pg/ml) preparadas
anteriormente, tal como se indica en la tabla 1.

2. Paraanalizar las muestras se prepar0 y rotulo microtubos Eppendorf a los mismos que
se les coloco 80 pL de extracto de uva de montafa.

3. Posteriormente, a los microtubos del procedimiento 1y 2 se les sigui6 adicionando

160 pL de Folin-Ciocalteu al 10%.

La solucidn se llevd al vortex y se incubo en oscuridad por 5 minutos.

A continuacion, se les afiadi6 640 pL de carbonato de sodio al 7.5%.

La solucion se agito y se dejé reaccionar en oscuridad durante 1 hora.

N oo g &~

Finalmente, en una microplaca de 96 pocillos se coloco por separado 200 pL de la
concentracion para la curva de calibracion y 200 pL de las muestras del fruto. Esto se
realizé por triplicado; luego, se midid la absorbancia a 765 nm en el Lector de
microplacas hibrido multimodo (BioTek Synergy H1, EE. UU).

8. Se obtuvo la curva de calibracion (Anexo 14) y la lectura de todas las muestras.
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9. Para manifestar los resultados en mg de &cido gélico por cada 100 g de muestra en
base fresca, se considero la concentracion del extracto, el volumen de alcohol metilico
usado en la extraccion y el total de muestra que se usé para hacer el estudio. Se aplico
la presente ecuacion:

[ mg 4cido galico

]: [Conc. del extracto]* [Vdemﬂ] *100 (8)

100 g de muestra g de muestra

2.4.1.10 Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se analizd6 mediante el método del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), siguiendo la metodologia descrita por Pyrzynska & Pgkal
(2013). Las principales etapas del procedimiento experimental se muestran en el Anexo
12.

a) Preparacion de muestras

Se prepararon diluciones de los extractos concentrados de uva de montafia en tubos

tipo Eppendorf, siguiendo las proporciones establecidas en la Tabla 2.

Tabla 2
Disoluciones de la muestra antes de evaluar los compuestos fendlicos
Extracto Relacion Dilucion
concentrado
Al 15 200 pL de muestra + 800 pL de

metanol

b) Preparacion de reactivos

1. Solucién DPPH (1 mM): Se pes6é 0.004 g de DPPH y se disolvié en 10 ml de
metanol puro.

2. Solucion madre de Trolox (1 mM): Se pes6 0.0125 g de trolox y se agregd 50 ml
de metanol puro.

3. Homogeneizacién: Las soluciones preparadas se sometieron a agitacion en un

vortex durante 15 s para asegurar su completa disolucion.
c) Concentraciones de trolox para la curva de calibrado

A partir de la solucién madre de Trolox (1 mM) se prepararon soluciones estandar
con concentraciones entre 0 y 500 uM (Tabla 3), las cuales fueron utilizadas para

elaborar la curva de calibracion.



26

Tabla 3

Concentraciones para la curva de calibrado a partir de trolox
. Concentracion Solucién madre de

Estandar Trolox (LM) Trolox 1 mM (uL) Metanol (L)

Control 0 0 5000

1 5 25 4975
2 10 50 4950
3 25 125 4875
4 50 250 4750
5 100 500 4500
6 200 1000 4000
7 400 2000 3000
8 500 2500 2500

En ocho tubos tipo Eppendorf de 5 mL, previamente rotulados y numerados, se

adicionaron los volimenes correspondientes de solucién madre de Trolox y metanol puro,

de acuerdo con lo establecido en la Tabla 3. Posteriormente, las mezclas se homogeneizaron

mediante agitacion en un vortex durante 15 s.

d) Procedimiento en microplacas de 96 posillos

1.

La solucién de DPPH previamente preparada se coloc6 en un tubo Falcon de 50
mL protegido de la luz con papel aluminio. Posteriormente, se ajusté su
concentracion mediante la adicion de metanol puro, homogeneizando la mezcla
en un vortex durante 15 s. La absorbancia se verifico a 515 nm utilizando una
alicuota de 200 pL transferida a una microplaca, repitiéndose el ajuste hasta
obtener un valor de 0.800 + 0.03.

Curva de calibracién: Se depositaron 10 puL de cada una de las ocho
concentraciones preparadas (Tabla 3); cada ensayo se realizo por triplicado.
Muestras: Se depositaron 10 pL del extracto diluido en cada pocillo,
efectuandose las determinaciones por triplicado.

Posteriormente, la microplaca se coloco en el lector hibrido multimodo de
microplacas (BioTek Synergy H1, EE. UU.).

El equipo dispensé automéaticamente 190 pL de la solucién de DPPH
previamente ajustada en cada pocillo, completando un volumen final de 200 pL.
La microplaca se incubd durante 30 min en oscuridad y, posteriormente, se

registrd la absorbancia a 515 nm.
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7. La capacidad antioxidante se cuantificé a partir de la ecuacion de la curva de
calibracion (Anexo 15). Los resultados se expresaron como micromoles de

equivalentes de Trolox por 100 g de peso fresco (umol TE/100 g PF).
2.4.2 Variables del estudio
Etapa I: Caracterizacion del fruto
Variables independientes
= Estados de madurez: Verde, pinton y maduro.
Variables dependientes

= Caracteristicas biométricas: Peso, diametro ecuatorial y diametro polar.

= Caracteristicas fisicoquimicas: Vitamina C, pH, solidos solubles
totales, acidez titulable e indice de madurez.

= Caracteristicas proximales (analizadas solo en fruto maduro): Humedad,

cenizas, grasa, fibra cruda, proteina cruda y carbohidratos.

Etapa I1: Optimizacién de la EAU en fruto maduro
Variables independientes

= A: Concentracion de metanol (%)
= B: Amplitud ultrasénica (%)

= C: Tiempo de sonicacion (min)
Variables dependientes

= Compuestos antocianicos
= Compuestos fenolicos
» Capacidad antioxidante (DPPH)

2.4.3 Disefo de la investigacion

La EAU se optimizé mediante un disefio Box-Behnken de tres factores y tres niveles.
Las variables independientes fueron la concentracion de metanol (A: 25-75 %), la
amplitud ultrasonica (B: 30-70 %) y tiempo de sonicacién (C: 1-15 min) (Tabla 4). Se
ejecutaron un total de 15 experimentos aleatorizados, con 3 puntos centrales (A: 50 %;
B: 50 %; C: 8 min) (Tabla 5). Las variables respuesta incluyeron el contenido de
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antocianinas (mg de C3G /L), fenoles totales (mg de GAE/100 g) y la capacidad

antioxidante (umol TE/100 g).

Tabla 4
Factores y niveles para el disefio Box-Behnken
. Niveles
Factores Simbolo -
Bajo (-1) Alto (+1)
Metanol (%) 25 75
Amplitud (%) 30 70
Tiempo (min) 1 15

Tabla 5

Diserio experimental de Box-Behnken para evaluar las tres variables independientes (A:

Metanol %, B: Amplitud % y C: Tiempo min)

Variables Independientes

Variables Codificadas

Variables reales

A B c M((e(’f/zzl);]ol Am((p))/loi)tud T(iririnnr;o
(-1) (-1) 0 25 30 8
(-1) 0 (-1) 25 50 1
(-1) 0 (+1) 25 50 15
(-1) (+1) 0 25 70 8

0 (-1) (-1) 50 30 1

0 (-1) (+1) 50 30 15

0 0 0 50 50 8

0 0 0 50 50 8

0 0 0 50 50 8

0 (+1) (-1) 50 70 1

0 (+1) (+1) 50 70 15
(+1) (-1) 0 75 30 8
(+1) 0 (-1) 75 50
(+1) 0 (+1) 75 50 15
(+1) (+1) 0 75 70 8

En la figura 05 se observa el diagrama del disefio experimental de C. tomentosum segun

su estado de madurez.
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Esquema metodoldgico del disefio experimental para la caracterizacion y optimizacion de compuestos bioactivos en Chondrodendron tomentosum

