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RESUMEN

Carabante, K. 2005. Efecto de las condiciones n@m@namiento en el contenido de
antocianinas del frijol rojo centroamericanBhdseolus vulgaris L.). Proyecto de
graduacioén del Programa de Ingenieria en Agroim@ygamorano. 64 p.

Las antocianinas son los flavonoides responsaldela aoloracion del frijol rojo. Los
mercados de El Salvador, Honduras, Nicaragua yespeectivas poblaciones inmigrantes
en Estados Unidos prefieren el frijol rojo al reed.as antocianinas son susceptibles a
las altas temperaturas, la luz, pH neutro y aloalira degradacién de estos compuestos
propicia la pérdida de valor comercial del frijtddando a castigos de hasta 20% del
precio. Se evaluaron cambios en el contenido deceminas (utilizando HPLC) en tres
variedades comerciales de frijol rojo (Seda, Amadéuy Dorado) en cuatro condiciones
de almacenamiento: refrigeracion (4°C y 80% HR)ldga (25°C y 75% HR), silo (29°C

y 77% HR) e incubacion (40°C y 90% HR). Se realla6 cuantificacion de las
antocianinas (Cy 3,5-digluc, Cy 3-gluc, Pg 3,5-diglPg 3-gluc, Pn 3-gluc, Mv 3-gluc y
petunidina) al inicio, al dia 30 y al dia 60 de at@namiento. Todas las variedades
redujeron su intensidad de color rojo asi como @uotenido de antocianinas totales
durante su almacenamiento en bodega, silo e ingrbda Unica antocianina sin cambio
significativo fue la Pn 3-gluc, el resto de los gurastos estudiados se redujo en el tiempo
en todos los ambientes exceptuando refrigeraciarvariedad Seda (rojo claro) presento
la mayor cantidad de antocianinas totales y fuends susceptible a degradaciéon. La
variedad dorado (rojo oscuro) mostro el menor exdbd de antocianinas totales y fue la
mas estable en almacenamiento. Se encontrd cadrelsignificativa entre el contenido
de antocianinas totales y la degradacion del cojor

Palabras clave: antocianinas, cianidina, argehidina, peonidina, almacenamiento.
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales atributos de compra pardrigl es el color, caracteristica

generada por la genética de la planta y es subteepticambios debido a temperatura,
presencia de oxigeno, humedad relativa y luz. Euregsimiento del grano conlleva

pérdidas para el productor por reduccion de prggimca competitividad en mercados
selectivos.

Los consumidores hondureios prefieren las variedddecolor rojo sobre el frijol negro,
comercializado en Guatemala. Esto refuerza la idambsde entender y prevenir los
cambios en el color del frijol rojo.

El Laboratorio de Andlisis de Alimentos de ZamoraihdAZ) y el Programa de
Investigaciones en Frijol (PIF) han realizado estsidconjuntos para generar y proteger
variedades de frijol resistentes al oscurecimieato almacenamientos prolongados.
Melgar (2004), generd la caracterizacion espectiacaéde color para el frijol rojo,
distinguiendo las variedades claras de las osciliededn (2005), evalud el efecto de la
temperatura en el color de cinco variedades del frgjo. Finalmente Peguero (2007),
establecio6 el perfil de antocianinas de tres vaded de frijol cultivadas en Honduras.

Con base en los estudios previos, se selecciorteesrvariedades de frijol rojo. Seda
(rojo claro), Amadeus-77 (rojo intermedio) y Doraf@jo oscuro) para realizar un
estudio cuyo objetivo fue medir cambios en suilpde antocianinas debido a la
temperatura y humedad relativa de almacenami®a@ ello se determiné la influencia
de cada compuesto en los cambios de color en b gi@bido al efecto de dos ambientes
tipicos de almacenamiento en la region: bodegad288% RH) y silo (29°, 77% HR) y
condiciones de refrigeracion (4°C, 80% HR) e incidra (40°C, 90% HR).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTOCIANINAS

La antocianinas o antocianidinas pertenecen alogdepos flavonoides y son pigmentos
rojo azulados solubles en agua que protegen ddatap, sus flores y sus frutos contra la
luz ultravioleta. La propiedad antioxidante de #gocianinas evita la produccion de
radicales libres (Rivas y Mack, 2003).