ANALISIS RESULTADOS
e ESTADISTICO ESPERADOS
Uva de montaiia Recepcién Anilisis biométrico Muestra de fruta ANOVA
(Chondrodendron tomentosum) *Peso madura triturada ’ . :
Lavado * Diametro polar * l — Metodo,pH difecericlal Box-Behnken _
PR R ¢ Didmetro ecuatorial - $35333 r
b —— = Metanol S > :
: o X $33388 o |
Yo ‘. @ e \‘ l : ~ : i‘ :
o T ) a— N\ Ultrasonido ’(/ | Atociini
) _ ; e ntocianinas
. l o T T ‘\ fﬁy“ Cube design
Desinfeccion An:lms ﬂs::coqulmlco | . ¥ | J, experimental
e Vitamina = !
l = * pH % ) fenolesicleles MSR Fenoles totales
Seleccion : A?:riz(ez titulable l | Metado Boll-Ciccalled - M i
Verde  Pintén  Maduro l wclhae dEmetine: Gentrifugacion :a V|
y o) @) e . ol Capacidad
w Clasificacion \L'/X‘LJ 1 A B = ot antioxidante
J—5\ | A e
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Recoleccion en Villa Rica Acondicionamiento de ' g - Metodologia de Optimizacion de
s Ak Ne (B J Superficie de Respuesta
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: ACONDICIONAMIENTO { CARACTERIZACION { EXTRACCION POR
MATERIAL BIOLOGICO DE MUESTRA DEL FRUTO ULTRASONIDO

CUANTIFICACION DE

Compuestos bioactivos

Nota: Esquema del flujo experimental desde la recoleccidn del material vegetal hasta la optimizacion multirespuesta mediante MSR (Box—Behnken) del
fruto maduro. La representacion grafica fue elaborada con apoyo de inteligencia artificial bajo direccién de la autora, siendo el disefio metodoldgico y el
enfoque experimental responsabilidad exclusiva de la investigacion.



2.4.4 Analisis estadisticos de datos

Los datos de caracterizacion del fruto se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Tukey (a = 0.05). Los resultados se
expresaron como media + desviacidn estandar. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando Minitab v14.

El disefio experimental y la optimizacion mediante metodologia de superficie de
respuesta (MSR) se realizaron en Statgraphics Centurion XVI.I®. Las variables
independientes (factores) fueron la concentracion de metanol (A), laamplitud ultrasonica
(B) y el tiempo de sonicacion (C), mientras que las variables de respuesta
correspondieron al contenido de antocianinas (mg de cianidina-3-glucosido/L),
compuestos fendlicos totales (mg de GAE/100 g) y capacidad antioxidante (umol
TE/100 g). Los datos experimentales se ajustaron mediante minimos cuadrados a un

modelo cuadrético en variables codificadas (Ec. 9)
y = B, B ATBBHB.CHB, AP+ B +B . C*+B , ; ABHB, LACHB, BC (9)

Donde y representa la respuesta predicha; A, B y C corresponden a las variables
independientes codificadas (metanol, amplitud y tiempo, respectivamente); Po es la
interseccion; Ba, Ps y Pc representan los coeficientes lineales; paa, Bss y Pcc, los

coeficientes cuadraticos; y Bas, Pac y Psc, los coeficientes de interaccion.

La adecuacion de los modelos cuadraticos ajustados se evalué mediante analisis de
varianza (ANOVA), considerando la significancia global del modelo, los coeficientes de
determinacion (R? y R? ajustado) y la prueba de falta de ajuste (lack of fit). Un valor de
p > 0.05 para la falta de ajuste se interpreté como evidencia de un ajuste adecuado del
modelo a los datos experimentales, permitiendo la construccion valida de las superficies

de respuesta.

Finalmente, las condiciones Optimas de extraccion se determinaron mediante la
funcién de deseabilidad de Derringer-Suich, maximizando simultaneamente las tres

variables de respuesta.
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I11.  RESULTADOS

3.1 Caracterizacion biométrica, fisicoquimica y proximal del fruto de

Chondrodendron tomentosum

3.1.1 Caracteristicas biométricas y fisicoquimicas de C. tomentosum en tres

estados de madurez

En la Tabla 6 se presentan las caracteristicas biométricas y fisicoquimicas de las
muestras, observandose cambios asociados al proceso de maduracion del fruto a medida

que este completo su desarrollo. Todos los resultados se expresaron en base fresca.

Tabla 6
Caracteristicas biométricas y fisicoquimicas en frutos de C. tomentosum en tres estados

de madurez

Parametro Verde Pinton Maduro

Caracteristicas biométricas

Didmetro polar (cm) 2.34+0.15" 2.45+0.22% 249+0.17%
Didmetro ecuatorial (cm) 1.71 £0.15° 1.90+0.18 % 1.97+0.14%
Peso (g) 3.89+0.86° 524+131% 5.74+1.07%
Caracteristicas fisicoquimicas

Vitamina C (mg/100 g) 5.12+0.01° 4.78 £0.01 © 10.22+0.01%
SST (°Brix) 7.00 +0.00 © 7.50 +0.00 ° 8.83+0.29°
pH 6.28 £0.04 2 4.60 +0.02° 427+0.02°
Acide titulable (%) 0.25+0.01° 0.62+0.02° 0.94+0.022
Indice de madurez 27.82+0.83% 12.13+0.38° 942+049°

Medias con letras diferentes en la misma fila presentan diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p < 0.05). Los valores representan la media (n = 50) £ desviacion
estandar (SD).

3.1.2 Caracterizacion proximal de frutos maduros

Los resultados del analisis proximal de los frutos de uva de montafia (C. tomentosum)
en estado maduro se consolidan en la Tabla 7, expresados como el promedio * la

desviacion estandar.
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Tabla 7
Caracteristicas proximales del fruto de C. tomentosum en estado maduro

Fibra Proteina

Estadode Humedad Cenizas cruda cruda Grasa Carbohidratos
0 0] (0)
madurez (%) (%) (@100g) (g/100g) (9/100 g) (%)
90.45 + 2.04 + 2.49 + 1.70 +
Maduro 0.47 0.14 0.01 0.02 0.05+0.01 3.01+049

3.2 Extraccidn y cuantificacion de compuestos antocianicos, fenélicos y capacidad

antioxidante

La MSR con disefio Box—Behnken permitié evaluar 15 combinaciones de metanol
(25-75 %), amplitud ultrasénica (30-70%) y tiempo (1-15 min) sobre tres respuestas:
antocianinas (mg cianidina-3-glucoésido/L), fenoles totales (mg GAE/100 g) y capacidad
antioxidante (umol TE/100 g) de C. tomentosum (Tabla 8).

Tabla 8
Condiciones de disefio experimental y variables de respuesta para la extraccion de

compuestos funcionales de frutos de C. tomentosum en estado maduro

Variables respuesta

Metanol Amplitud Tiempo -
(%) ((F’)/o) (minF; Antocianinas? Fenoles Capacidad
totales? antioxidante®
25 (-1) 30 (-1) 8 (0) 50.50 + 1.28 431.45+3.74 3106.72 £ 91.39
25 (-1) 50 (0) 1(-1) 42.64 +0.64 372.05+0.79 1869.09 + 111.22
25 (-1) 50 (0) 15 (+1) 64.87 £ 2.61 608.97 + 3.70 3784.06 +118.17
25 (-1) 70 (+1) 8 (0) 54.02 + 1.58 525.86 + 3.94 3491.38 + 104.96
50 (0) 30 (-1) 1(-1) 54.45 +0.79 386.91 +3.34 2688.60 + 115.43
50 (0) 30 (-1) 15 (+1) 85.34 + 2.64 576.94 + 3.80 3758.98 + 137.04
50 (0) 50 (0) 8 (0) 77.38+0.72 572.04 £ 3.51 3859.33 + 148.29
50 (0) 50 (0) 8 (0) 71.93+1.68 516.29 + 2.40 3725.53 +142.78
50 (0) 50 (0) 8 (0) 77.96 =+ 1.58 535.42 + 3.97 3625.18 + 74.98
50 (0) 70 (+1) 1(-1) 69.63+1.45  44183+1.00 287257 +127.04
50 (0) 70 (+1)  15(+1)  11858+257  677.67+4.12  5799.38 + 155.35
75 (+1) 30 (-1) 8 (0) 93.41+2.15 538.73 +3.24 3449.57 + 138.29
75 (+1) 50 (0) 1(-1) 66.53 + 1.21 448.27 + 1.46 3098.35 + 132.38
75 (+1) 50 (0) 15 (+1) 120.82+1.79  667.21 +3.13 5581.96 + 131.48
75 (+1) 70 (+1) 8 (0) 104.36 +2.81  547.09 +3.32 4469.78 + 156.46

Variables respuestas expresadas como ?mg cianidina-3-glucésido/L; ® mg GAE/100g; ©
pmol TE/100g.
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3.3 Optimizacién de compuestos antocianicos, fenélicos y capacidad antioxidante
3.3.1 Ajuste ANOVA y Coeficientes de Regresion

Los coeficientes de regresion (Tabla 9) indican que las tres respuestas (antocianinas,
fenolicos totales y capacidad antioxidante) aumentaron con los efectos lineales del
metanol (A), la amplitud ultrasénica (B) y el tiempo de sonicacion (C) (p < 0.015). No
se observaron efectos cuadraticos significativos (A2, B2, C2: p > 0.17 en las respuestas),
lo que sugiere la ausencia de un éptimo interior dentro del dominio experimental y la
posible localizacion de los valores optimos en los limites evaluados. Asi mismo, dos
interacciones resultaron significativas: AxC afectd positivamente la extraccion de
antocianinas (p = 0.048), mientras que BxC influyd positivamente sobre la capacidad
antioxidante (p = 0.0319). Las demas interacciones no mostraron significancia
estadistica (p > 0.20).

Tabla 9
Coeficientes de regresion estimados () y valores P para los modelos cuadraticos
ajustados para la extraccion de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

Antgcign_inas (mg Fenoles totales (mg _Ce_lpacidad
CIan[d!na-3- GAE/100g) antioxidante (umol
glucésido/L) TE/1009)
Término B p-value B p-value B p-value
Intercepto 75.755 - 541.251 - 3736.68 —
A (Metanol) 21.635 0.0002 32.871 0.006 543,55  0.0045
B (Amplitud) 7.862 0.0154 32.302 0.0065 453.656 0.0096
C (Tiempo) 19.544 0.0003  110.217 <0.0001 1049.47 0.0002
A2 —8.466 0.2442  —27.183 0.2557 —-303.831 0.3963
B2 8.1 0.2624  —-33.761 0.1719 89.198 0.7963
C? 4.387 0.5245 —7.067 0.7522 —2.787  0.9935
AB 1.857 05731 —21.512 0.0882 158.884 0.3591
AC 8.016 0.0482 —-4.495 0.6771 142.16  0.4078
BC 4.515 0.2028 11.454 0.3115 464.109 0.0319
2 g : R? 2. R?
R2:97.62% Rgg{gzgia. R2: 98.28% gjsuitgg& 96357.% gjouztggaj

A: concentracion de metanol (%), B: amplitud ultrasénica (%) y C: tiempo de extraccién
(min).
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Los modelos cuadréticos ajustados fueron estadisticamente significativos para las tres
variables respuesta (p-modelo < 0.0037), presentando elevados coeficientes de
determinacion: 97.62 % para antocianinas, 98.28 % para fendlicos totales y 96.57 % para
capacidad antioxidante. Asimismo, los valores de R? ajustado fueron superiores al 90 %,
indicando un adecuado ajuste de los modelos a los datos experimentales. De acuerdo con los
analisis de varianza presentados en los Anexos 16, 17 y 18, la prueba de falta de ajuste no
fue significativa para antocianinas (p = 0.170), fenolicos totales (p = 0.893) y capacidad
antioxidante (p = 0.082), evidenciando que los modelos cuadraticos describieron
adecuadamente la variabilidad experimental y permitieron una interpretacion confiable de
las superficies de respuesta. Adicionalmente, los resultados del estadistico de Durbin—
Watson (2.64; 1.16 y 2.37, respectivamente) no evidenciaron autocorrelacion residual
significativa (p > 0.05). Las ecuaciones predictivas en variables codificadas fueron las

siguientes:

Antocianinas = 75.755 + 21.635A + 7.862B + 19.544C - 8.466A” + 8.1B* + 4.387C* +
1.857AB + 8.016AC +4.515BC (10)

Fenoles totales = 541.251 + 32.871A + 32.302B + 110.217C - 27.183A% - 33.761B? -
7.067C% -21.512AB - 4.495AC + 11.454BC (11)

Capacidad antioxidante = 3736.68 + 543.55A + 453.656B + 1049.47C - 303.831A% +
89.198B2 - 2.787C? + 158.884AB + 142.16AC + 464.109BC (12)

3.3.2 Superficies de Respuesta

La Figura 6 muestra la superficie de respuesta correspondiente al efecto del porcentaje
de metanol (25-75 %) y la amplitud ultrasénica (30-70 %) sobre el contenido de
antocianinas, manteniendo constante el tiempo de extraccion en 15 min. De acuerdo con
el modelo ajustado, el contenido de antocianinas presentd valores predichos entre
aproximadamente 60 y 151 mg de cianidina-3-glucosido/L dentro del dominio
experimental evaluado. Las menores concentraciones predichas se observaron en los
niveles bajos de metanol y amplitud, mientras que las mayores respuestas se alcanzaron
en las combinaciones de niveles altos de ambos factores. La tendencia ascendente de la

superficie concuerda con los efectos lineales positivos observados en el analisis de
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regresion, evidenciando un incremento progresivo del contenido de antocianinas

conforme aumentaron ambos factores experimentales.

Figura 6
Superficie de respuesta del efecto de metanol (A) y amplitud ultrasénica (B) sobre el

contenido de antocianinas en frutos de C. tomentosum (tiempo = 15 min)
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La Figura 7 muestra la superficie de respuesta correspondiente al efecto del porcentaje
de metanol (25-75 %) y la amplitud ultrasénica (3070 %) sobre el contenido de fenoles
totales, manteniendo constante el tiempo de extraccion en 15 min. De acuerdo con el
modelo ajustado, el contenido de fenoles totales presentd valores predichos entre
aproximadamente 500 y 670 mg GAE/100 g dentro del dominio experimental evaluado.
Las menores concentraciones predichas se observaron en los niveles bajos de metanol y
amplitud, mientras que las mayores respuestas se registraron en las combinaciones de
niveles altos de ambos factores. La inclinacion ascendente de la superficie concuerda
con los efectos lineales positivos obtenidos en el anélisis de regresion, evidenciando un
incremento progresivo del contenido fendlico conforme aumentaron el porcentaje de

metanol y la amplitud ultrasonica.
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Figura 7
Superficie de respuesta del efecto de (A) metanol y (B) amplitud ultrasonica sobre el

contenido de fenoles totales (mg GAE/100 g) a 15 min
Superficie de Respuesta Estimada Fenoles Totales
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La Figura 8 muestra la superficie de respuesta correspondiente al efecto del porcentaje
de metanol (25-75 %) y la amplitud ultrasonica (30-70 %) sobre la capacidad
antioxidante, manteniendo constante el tiempo de extraccién en 15 min. De acuerdo con
el modelo ajustado, la capacidad antioxidante presentd valores predichos entre
aproximadamente 3200 y 6200 umol equivalentes de Trolox/100 g dentro del dominio
experimental evaluado. Las menores capacidades antioxidantes predichas se observaron
en los niveles bajos de metanol y amplitud, mientras que las mayores respuestas se
registraron en las combinaciones de niveles altos de ambos factores. La tendencia
ascendente de la superficie concuerda con los efectos lineales positivos obtenidos en el
analisis de regresion, evidenciando un incremento progresivo de la capacidad

antioxidante conforme aumentaron el porcentaje de metanol y la amplitud ultrasénica.



37

Figura 8
Superficie de respuesta del efecto de metanol (A) y amplitud ultrasénica (B) sobre la

capacidad antioxidante (umol TE/100 g) a 15 min
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3.3.3 Optimizacién Multi-respuesta y Validacion

La Figura 9 muestra la optimizacion simultanea de antocianinas, fenoles totales y
capacidad antioxidante mediante la funcion de deseabilidad, manteniendo constante el
tiempo de extraccion en 15 min. De acuerdo con el modelo de optimizacion, la region
Optima se ubico aproximadamente en 57 % de metanol y 70 % de amplitud ultrasonica,
donde la funcién de deseabilidad global alcanzé un valor cercano a 0.99, indicando
condiciones Optimas para la maximizacion simultanea de las respuestas evaluadas. La
superficie evidencid un incremento progresivo de la deseabilidad conforme aumentaron
los niveles de metanol y amplitud ultrasénica, seguido de una zona de estabilizacion

cercana al valor méximo de deseabilidad dentro del dominio experimental.
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Figura 9
Optimizacion de multiples respuestas mediante funcion de deseabilidad: regién éptima
operativa para maximizacion simultdnea de antocianinas, fenoles totales y capacidad

antioxidante
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Gréfico de contorno bidimensional de la funcion de deseabilidad para la optimizacion
de la extraccion asistida por ultrasonido (EAU), en funcién de la concentracion de
metanol y la amplitud ultrasonica, manteniendo constante el tiempo de sonicacion

optimo (15 min)
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La Tabla 10 presenta la validacion experimental de las condiciones éptimas predichas
por el modelo de superficie de respuesta (57 % de metanol, 70 % de amplitud ultrasonica
y 15 min de extraccion). Los valores experimentales obtenidos fueron 120.71 mg C3G/L
para antocianinas, 672.46 mg GAE/100 g para fenoles totales y 5857.31 pumol TE/100 g
para capacidad antioxidante, mostrando buena concordancia con los valores predichos
por el modelo. Los errores relativos fueron inferiores al 3 %, evidenciando una adecuada

capacidad predictiva del modelo ajustado.