De acuerdo a su composicion quimica las antociaaédson consideradas agliconas (sin
grupos glucosidicos) y las antocianinas son lospe@stos homdélogos glucdsidos de las
antocianidinas; Las antocianinas cuentan con utmacésra basica presente en todas sus
compuestos, sobre la cual interaccionan diferaatdisales, por ejemplo grupos hidroxilo
e hidrogeno que le confieren propiedades espesificeada compuesto (Cuadros 1y 2).
Las agliconas también poseen una estructura bsisitiar denominada grupo flavilio o
2-fenil-benzopirilio) (Wong, 1995).

Cuadro 1. Radicales sustituyentes en antociangiasasidos).

Antocianina R1 R2 R3 R4
Cianidina 3,5-

diglucosido OH H O-B-D-glucosaD-B-D-glucosa
Delfinidina 3-glucésido OH OH O-B-D-glucosa OH
Cianidina 3-glucoésido OH H O-B-D-glucosa  OH
Petunidina 3-glucosido OCH3 OH O-B-D-glucosa OH
Pelargonidina 3-

glucésido H H 0O-B-D-glucosa OH

Fuente: Choung et al. (2004).



Cuadro 2. Radicales sustituyentes en agliconas.

Antocianina R1 R2
Delfinidina (Df) OH H
Cianidina (Cy) OH OH
Petunidina (Pt) OCH3 H
Pelargonidina (Pg) H H
Peonidina (Pn) OCH3 H
Malvidina (Mv) OCH3 OCH3

Fuente: Wong (1995).

2.2 DEGRADACION DE LAS ANTOCIANINAS

Debido a la inestabilidad electrofilica del catiflavilio (estructura béasica de las

antocianinas), es comun encontrar dichos compugicssilados en la posicion 3 y 4

(Cuadro 1), los cuales pueden o no estar acilagio®r{ glucosa-acido organico). Los

compuestos con los cuales se acila el azGcar nowené son acidos organicos como p-
cumarico, caféico, ferdlico, malico y acético. Aspe de que las antocianinas estan
glucosiladas aun presentan inestabilidad a la teatypr@, cambios de pH, oxidacién, entre
otros. Por tal razén, se condensan en la posiciodaddo como resultado pro-

antocianidinas o taninos condensados, a los quessatribuye alto poder antioxidante

(Wong, 1995).

Son diversos los factores que afectan la integridalhs antocianinas: altas temperaturas,
pH alcalino o neutro, oxidacion e interaccion coetates. Estos factores favorecen la
polimerizacion con otros compuestos y entre spiprando la ruptura del enlace entre las
moléculas de glucosa y el catidn flavilo generaglcanas (Wong, 1995).

Segun Harbornegt al. (2001), cuando las antocianinas y las aglicorer®en mayor
cantidad de grupos hidroxilos, su estabilidad disiye aumentando su tendencia a la
polimerizacion; esto se ve favorecido por altaspemraturas. Segun Zhaegal., (2001),

el orden de estabilidad de las antocianidinas e®P{Cy<Pt<Pn<Muv.

Segun Wong (1995), El sonido es una herramientafau@rece la separacion de las
antocianinas de la matriz que la contiene y desotmmpuestos como carbohidratos
simples y complejos sin propiciar su interacciomlegradacion siempre y cuanto la
temperatura no se eleve mas de 20°C durante edgmoc



2.3 COLOR Y ANTOCIANINAS EN FRIJOL

De acuerdo con Chou@@004), la principal antocianina encontrada en frijol rojo
(Phaseolus wulgaris L.) fue la Pg 3-gluc, encontrando también Cy 3gied, Cy 3-gluc y
Pg 3.gluc (Cuadro 3).

Cuadro 3. Comparacion del perfil antocianinas aleéekta de 16 variedades de frijol
grande.