Tabla 10
Validacion del modelo con condiciones Optimas de metanol (57%), amplitud (70%) y
tiempo (15 min) de la extraccion asistida por ultrasonidos (EAU)

Respuesta Predicho Experimental Error (%)
Antocianinas (mg C3G/L) 122.79 120.71 +1.89 1.69
Fenoles totales (mg GAE/100 g) 675.65 672.46 £ 5.84 0.47

Capacidad antioxidante (umol
TE/100 g)

5981 5857.31 +60.20 2.07

3.4 Evaluacion del contenido de antocianinas, fenoles y capacidad antioxidante

durante la maduracion

La Tabla 11 muestra el contenido de antocianinas, fenoles totales y capacidad
antioxidante obtenidos bajo las condiciones Optimas de extraccion asistida por
ultrasonido en los tres estados de madurez del fruto. Se observaron diferencias
significativas entre los estados de maduracion (Tukey, o = 0.05). El fruto maduro
presentd los mayores valores de antocianinas (120.71 mg C3G/L), fenoles totales
(672.46 mg GAE/100 g) y capacidad antioxidante (5857.55 umol TE/100 g), mientras
que el estado pinton registré los menores valores para fenoles totales y capacidad

antioxidante.
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Tabla 11

Antocianinas, fenoles totales y capacidad antioxidante obtenidos bajo condiciones
Optimas de EAU (metanol:57%, amplitud: 70% y tiempo: 15 min) durante la
maduracion de C. tomentosum

Estado de Antocianinas (mg Fenoles totales (mg Capacidad
madurez cianidina-3-glucosido/L) GAE/100 g) antioxidante (umol
TE/100 g)
Verde (0) 0.00+0.00c 647.83+£3.55h 5492.63 +54.30 b
Pinton (1) 46.01£0.70b 458.86 £ 5.66 ¢ 3581.11+39.80 ¢
Maduro (2) 120.71+1.89a 672.46 £5.84a 5857.31 +60.20 a

Los valores son media £ SD (n = 3). Letras distintas en una misma columna indican

diferencias significativas (Tukey, o = 0.05). GAE: equivalentes de acido galico.
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IV. DISCUSION

4.1 Caracterizacion biométrica, fisicoquimica y proximal del fruto de Chondrodendron

tomentosum

4.1.1 Caracteristicas biométricas y fisicoquimicas del fruto en tres estados de

madurez

En la Tabla 6 se evidencia que el fruto present6 un incremento progresivo del didmetro
polar, diametro ecuatorial y peso fresco durante la maduracién, lo que sugiere un proceso
activo de expansion celular y acumulacion de solidos solubles caracteristico de drupas
climatéricas. Este comportamiento ha sido descrito previamente en otras especies frutales
tropicales y subtropicales durante el desarrollo fisiologico del fruto (Ivancic et al., 2022;
Murcia-Galindo et al., 2021).

El contenido de vitamina C aument6 significativamente durante la maduracion,
alcanzando su mayor concentracion en el estado maduro. Este comportamiento podria
estar relacionado con cambios en el metabolismo respiratorio y con una menor actividad
de la enzima ascorbato oxidasa (AQO) durante las etapas avanzadas de maduracion (Amr
& Raie, 2022; Chatzopoulou et al., 2020). Resultados similares han sido reportados en
diferentes frutos ricos en compuestos antioxidantes (Al Hasani et al., 2021; Ivanova et

al., 2022).

El incremento de los s6lidos solubles totales durante la maduracion estaria asociado a
la hidrolisis de polisacaridos y acumulacion de azucares simples, fendmeno tipico en
frutos climatéricos (Ivancic et al., 2022). Paralelamente, el descenso del pH durante el
desarrollo fisioldgico del fruto puede atribuirse a un incremento en la concentracion de
acidos organicos (Mineatd et al., 2024; Murcia-Galindo et al., 2021). Sin embargo, el
aumento de la acidez titulable durante la maduracion podria relacionarse con una mayor
sintesis de acidos tricarboxilicos, tal como ha sido descrito en algunas especies frutales
(Murcia-Galindo et al., 2021). Como consecuencia, el indice de madurez disminuyo
progresivamente debido a que el incremento de la acidez fue proporcionalmente mayor
al aumento de sélidos solubles. Este comportamiento sugiere un patrén de maduracion
caracteristico de la especie, diferente al observado en numerosas frutas de clima
templado, pero consistente con especies tropicales de los géneros Rubus y Vaccinium

(D’Agostino et al., 2022; Murcia-Galindo et al., 2021)
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4.1.2 Caracterizacion proximal de frutos maduros

Los frutos maduros de Chondrodendron tomentosum presentaron un elevado
contenido de humedad (90.45 + 0.47 %), evidenciando su naturaleza altamente acuosa,
caracteristica comun en diversas frutas tropicales y bayas pigmentadas (Martins et al.,
2021; Nehring et al., 2022).

El contenido de cenizas (2.04 %) fue similar al reportado para Haematocarpus validus
(2.12 g/100 g) por Sasikumar et al. (2021) . Este parametro representa el contenido total
de residuos minerales presentes en la muestra tras la incineracion completa y constituye
un indicador indirecto de su composicion inorganica y valor nutricional (Biswas et al.,

2022; Chiteva et al., 2023)

El contenido proteico (1.70 g/100 g) fue comparable al reportado en cauchao (1.73
g/100 g) por Gomez-Perez et al. (2025), confirmando que este fruto no representa una
fuente importante de proteinas, comportamiento frecuente en frutas frescas y bayas
tropicales. En contraste, el contenido de fibra cruda (2.49 g/100 g) fue inferior al
reportado para Prunus jenkinsii (3.43 = 0.46 %; Ngurthankhumi et al., 2024). Las
variaciones en el contenido de fibra entre frutos silvestres pueden atribuirse a diferencias
genéticas, fisioldgicas y estructurales propias de cada especie. Asimismo, el conocimiento
de la composicion fibrosa de estos frutos resulta relevante para orientar su
aprovechamiento nutricional y su potencial aplicacion en el desarrollo de productos
alimentarios, incluyendo formulaciones dirigidas a la nutricion infantil (Ngurthankhumi

et al., 2024).

Respecto al contenido de grasa, C. tomentosum presentd bajos niveles de grasa (0.05
+ 0.01 g/100 g), resultado consistente con lo reportado en otras frutas frescas como

Dovyalis caffra (0.003 g/100 g) y Syzygium cordatum (0.34 g/100 g) (Sibiya et al., 2021).

Esta matriz, caracterizada por una elevada proporciéon de agua y bajo contenido
lipidico contribuiria a reducir las interferencias apolares dentro de la matriz vegetal,
favoreciendo la difusion de solventes hidroalcohdlicos hacia vacuolas epidérmicas ricas
en antocianinas y facilitando la recuperacion de metabolitos hidrosolubles como

compuestos fenolicos y antocianinas (Flor-Unda et al., 2024; Gomez-Perez et al., 2025).

Finalmente, el contenido de carbohidratos (3.01 %) fue inferior al reportado para

Syzygium cordatum (5.62 g/100 g) y Pappea capensis (25 g/100 g) (Sibiya et al., 2021).
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Los carbohidratos desempefian un papel importante en las propiedades sensoriales y
nutricionales de los frutos, influyendo en atributos como sabor, textura y valor energético
(Rymbai et al., 2025).

4.2 Optimizacion de compuestos antocianicos, fenolicos y capacidad antioxidante

mediante extraccion asistida por ultrasonido

Los modelos cuadraticos obtenidos para las tres variables respuesta fueron
estadisticamente significativos y presentaron elevados coeficientes de determinacion,
evidenciando un adecuado ajuste predictivo del modelo. Resultados similares han sido
reportados en estudios de optimizacion de extraccion asistida por ultrasonido en diferentes
matrices vegetales (Draghici-Popa et al., 2025; Fernandez-Barbero et al., 2019; Vazquez-
Espinosa et al., 2019). En general, las variables estudiadas mostraron una influencia positiva
sobre la extraccion de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante, observandose un
incremento de las respuestas hacia las condiciones de mayor concentracién de metanol y

amplitud ultrasénica.

4.2.1 Ajuste ANOVA y Coeficientes de Regresion

Los efectos lineales de metanol (A), amplitud (B) y tiempo (C) fueron significativos
para las tres respuestas (p < 0.015), lo que indica que el incremento de estos factores
favorecio significativamente la extraccion de compuestos bioactivos y la capacidad
antioxidante, comportamiento similar al reportado en optimizaciones de EAU aplicadas
a bayas (Draghici-Popa et al., 2025; Fernandez-Barbero et al., 2019; Kashyap et al.,
2023). Los modelos cuadraticos ajustados fueron estadisticamente significativos (p <
0.0037), con coeficientes de determinacion elevados: 97.62 % para antocianinas, 98.28
% para fenoles totales y 96.57 % para capacidad antioxidante. Asimismo, los residuos no
presentaron autocorrelacion significativa, segun el estadistico de Durbin—Watson (1.16—
2.64; p > 0.05). Los términos cuadraticos (A2 B2y C?) no fueron estadisticamente
significativos (p > 0.17), lo que sugiere la ausencia de un Optimo interior dentro del
dominio experimental y que los valores maximos se localizaron en los limites evaluados.
Dos interacciones fueron relevantes: AxC incremento las antocianinas (p = 0.048) y BxC
aumentd la capacidad antioxidante (p = 0.0319), evidenciando una sinergia entre
solvente-tiempo y amplitud-tiempo atribuible a los mecanismos de cavitacion ultrasonica,

donde mayores tiempos de sonicacion potencian los efectos del solvente y de la energia
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mecanica sobre la ruptura de la pared celular (Fernandez-Barbero et al., 2019; Kashyap
etal., 2023).

Los modelos de superficie de respuesta ajustados mediante funciones cuadraticas
fueron estadisticamente significativos (p-modelo < 0.0037). Sin embargo, los términos
cuadréticos individuales (A2, B2y C?) no fueron significativos (p > 0.17), lo que sugiere

la ausencia de un 6ptimo interior dentro del dominio experimental
4.2.2 Superficies de Respuesta

La superficie de antocianinas, que se muestra en la Figura 6, presenta un incremento
ascendente que va de 60 mg C3G/L a 151 mg C3G/L, mostrando un gradiente de color
que va desde azul (valores bajos) hasta rojo (valores altos). Este patron indica que altos
niveles de metanol favorecen la solubilizacion de antocianinas glicosiladas por medio de
la disminucion de la polaridad del medio, y que mayores amplitudes incrementan la
cavitacion acustica, favoreciendo la ruptura de vacuolas epidérmicas ricas en pigmentos
(Draghici-Popa et al., 2025; Fernandez-Barbero et al., 2019).

Los fenoles totales (Figura 7) muestran superficie de 500 mg GAE/100 g a 670 mg
GAE/100 g, evidenciando una contribucion similar del metanol (coeficiente p = 32.87; p
= 0.006) y la amplitud (B = 32.30; p = 0.007) sobre la recuperacion de fenoles. Los
contornos reflejan una influencia comparable entre el metanol y la amplitud sobre la
recuperacion fendlica. La region dptima esta en la zona superior del espacio experimental
(> 65 % de metanol, > 60 % de amplitud), confirmando que no hay un maximo en el
interior de la matriz. Mecanisticamente, el metanol facilita la ruptura de enlaces éster
entre los fenolicos y los polisacaridos de la pared celular, y el ultrasonido acelera la
transferencia de masa por micro-agitacion localizada en las zonas de colapso de las
burbujas de cavitacion (De Sousa et al., 2021; Draghici-Popa et al., 2025).

La superficie de la capacidad antioxidante (Figura 8) presenta contornos paralelos y
sin curvatura acentuada, coherentes con la ausencia de términos cuadraticos significativos
(Tabla 9; p > 0.17). Este comportamiento confirma efectos aditivos entre el metanol y la
amplitud ultrasonica sobre la extraccion de compuestos con capacidad reductora,
evidenciado por el incremento progresivo de la actividad antioxidante medida mediante

DPPH conforme aumentd la recuperacion global de compuestos con capacidad reductora,
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incluyendo compuestos fendlicos y antocianinas (Kashyap et al., 2023; Vazquez-
Espinosa et al., 2019).

4.2.3 Optimizacion Multi-respuesta y Validacion

La validacion experimental (Tabla 10) confirma 120.71 + 1.89 mg C3G/L, 672.46 +
5.84 mg GAE/100 g y 5857.31 + 60.20 umol TE/100 g, con desviaciones de 1.69 %, 0.47
%y 2.07 % respecto a valores predichos, dentro del limite aceptable (< 5 %) para modelos
de MSR (Kashyap et al., 2023).

4.3 Evaluacion del contenido de antocianinas, fenoles y capacidad antioxidante

durante la maduracién

No se encontraron antocianinas monoméricas en frutos verdes; sin embargo,
aumentaron significativamente durante la maduracion, alcanzando 46.01 + 0.70 mg
C3G/L en el estado pintén y 120.71 £ 1.89 mg C3G/L en el estado maduro. Este
comportamiento sugiere una intensificacion progresiva del metabolismo fenilpropanoide
durante la maduracion, proceso asociado en frutos pigmentados con una mayor biosintesis
y acumulacion vacuolar de antocianinas reportada previamente en otras especies
vegetales (Bernal-Gallardo et al., 2021; Castro et al., 2022; Murcia-Galindo et al., 2021).
Asimismo, los cambios estructurales de la pared celular propios de estados avanzados de
madurez podrian haber favorecido la liberacion de estos compuestos durante la extraccion
asistida por ultrasonido (Fernandez-Barbero et al., 2019; Gonzalez-De-Peredo et al.,

2020).

Los fenoles totales mostraron un comportamiento no lineal durante la maduracion. El
estado pinton present6 el menor contenido (458.86 = 5.66 mg GAE/100 g), mientras que
el estado maduro registré el valor mas alto (672.46 + 5.84 mg GAE/100 g). La
disminucion observada en el estado pinton podria estar asociada a cambios fisioldgicos
propios de la transicion entre crecimiento y maduracion, incluyendo fendmenos de
expansion celular, incremento del contenido hidrico y redistribucion metabolica, procesos
que pueden ocasionar una disminuciéon temporal en la concentracion relativa de
compuestos fenolicos extractables (Liang et al., 2020). Asimismo, durante esta etapa
ocurre una reorganizacion del metabolismo secundario orientada hacia la biosintesis y

acumulacion de pigmentos y otros metabolitos bioactivos, proceso que puede modificar
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significativamente el perfil fenolico del fruto durante la maduracion (Kapoor et al., 2022;

Shuai et al., 2021).

La capacidad antioxidante presentd una tendencia similar a la observada para los
fenoles totales, siguiendo el orden: pintdén < verde < maduro. El mayor valor registrado
en frutos maduros (5857.55 + 60.20 pmol TE/100 g) sugiere una contribucién conjunta
de diversos metabolitos reductores presentes en el extracto, incluyendo compuestos
fendlicos, antocianinas y posiblemente acido ascorbico (Prior et al., 2005; Shahidi &
Zhong, 2015). Asimismo, el pH acido del estado maduro (4.27 + 0.02; Tabla 6) podria
favorecer la estabilidad del cation flavilio, forma predominante de las antocianinas a pH
<5, contribuyendo a la estabilidad antioxidante del extracto (Bernal-Gallardo et al., 2021;

Ivancic et al., 2022).

Es necesario precisar que tanto el contenido fenolico total determinado mediante el
método de Folin—Ciocalteu como la capacidad antioxidante evaluada mediante el ensayo
DPPH representan estimaciones de la actividad reductora global de los extractos y no
mediciones especificas de una unica clase de compuestos. El método de Folin—Ciocalteu
se basa en una reaccion de transferencia electronica en la que diversos compuestos
reductores presentes en la matriz vegetal pueden reaccionar con el reactivo, incluyendo
no solo compuestos fendlicos, sino también acido ascérbico, aminoéacidos reductores y
ciertos azucares, lo que puede conducir a una sobreestimacion del contenido fenolico total
(Munteanu & Apetrei, 2021; Raposo et al., 2024; Sanchez-Rangel et al., 2013; Sun et al.,
2019). De manera similar, el ensayo DPPH refleja la capacidad global de neutralizacion
de radicales libres, sin distinguir la contribucion individual de cada metabolito
antioxidante. Por ello, la actividad antioxidante observada debe interpretarse como el
resultado de la accion conjunta y posiblemente sinérgica de diversos compuestos
bioactivos presentes en los extractos, entre ellos compuestos fenolicos, antocianinas y

vitamina C (Prior et al., 2005; Shahidi & Zhong, 2015).