Color Cultivar Contenido de antocianinas (g0g)
semilla Pg3,5-c Cy35-d Cy3g Df3-g Pg 3-g Total
Rojo KG98001 4.2 3.0 8.1 58.8 74.1
IT100952 3.2 1.7 6.5 34.7 46.1
Kangnangl 3.7 9.7 12.5 17.4 44.3
IT100875 3.8 10.6 08. 05. 27.4
IT110356 4.3 12.7 11.3 11. 39.3
KG98010 2.2 12.2 14.4
Negro  KG97287 261.4 16.7 78.1
IT168080 1.6 03.8 2.9 15 09.8
Café Sundoo 2.4 8.0 104
IT103412 15 1.9 3.3 06.7
KG97135
KG97123
KG96013

Blanco KG97128
Fuente: Choung (2004).

El contenido antocianidinico natural en cada esiracvegetal depende de la genética y
las condiciones ambientales donde se desarrolamadta. En frijoles, se ha demostrado
amplia variabilidad en el perfil de antocianinabide al genotipo de la muestra.

Los estudios para determinar el perfil de antoo@mien frijol negro realizados por
Takeota (1997), muestran la presencia de Mv 3-gRic3-gluc y Df 3-gluc. Francis
(2004), contrasta con Takeota (1960), al repoatqrésencia de Df 3-gluc, Cy 3-gluc, Cy
3,5-digluc, Pg 3-gluc y Pg 3,5-digluc. Choung (2094Moreno (2004), concuerdan con
el estudio de Takeota (1960), reportando las mismaxianinas (Cuadro 4).



Cuadro 4. Tabla comparativa de perfiles antociad#i en frijol negro, propuestos por
diversos autores.

Autor
Nivel* Fenestra 1960 Francis 1966 Okita 1972 Choung 200Mloreno 2004
1 Mv 3-gluc Df 3-gluc  Mv 3,5-digluc Df 3-gluc Df 3-gluc
2 Pt 3-gluc Cy 3-gluc Df 3-gluc Pt 3-gluc Pt 3-gluc
3 Df 3-gluc Cy 3,5-digluc Pt 3-gluc Mv 3-gluc Mv@uc
4 Pg 3-gluc Mv 3-gluc

5 Pg 3,5-digluc

*Nivel 1 representa la antocianina en mayor caxtiglal nivel 5 la antocianina en menor cantidad.

Los estudios realizados sobre el perfil de antasgmdel frijol rojo muestran diferencias
a los perfiles de antocianinas de frijol negro. BABop (2004), reporta la presencia de Pg
3-gluc, Cy 3-gluc, Cy 3,5-digluc, Pg 3,5-digluc, ,(3n y Pg. Este perfil difiere con el
propuesto por Choung (2004), ya que este Ultimeeporta agliconas y si la presencia de
Df 3-gluc (Cuadro 5).

Cuadro 5.Tabla comparativa de perfiles antociadéicen frijol rojo, propuestos por
diversos autores.

Autor
Nivel* Choung 2004 Macz-Pop 2004

1 Pg 3-gluc Pg 3-gluc

2 Cy 3,5-digluc Cy 3-gluc

3 Df 3-gluc Cy 3,5-digluc
4 Cy 3-gluc Cy

5 Pg 3,5-digluc
6 Pn

I Pg

*Nivel 1 representa la antocianina en mayor cadtiglal nivel 8 la antocianina en menor cantidad.

Estudios realizados por Peguero (2007), reflejgrdaencia tanto de glucésidos como de
agliconas en las variedades Seda, Amadeus-77 ydBorsiendo la petunidina el
compuesto de mayor relevancia debido a su altceptaje tanto en frijol Seda como en
Dorado (Cuadro 6).



Cuadro 6. Perfil de antocianinas en frijol rojotiualdo en Honduras.