No obstante, es importante reconocer como limitacion del presente estudio que la
optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) fue realizada
exclusivamente utilizando frutos en estado maduro; por tanto, las condiciones Optimas
obtenidas fueron posteriormente aplicadas a los estados verde y pintdn sin una
optimizacion independiente para cada matriz vegetal. En consecuencia, las diferencias

observadas en el rendimiento de extraccion entre estados de madurez podrian estar
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influenciadas no solo por variaciones en la biosintesis de metabolitos, sino también por
diferencias estructurales en la matriz celular y en la extractabilidad de los compuestos

bioactivos.

En los estadios iniciales de maduracion, las células del parénquima presentan una
estructura uniforme, densa y en forma de panal, con paredes celulares gruesas y una
laminilla media con alta integridad mecanica (Li et al., 2025; Rojas et al., 2021). Esta
organizacion compacta, sostenida por redes de pectina, hemicelulosa y microfibrillas de
celulosa, actlia como una barrera fisica que limita la difusion del solvente y la liberacion
de compuestos bioactivos. Por el contrario, durante la maduracion ocurre la degradacion
progresiva de polisacaridos de la pared celular mediante la accion de enzimas como la
poligalacturonasa (PG) y la pectina metilesterasa (PME), favoreciendo el incremento de
espacios intercelulares y facilitando la liberacién de compuestos bioactivos (Do Prado et
al., 2016; Li et al., 2025). En este sentido, la eficiencia de la EAU depende tanto de la
composicion quimica del tejido vegetal como de la accesibilidad del solvente a los

compartimentos celulares.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Los resultados de las caracteristicas biométricas y fisicoquimicas de C. tomentosum
mostraron un incremento progresivo de didmetros, pesos, solidos solubles, vitamina
C y acidez titulable en funcién a su estado madurez. Este comportamiento estuvo
acompafado de una disminucién de pH e indice de madurez, estableciendo un patrén
ontogénico caracteristico de bayas tropicales donde la acidificacion supera la
acumulacidn de azlcares. En cuanto a la composicién proximal del fruto maduro, este
presentd cantidades moderadas de fibra (2.49 g/100 g) y proteina (1.70 g/100 g). En
conjunto, estos resultados permiten establecer un perfil integral del fruto,
evidenciando que su composicidon y caracteristicas fisicas estan fuertemente

influenciadas por el grado de madurez.

La extraccion y cuantificacion de compuestos antocianicos, fenolicos totales y la
capacidad antioxidante del fruto de Chondrodendron tomentosum estuvieron
significativamente influenciadas por las variables de proceso evaluadas (porcentaje
de metanol, amplitud y tiempo). Los resultados del disefio Box-Behnken evidenciaron
que el incremento de estas variables produjo un aumento en todas las respuestas

analizadas.

La optimizacion de extraccion asistida por ultrasonido mediante el uso de Box-
Behnken permitio identificar condiciones Optimas (57 % de metanol, 70 % de
amplitud y 15 min) que maximizaron simultdneamente fenoles totales (672.46 mg
GAE/100 g), antocianinas (120.71 mg C3G/L) y capacidad antioxidante (5857.55
pmol TE/100 g) en frutos maduros, con precision predictiva > 95 %.

Desde la primera hasta la Gltima etapa de desarrollo del fruto, el contenido de
antocianinas totales aumento significativamente durante el proceso de maduracion,
alcanzando un valor méximo de 120.71 + 1.89 mg cianidina-3-glucésido/L en el
estado maduro. En fenoles totales (458.86 + 5.66 mg GAE/100 g) y capacidad
antioxidante (3581.11 + 39.80 umol TE/100 g), el estado pint6on presento el valor mas
bajo, mientras que el maduro mostré el méas alto (672.46 + 5.84 mg GAE/100 g
5857.55 + 60.20 umol TE/100 g).
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Estos hallazgos observados durante este estudio pueden contribuir a la preservacion
de la uva de montafia, ademas se resalta la posible inclusién de estos frutos en
diferentes sectores industriales, popularizandolos y promoviendo el aumento de su

explotacion comercial.
5.2 Recomendaciones

Desarrollar disefios de superficie de respuesta independientes para cada estado de
madurez del fruto, con el fin de optimizar especificamente las condiciones de
extraccion asistida por ultrasonido segun las caracteristicas estructurales y

composicionales de cada matriz vegetal.

Realizar la identificacion de los compuestos bioactivos individuales, particularmente
polifenoles y antocianinas, mediante técnicas analiticas avanzadas como la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) o la cromatografia liquida de ultra
alta eficiencia (UHPLC).

Ampliar el estudio fitoquimico mediante la cuantificacién e identificacién de
compuestos empleando un enfoque de andlisis cromatografico guiado. Para ello, se
sugiere la utilizacion de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS), orientada a la deteccion y caracterizacion de posibles alcaloides bioactivos

presentes en el fruto.

Implementar un control riguroso de la temperatura durante la extraccion asistida por
ultrasonido debido a los incrementos térmicos generados por la cavitacion acustica.
Aunque es una técnica no térmica, estos aumentos pueden afectar compuestos
bioactivos termolabiles, por lo que se debe monitorear continuamente el proceso.
Asimismo, se sugiere el uso de estrategias de enfriamiento para preservar la

estabilidad y funcionalidad de los metabolitos extraidos.

Se recomienda que futuras investigaciones realicen estudios complementarios de
bioactividad e inocuidad del extracto optimizado de Chondrodendron tomentosum,
con el fin de generar evidencia cientifica sobre su seguridad y funcionalidad,
favoreciendo su potencial aplicacion en alimentos funcionales y productos

nutracéuticos.
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Anexo 1. Ejemplares de Chondrodendron tomentosum Ruiz & Pav. depositados en el
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RMINA BOTANIC
©05-202

Por medio de la presente se da constancia de la idendficacién de 03 muestras
botdnicas, a solicitud de Disbexy Guisela Huaman Huaman, tesista de Ingenieria de
Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional de Jaén, en el marco del proyecto de
investigacion titulado ‘“Esaluacidn de los compuesios bivastivos capavidad antioxidante del fruto
silsestre Chondrodendron tomentosum obtenidos en difersntes condiciones de extraccion asistida por
sltrasonids”, Las colectas fueron identificadas y depositadas en la coleccion del Herbario ISV
de la Universidad Nacional de Jaén.

Las identificaciones corresponden:

DUP CODIGO FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO
3 DH-01 MENISPERMACEAE Chondrodendron tomentoswr Ruiz & Pav.
Atentamente,

aaRedd
Dr.YJosé Luis l\fm:elo Peiia
Responsable del Laboratorid de Plantas Vasculares y

Herbario ISV
Universidad Nacional de Jaén

Herbario 1SV (Isidoro Sanchez Vega)
Universidad Nacional de Jaén
Carvetera |aén-San Ignacio Km 24

werbariofd sy odu.pe
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Anexo 3. Recoleccion de frutos de Chondrodendron tomentosum en estados de

madurez verde, pinton y maduro en el caserio Villa Rica.

Anexo 4. Caracterizacion biométrica de C. tomentosum en tres estados de maduracion.

Nota: (A) Determinacion del didmetro polar de frutos de Chondrodendron tomentosum en
estados de madurez verde, pintdn y maduro. (B) Determinacion del peso fresco de los frutos

en tres estados de madurez.



Anexo 5. Informe de ensayos del contenido de vitamica C en el fruto verde.

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N° 004402-2023
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN
DIRECCION LEGAL : CAR.JAEN - SAN IGNACIO KM. 24 SEC. YANAYACU CAJAMARCA - JAEN -
JAEN
RUC : 20487463737 Teléfono : 941941957
PRODUCTO : Fruta: Chondrodendron tomentosum
NUMERO DE MUESTRAS : Uno
IDENTIFICACION/MTRA : Verde
CANTIDAD RECIBIDA : 650,4 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : SM.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa en bolsa sellada, a temperatura ambiente.
SOLICITUD DE SERVICIOS : S/S N°EN- 003353 -2023
REFERENCIA : ACEPTACION TELEFONICA
FECHA DE RECEPCION : 317102023
ENSAYOS SOLICITADOS : FISICO / QUIMICO
PERIODO DE CUSTODIA : No aplica
RESULTADOS:
ENSAYOS FiSICOS / QUIMICOS:
ALCANCE: N.A.
ENSAYOS PROMEDIO | RESULTADO 1| RESULTADO2 | RESULTADO3 | RESULTADO4
1.- Vitamina C (mg/100 g de muestra original) 5,1 5,11 5,11 5,13 5,13

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO:
1-AOAC 967.21 Cap. 45, Pag. 21-22, 21st Edition 2019

EECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 31/10/2023 Al 15/11/2023.

ADVERTENCIA:

1- El las condici de , i y porte de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios son de
responsabilidad del Solicitante.

2= Se prohbe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacién de La Molina Calidad Total - Laboratorios.

3= Valido solo para la cantidad recibida. No es un certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo prodi

La Molina, 15 de Noviembre de 2023

_iLINAG OTAL LABORATORIQS - UNALM
22
“Biol. Lourdes Margarita Barco Saldafia

Directora Técnica (e)
CBP - N° 01232

Pag. 1/1

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Peru
Cel.: 998376789 - 998373909 - 926694322
E-mail: Imctl.ventas.servicios@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal
la molina calidad total




Anexo 6. Informe de ensayos del contenido de vitamica C en el fruto pinton.

HOMINEM

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N°004401-2023
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN
DIRECCION LEGAL : CAR.JAEN - SAN IGNACIO KM. 24 SEC. YANAYACU CAJAMARCA - JAEN -
JAEN
RUC : 20487463737 Teléfono : 941941957
PRODUCTO : Fruta: Chondrodendron tomentosum
NUMERO DE MUESTRAS : Uno
IDENTIFICACION/MTRA : Pintén
CANTIDAD RECIBIDA : 718 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : S.M.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa en bolsa sellada, a temperatura ambiente.
SOLICITUD DE SERVICIOS 1 S/S N°EN- 003353 -2023
REFERENCIA : ACEPTACION TELEFONICA
FECHA DE RECEPCION : 31'/10/2023 .
ENSAYOS SOLICITADOS : FISICO / QUIMICO
PERIODO DE CUSTODIA : No aplica
RESULTADOS:
ENSAYOS FiSICOS / QUIMICOS:
ALCANCE: N.A.
l ENSAYOS PROMEDIO | RESULTADO 1| RESULTADO2 | RESULTADO3 | RESULTADO 4
l 1.- Vitamina C (mg/100 g de muestra original) 48 4,79 4,79 4,77 4,77

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO:
1-ADAC 967.21 Cap. 45, Pag. 21-22, 21st Edition 2019

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 31/10/2023 Al 15/11/2023.

ADVERTENCIA:

1 .- El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento y transporte de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios son de
responsabilidad del Solicitante.

2.~ Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacién de La Molina Calidad Total - Laboratorios.

3.+ Valido solo para la cantidad recibida. No es un certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

La Molina, 15 de Noviembre de 2023

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LAB%RIOS - UNALM

Biol. Lourdes Margarita Barco Saldafia
Directora Técnica (e)
CBP - N° 01232

Pég. 1/1

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Per
Cel.: 998376789 - 998373909 - 926694322
E-mail: Imctl.ventas.servicios@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal
ﬁ la molina calidad total




Anexo 7. Informe de ensayos del contenido de vitamica C en el fruto maduro.

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N°004403-2023
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN
DIRECCION LEGAL : CAR.JAEN - SAN IGNACIO KM. 24 SEC. YANAYACU CAJAMARCA - JAEN -
JAEN
RUC : 20487463737 Teléfono : 941941957
PRODUCTO : Fruta: Chondrodendron tomentosum
NUMERO DE MUESTRAS : Uno
IDENTIFICACION/MTRA : Maduro
CANTIDAD RECIBIDA 1 299,9 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : SM.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa en bolsa sellada, a temperatura ambiente.
SOLICITUD DE SERVICIOS : S§/S N°EN- 003353 -2023
REFERENCIA : ACEPTACION TELEFONICA
FECHA DE RECEPCION : 317102023
ENSAYOS SOLICITADOS : FISICO / QUIMICO
PERIODO DE CUSTODIA : No aplica
RESULTADOS:
ENSAYOS FiSICOS / QUIMICOS:
ALCANCE: N.A.
ENSAYOS PROMEDIO | RESULTADO 1| RESULTADO 2 RESULTADO 3 RESULTADO 4
1.- Vitamma C (mg/100 g de muestra original) 10,2 10,23 10,23 10,21 10,21

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO:
1-AOAC 967.21 Cap. 45, Pag. 21-22, 21st Edition 2019

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 31/10/2023 Al 15/11/2023.

ADVERTENCIA:

1- El las condici de i y p de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios son de
ponsabilidad del Solici

2= Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacion de La Molina Calidad Total - Laboratorios.

3:= Valido s6lo para la cantidad recibida. No es un certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

La Molina, 15 de Noviembre de 2023

LAMOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS - UNALM
Direccion

Técnica Biol. Lourdes Margaritd Barco Saldafia
Directora Técnica (e)
CBP -N° 01232

Péag. 1/1

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Peru
Cel.: 998376789 - 998373909 - 926694322
E-mail: Imctl.ventas.servicios@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal
I’i la molina calidad total
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Anexo 8. Caracterizacion fisicoquimica los frutos de C. tomentosum en estado verde,

pintdn y maduro.

Nota: (A) Medicién del pH usando el método potenciométrico. (B) Determinacion de la
acidez titulable mediante titulometria.

Anexo 9. Caracterizacion proximal del fruto maduro de Chondrodendron tomentosum.

Nota: (A) Determinacion de la humedad mediante el método de gravimetria. (B)

Determinacion de cenizas por incineracion en un horno de mufla.



Anexo 10.
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Informe de ensayos de fibra, proteina y grasa del fruto maduro.

+ HOMINEM
(-] "

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N°®004407-2023

: UNIVERSIDAD NACIONAL DE JAEN

SOLICITANTE
DIRECCION LEGAL : CAR.JAEN - SAN IGNACIO KM. 24 SEC. YANAYACU CAJAMARCA - JAEN -
JAEN
RUC : 20487463737 Teléfono : 941941957

PRODUCTO : Fruta: Chondrodendron tomentosum
NUMERO DE MUESTRAS : Uno

IDENTIFICACION/MTRA : Maduro
CANTIDAD RECIBIDA : 333,7 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : SM.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa en bolsa sellada, a temperatura ambiente.
SOLICITUD DE SERVICIOS : S/S N°EN- 003358 -2023
REFERENCIA : ACEPTACION TELEFONICA
FECHA DE RECEPCION : 3171022023
ENSAYOS SOLICITADOS : FISICO / QuiMmiCcO
PERIODO DE CUSTODIA : No aplica
RESULTADOS:
ENSAYOS FiSICOS / QUIMICOS:
ALCANCE: N.A.

ENSAYOS PROMEDIO | RESULTADO 1| RESULTADO2 | RESULTADO3 | RESULTADO 4

1 - Fibra Cruda (/100 g de muestra original) 25 2,48 2,50 2,49 2.51

2.- Proteina Cruda (g/100 g de muestra original)
(Factor: 6,25) 1,7 1,72 1,70 1,69 1,71

3 - Grasa (g/100 g de muestra original) 0,1 0,05 0,05 0,06 0,06

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO:
1.- NTP 205.003:1980 (Revisada el 2011)

2.- AOAC 954.01 Cap. 4, Pag. 24, 21st Edition 2019
3.- AOAC 930.09 Cap. 3, Pag. 24, 21st Edition 2019

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 31/10/2023 Al 15/11/2023.

ADVERTENCIA:

1,- El

hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios son de

, las de tr i y porte de la
idad del Solici

2EuSe Iarohibc la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacién de La Molina Calidad Total - Laboratorios.
3.~ Vilido solo para la cantidad recibida. No es un certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

La Molina, 15 de Noviembre de 2023

LAMOLINACALIDAD TOTAL ORIOS - UNALM

Biol. Loudes Margarita Barco Saldaia
Directora Técnica (6)
CBP - N° 01232

Pag. 1/1

Av, La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Peru
Cel.: 998376789 - 998373909 - 926694322
E-mail: Imctl.ventas.servicios@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu pe/calidadtotal h

la molina calidad total
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Anexo 11. Extraccion de compuestos bioactivos del fruto silvestre de C. tomentosum.