Variedad
Perfil Seda (%) Amadeus (%) Dorado (%)
Pg 3,5 digluc* 0.8 - 0.1
Cy 3 gluc* 3.7 1.8 2.2
Pg 3 gluc* 19.2 6.2 15
Cianidina (Cy)° 17 55.1 41.4
Petunidina (Pt)° 36.7 2.7 20.9
Pelargonidina (Pg)° 7.5 34.3 8.6
Peonidina (Pn)° 0.4 - 0.1
Malvidina (Mv)° 14.6 - 11.6
Agliconas* 76 9 83
Glucésidos® 23.7 7.9 17.3
Promedio de tres repeticiones
*Agliconas
°Glucésidos

Fuente: Peguero (2007)

Son amplias las variaciones en el perfil de antmeés dependiendo de la variedad del
frijol. Segun Choung, (2004). El frijol rojo tiedna mayor diversidad de antocianinas (Pg
3, 5 digluc, Cy 3, 5-digluc, Cy 3 gluc, Pg 3-gler) comparacién con el frijol negro, café
y blanco este ultimo sin pigmentos antocianidini¢@sadro 4).

2.4 CLASIFICACION DEL FRIJOL ROJO

Melgar (2004), desarroll6 una escala de clasif@adiel frijol rojo centroamericano
(Cuadro 7), con el objetivo de ayudar a los comaéireidores del producto a tener una
herramienta Gtil para negociar precios basadosl enler. En esta escala el frijol rojo
Seda se clasific6 como grado 1, Amadeus-77 fueogdagt Dorado se clasific6 como
grado 7. Una clasificacion desde 2 hasta 9 imgliseninucion en el valor comercial del

producto.



Cuadro 7. Rangos de color en la escala L*a*b* i@ rojo.

Escala propuesta Rangos
Ll* L 2* al* az* b 1* b 2*

1 21.2925 20.0563 14.4912 12.34 3.8233  3.1745
2 20.0562 19.4381 12.3399 11.2643 3.1744 2.85
3 19.438 18.8199 11.2642 10.1886 2.8499  2.5255
4 18.8198 18.2017 10.1885 9.1129 2.5254 2.201
5 18.2016 17.6002 9.1128 8.0372 2.2009 1.8765
6 17.6001 16.982 8.0371 6.9615 1.8764 1.552
7 16.9819 16.3638 6.9614 5.8858 1.5519 1.2275
8 16.3637 15.7456 5.8857 4.8101 1.2274 0.903

9 15.7455 15.1274 4.81 3.7344  0.0929 0.5785
Fuente: Melgar (2004).

L*: 0-100 (0 es mas oscuro y 100 es mas blanco).

a*: (positivo = rojo, negativo = verde).

b*: (positivo = amarillo, negativo = azul).

2.5 ALMACENAMIENTO DE FRIJOL EN CENTROAMERICA

La produccion de frijol en Centroamérica es estadido que causa que en algunas
épocas del afio exista una sobreoferta del prodectaciendo su precio. Esto implica
almacenar el grano para venderlo en épocas erulgugmenta la demanda y obtener
mejores precios. En Centro América el frijol enggan mayoria se almacena en silos
metélicos (presentando frecuente mente temperatltas y fluctuantes) o bodegas
(Martinez y Zamora, 2004). Esto causa un probleenasgurecimiento del grano ya que
las antocianinas se degradan bajo estas condiciones



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

La investigacion se realizdé en el Laboratorio deallsis de Alimentos de Zamorano
(LAAZ) y la planta de procesamiento de alimentolbeeados (silo y bodega), ambos
pertenecientes a la Carrera de Agroindustria Altarém de la Escuela Agricola
Panamericana Zamorano ubicada a 32 km al sureStegirigalpa, Honduras.

3.2 MATERIALES Y EQUIPO

3.2.1 Material vegetativo

Se utilizaron muestras de tres variedades comesca# frijol provistas por el Programa
de Investigacion en Frijol (PIF): Seda, Amadeusy/Dorado. Las muestras fueron

cultivadas en Zamorano, cosechadas en enero dély2@macenadas en congelamiento
hasta su andlisis.

3.2.2 Materiales de laboratorio

» Papel de aluminio, parafina y viales de 4 ml ctdpacia

» Cristaleria del Laboratorio de Andlisis de Alimentie Zamorano.

» Jeringa 5QuL, graduada 0.LL, marca Halmilton.

*  Filtros Isodisco 0.2sam, marca Supelco.

+ Estandares comerciales de antocianinas Chromaldex(petunidina y
pelargonidina 3- glucosido).

» Acetonitrilo acidificado con 0.035% de acido formigrado HPLC (Sigma Aldrich
St. Louis, MO).

* Metanol grado reactivo (Sigma Aldrich).

» Agua destilada, filtrada a 0.4& y acidificada con 0.1% de &cido
Trifluoracético (TFA).



3.2. 3 Equipo

» Bafio ultrasonico (Fisher Scientific).

» Colorflex HunterLab Reston, VA (modelo niumero 45/0)

* Centrifugadora (IEC Model K).

* Vortex Genic 2TM.

* Balanza ADVENTURER TM, (OHAUS, modelo AR2140).
 Campana (LABCONCO, Patente 6461233).

* Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia (AGILENTrisel100).

Inyector Manual G1328B DE11405091.

Desgasificador G1379A JP40724067.

Bomba cuaternaria G1311A DE43633284.

Columna ZORBAX SB-C18 (150 mm x 4.6 mm xrB) con precolumna
C18.

(Sigma Aldrich).

Detector de arreglo de diodos G1315B DE43626255.

Columna ZORBAX SB-C18 (150 mm x 4.6 mm xrB) con precolumna
C18 (Sigma Aldrich).
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3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Generacion de curvas de calibracién de estfares antocianidicos.

Para generar las curvas de calibracion de pelaligan3-glucésido (Pg 3-gluc) y
petunidina (Pt), se inyectaron concentraciones @dae provenientes de la dilucion de
cada estandar. Para Pg 3-gluc, se inyectaronejpesiciones de 500, 250, 125, 50, 10y 0
ppm de estandar en solvente 60% MeOH vy 40@ Kv/v).

El estdndar de petunidina se inyecto en tres @peés de 400, 200, 150, 20 y O ppm en
un solvente idéntico al usado en la Pg 3-gluc. budg la inyeccién de 20 uL de cada
repeticién se obtuvo el area bajo la curva cormedigmte a la concentracion del estandar.
Se monitored la precision mediante los estadigméda media, desviacion estandar (DE)
y el coeficiente de variacion (%CV) de los tiempleselucion (min) y el area bajo la

curva (mAU) como se refleja en los Cuadros 8y 9.

Las areas y sus correspondientes concentraciorg®nfuingresadas al programa
ChemStation Agilefitpara la generacién del modelo lineal. Se compra®ej R fuera
superior a 0.999 (Figuras 1y 2).

3.4.2 Disefo experimental

Se utiliz6 un arreglo factorial de parcelas divadidcon tres mediciones repetidas en el
tiempo (0, 30 y 60 dias de almacenamiento). Lasepas principales fueron las
condiciones de almacenamiento (refrigeracion a y#80% HR, Bodega a 25°C y 75%
HR, Silo a 29°C y 77° HR e incubacion acelerad®C y 90% HR). Las sub-parcelas
fueron tres variedades de frijol rojo (Seda, Amadglorado). Las variables evaluadas
fueron: el contenido de antocianinas individuatetales y el color (L*a*b) de las tres
variedades (tres repeticiones por unidad experiafent

3.4.3 Condiciones de almacenamiento.

Se recibieron 2 kg de de muestra de las variedae@s, Amadeus-77 y Dorado proveidos
por el Programa de Investigaciones en Frijol (PIE§s muestras se dividieron en
porciones de 0.5 kg, se envasaron en bolsas dd pape almacenaron en cuatro
ambientes.
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El cuarto frio se mantuvo a 4°C y 80% HR, mientjag en el silo y la bodega se
identificaron fluctuaciones durante el estudio.témperatura media del silo fue 29°C y
77% HR, en la bodega fue 25°C y 75% HR, la tempeaan la incubadora fue 39.9°C y
90.1% HR (Anexos 1-8).