Nota: (A) Pasta de frutos de C. tomentosum. (B) Extraccion mediante el homogenizador
ultrasénico. (C) Muestras en centrifuga refrigerada. (D) Filtrado del sobrenadante.
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Anexo 12.  Procedimiento experimental para la determinacion de la capacidad

antioxidante mediante el ensayo DPPH.

Nota: (A) Preparacion del reactivo DPPH y homogeneizacion mediante agitacion magnética.
(B) Soluciones estandar en concentraciones crecientes utilizadas para la construccion de la
curva de calibracion. (C) Preparacion de la microplaca con soluciones estandar y extractos
previo a la lectura en el lector multimodal. (D) Lectura de la microplaca en el lector

multimodal para la determinacion espectrofotométrica de las muestras.
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Anexo 13. Reacciones colorimétricas observadas en los ensayos de compuestos

antocianicos, fendlicos y capacidad antioxidante.

Nota: (A) Determinacion de antocianinas por el método de pH diferencial. (B) Ensayo de
fenoles totales mediante el reactivo Folin-Ciocalteu. (C) Evaluacion de la capacidad
antioxidante mediante el ensayo DPPH.

Anexo 14.  Curvade calibracion para la cuantificacion de fenoles totales en fruto maduro.

StdCurve
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Anexo 15.  Curva de calibracion para capacidad antioxidante (DPPH).
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Anexo 16.  Analisis de varianza para antocianinas
Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF  Valorp
Modelo 9 7802.72 866.97 22.82 0.002
Lineal 3 7294.95 2431.65 64.01 0.000
Metanol 1 3744.63 3744.63 98.56 0.000
Amplitud 1 494 .46 494 .46 13.01 0.015
Tiempo 1 3055.86 3055.86 80.44 0.000
Cuadrado 3 155.44 51.81 1.36 0.354
Metanol*Metanol 1 66.15 66.15 1.74 0.244
Amplitud* Amplitud 1 60.56 60.56 1.59 0.262
Tiempo*Tiempo 1 17.76 17.76 0.47 0.525
Interaccion de 2 factores 3 352.33 117.44 3.09 0.128
Metanol* Amplitud 1 13.79 13.79 0.36 0.573
Metanol*Tiempo 1 256.99 256.99 6.76 0.048
Amplitud*Tiempo 1 81.55 81.55 2.15 0.203
Error 5 189.96 37.99
Falta de ajuste 3 167.78 55.93 5.04 0.170
Error puro 2 22.18 11.09
Total 14 7992.68

R-cuadrada = 97.6234 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 93.3454 porciento
Error estandar del est. = 6.16373
Error absoluto medio = 3.2199
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Estadistico Durbin-Watson = 2.64107 (P=0.9495)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.366062

El StatAdvisor

La tabla ANOVA muestra que cuatro efectos presentaron valores de p < 0.05, indicando una

influencia significativa sobre la respuesta con un 95 % de confianza.

El coeficiente de determinacién (R2) indic6 que el modelo ajustado explico el 97.6234 % de
la variabilidad observada en el contenido de antocianinas. Asimismo, el valor de R? ajustado
(93.3454 %) confirmé un adecuado ajuste del modelo, considerando el nimero de variables
independientes incluidas. El error estandar de la estimacion fue de 6.16373, correspondiente
a la desviacién estandar de los residuos, mientras que el error medio absoluto (MAE) fue de
3.2199, representando la magnitud promedio de las desviaciones entre los valores
observados y los predichos por el modelo. Por otro lado, la prueba de Durbin-Watson (DW)
se emple0 para evaluar la presencia de autocorrelacion serial en los residuos. Dado que el
valor de p fue superior a 0.05, no se encontrd evidencia de autocorrelacion significativa, con

un nivel de significancia del 5 %.

Anexo 17.  Analisis de varianza para fenoles totales

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F  Valor p

Modelo 9 118250 13138.9 31.72 0.001
Lineal 3 114173 38057.6 91.88 0.000
Metanol 1 8644 8644.2 20.87 0.006
Amplitud 1 8347 8347.3 20.15 0.006
Tiempo 1 97181 97181.4 234.61 0.000
Cuadrado 3 1620 540.1 1.30 0.370
Metanol*Metanol 1 682 682.1 1.65 0.256
Amplitud*Amplitud 1 1052 1052.1 2.54 0.172
Tiempo*Tiempo 1 46 46.1 0.11 0.752
Interaccion de 2 factores 3 2457 818.9 1.98 0.236
Metanol*Amplitud 1 1851 1851.1 4.47 0.088
Metanol*Tiempo 1 81 80.8 0.20 0.677
Amplitud*Tiempo 1 525 524.8 1.27 0.311
Error 5 2071 414.2

Falta de ajuste 3 466 155.4 0.19 0.893
Error puro 2 1605 802.5

Total 14 120321

R-cuadrada = 98.2786 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 95.1802 porciento



74

Error estandar del est. = 20.3527
Error absoluto medio = 8.62916

Estadistico Durbin-Watson = 1.157 (P=0.0820)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0.0422396

El StatAdvisor

En la tabla ANOVA se observa que tres efectos presentaron valores de p inferiores a 0.05,

evidenciando una influencia significativa sobre la respuesta con un nivel de confianza del

95 %.

El coeficiente de determinacion (R?) indico que el modelo ajustado explicé el 98.2786 % de

la variabilidad observada en el contenido de fenoles. Asimismo, el valor de R? ajustado

(95.1802 %) confirmo un adecuado ajuste del modelo, considerando el nimero de variables

independientes incluidas. El error estandar de la estimacion fue de 20.3527, correspondiente

a la desviacion estandar de los residuos, mientras que el error medio absoluto (MAE) fue de

8.62916, representando el valor promedio de las desviaciones entre los valores observados

y predichos. La prueba de Durbin-Watson (DW) se utilizé para evaluar la existencia de

autocorrelacion serial en los residuos. Dado que el valor de p fue superior a 0.05, no se

encontrd evidencia de autocorrelacion significativa, con un nivel de significancia del 5 %.

Anexo 18. Anadlisis de varianza para capacidad antioxidante
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F  Valor p

Modelo 9 13961664 1551296 15.66 0.004
Lineal 3 12821136 4273712 43.13 0.001
Metanol 1 2363580 2363580 23.85 0.005
Amplitud 1 1646430 1646430 16.62 0.010
Tiempo 1 8811126 8811126 88.92 0.000
Cuadrado 3 97126 32375 0.33 0.807
Metanol*Metanol 1 85212 85212 0.86 0.396
Amplitud*Amplitud 1 7344 7344 0.07 0.796
Tiempo*Tiempo 1 7 7 0.00 0.994
Interaccion de 2 factores 3 1043402 347801 3.51 0.105
Metanol*Amplitud 1 100977 100977 1.02 0.359
Metanol*Tiempo 1 80837 80837 0.82 0.408
Amplitud*Tiempo 1 861588 861588 8.69 0.032
Error 5 495455 99091

Falta de ajuste 3 467856 155952 11.30 0.082
Error puro 2 27598 13799

Total 14 14457119
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R-cuadrada = 96.5729 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 90.4042 porciento
Error estandar del est. = 314.787

Error absoluto medio = 157.398

Estadistico Durbin-Watson = 2.37249 (P=0.8603)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0.201553

El StatAdvisor

La tabla ANOVA evidencia que cuatro efectos presentaron valores de p inferiores a 0.05, lo
que indica una influencia significativa sobre la respuesta evaluada, con un nivel de confianza
del 95 %.

El modelo presentd un coeficiente de determinacion (R2) de 96.5729 %, lo que indica que
explico gran parte de la variabilidad observada en la capacidad antioxidante. Asimismo, el
valor de R2 ajustado (90.4042 %) confirmé un adecuado ajuste del modelo, considerando el
namero de variables independientes incluidas. El error estandar de la estimacion fue de
314.787 y el error medio absoluto (MAE) de 157.398, reflejando la magnitud de las
diferencias entre los valores observados y los predichos. Por otro lado, la prueba de Durbin-
Watson no evidencio autocorrelacion serial significativa en los residuos (p > 0.05), lo que

respalda la validez estadistica del modelo.
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