3.4.5 Analisis de colorimétrico “colorflex HunterL*a*b*".

El andlisis colorimétrico se realizo el mismo diaqeie las muestras fueron almacenadas
(dia 0), asi como al dia 30 y 60 después de irocshestudio.

Para cada muestra se realiz6 el procedimientogadntpor Taledn (2005):

» Las muestras se limpiaron con papel antes de séraafas.

» Se colocaron sub muestras en la copa transparein@obbrflex.

» Se ubico la copa en la region de lectura y se ¢apcel cobertor negro.

* Se hicieron tres lecturas de cada unidad experaheon el software.

» Se transcribieron los datos a “Microsoft Office EXcpara ser posteriormente
analizados.

3.4.6 Meétodo para extraccion de antocianinas.

Se realiz6 la extraccién de antocianinas a todasmaestras de frijol rojo de las tres
variedades (Seda, Amadeus77 y Dorado), antes delreacenadas y luego de 30 y 60
dias de almacenamiento en: refrigeracion (4°C, 8R% bodega (25°C, 75% HR), Silo
(27°C, 77% HR) e incubacion (40°C, 90% HR).

El procedimiento de extraccién de antocianinaszatio en cada una de las muestras se
baso en el método propuesto por Long-Zeetial. (2007):

* Se realiz6 la remocion mecanica de la testa cayuda de un bisturi.

 Se molié latesta por 10 segundos utilizando utinméCyclotec 1093 A”

* Cinco ml de una solucion de MeOH y agua (60/40) fueron afiadidos a 0.25 g de
testa previamente pesada en una balanza andi@icaus Adventurer”.

* La muestra fue sometida a un sonicador “Fishern8fiee FS14” durante 60 min en
ausencia de luz y con una variacion de la temperaesde 25 a 35 °C.

» Luego de la extraccidon en el sonicador, se cegtiifa muestra completa por 15 min
a 3,000 rpm en una centrifuga “IEC MODEL K”.

» Se realiz6 una purificacion del sobrenadante @&ogil‘Supelco Iso-Disc” de 25 mm x
0.2um.

» Después de la filtracion, se almaceno el extracB0aC para evitar su degradacion y
fue analizada en un periodo menor a 48 horas.
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3.4.7 Analisis por cromatografia liquida de alta gciencia HPLC.

Se realizé basado en el estudio realizado por lZmgin et al. (2007) con las siguientes
condiciones:

Las fases mdviles fueron constituidas portagua destilada filtrada y acidificada con
0.1% acido trifluroacético,B (acetonitriio grado HPLC acidificado con acido
trifluroacético al 0.1%).

Se fijo el detector de arreglo de Diodos DAD paralimen absorbancias de 270 nmy
520 nm ambas con referencia de 400 nm donde da dienor absorbancia.

El flujo fue 1 ml/min comenzando con un gradiemedl de 100% de A, cambiando
a 10-26% B (v/v) en el minuto 40 a 65% B en el nortb y finalmente 100% de B al
minuto 70.

Se uso una columna de fase reversa ZORBAX SB(C3ABmm x 4.6 mm X &mn)

con pre columna C18.

Se utilizo el area bajo la curva (unidades de &lasania) para cuantificar los
contenidos de cianidina 3-glucésido (Cy 3-glu@nalina 3,5- diglucésido ( Cy 3,5-
digluc), pelargonidina 3-glucosido (Pg 3- gluc)lgogonidina 3,5-diglucosido (Pg,
3,5-digluc), peonidina 3-glucosido (Pn 3-gluc) vigina 3-glucésido (Mv 3-gluc),
petunidina (Pt), cianidina (Cy), pelargonidina (Rghalvidina (Mv).

Los resultados del reporte cromatografico (Lg/ogydn transformados a mg/100g
(de frijol entero) como se indica en el Anexo 9.

3.4.8 Analisis estadistico

Se realiz6 utilizando el programa estadistico $fSatistical Analysis System) version

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA) y asidlde medidas repetidas en el tiempo.
Se realizé una separacion de medias ajustadas TBke\0.05) para determinar el efecto
de las condiciones de almacenamiento (T°C y %HR)esel color y el contenido de
antocianinas de las tres variedades de frijol rojo.

Se utiliz6 una prueba de correlacién simple patargenar el grado de influencia de la
degradacion de las antocianinas sobre el coldrigi#



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CURVAS DE CALIBRACION DE ESTANDARES ANTOCIANID ICOS

Se generaron dos curvas de calibracion para €eantel contenido de Pg 3-gluc y
petunidina en frijol rojo.

4.1.1 Pelargonidina 3-glucosido

Utilizando el espectro UV-VIS (200-700nm) se det@dmue la mayor absorbancia para
la Pg 3-gluc fue a 270 nm (Anexo 10), esto es aimdl lo reportado por Macz-Pop
(2004), donde describe las mayores absorbancies 26@-280 nm (rango ultravioleta) y
entre 500-550 nm (rango visible).

Los tiempos de elucion de la Pg 3-gluc correspanidgea las diluciones inyectadas se
mantuvieron en un rango menor a 0.71 min y un %@haon a 4, lo cual indica una
aceptable precision, siempre que se monitoreerstiodacromatogramas (Cuadros 8 y 9).

Cuadro 8. Tiempos de elucion de la pelargonidiggu8ésido.

Dilucién ug/ml Tiempo de retencion (min) %CV
500 17.116.65 3.79
250 16.996.16 0.94
125 17.026.36 2.11
50 17.050.77 4.51
10 16.930.71 3.56
0 0.0046.00 0

El ajuste de esta curva de calibracion fue superior999, indicando que indica es apta
para predecir concentraciones provenientes de rasesevaluar (Figuras 3y 4).

Los coeficientes de variacion del area bajo la@unidades de absorbancia) detectados
fueron en su mayoria menores a 5%, exceptuanddueiéth de 10 ppm sin generar
mayores cambios en el ajuste total (Cuadros 1Dy 1
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Cuadro 9. Curva de calibracion de la pelargoni@hggucosido.

Dilucién ug/ml Area mAU* %CV

500 4157.3947.30 0.42
250 2010.1941.80 2.07
125 1089.92#48.36 4.44
50 345.04+11.46 3.32
10 69.76+10.08 14.45
0 0.00+0.00 0.00

El ajuste del modelo fue 0.9991
mAU?*: Unidades de absorbancia.

Se logré un ajuste lineal superior a 0.999 (Figyrsiendo esta cifra el minimo requerido
para calcular las concentraciones de antociani@@asderdo con Holden (2004).

y=38.2933x-14.108
R%=0.999
g

4500
4000
3500

3000
2500
2000 /
1500
1000 ////}l////

500

0

-500 f/‘ 100 200 200 400 SO0 600

Dilucion ug/ml

Area

Figura 1 Calibracion en HPLC de la pelargonidina 3-glucosido

4.1.2 Petunidina

De acuerdo al espectro reportado, la mayor absoibae la petunidina fue a 520 nm
(Anexo 11). Macz-Pop (2004) reporta medicionesreaaninas con absorbancias entre
500-550 nm (rango visible).

Los tiempos de elucion de la petunidina no superamn rango mayor 0.9 min, ni un
%CV mayor a 3.27 (salvo a 20 ppm), lo cual indioa aceptable precision (Cuadro 10).



15

Cuadro 10. Tiempos de elucion de la petunidina.

Dilucién ug/mi Tiempo de retencion (min) %CV

400 26.31+0.15 0.57
200 26.23+0.16 0.60
150 26.32+0.025 0.10
20 26.24+0.86 3.27
10 26.28+0.04 0.15
0 0.00+0.00 0.17

Cuadro 11. Curva de calibracion de la petunidina.

Dilucién ug/ml Area mAU* %CV

400 6093.30143.38 2.35
200 3070.63#12.33 0.40
150 2291.534139.90 1.74
20 298.8549.59 3.20
10 149.42+3.03 2.03
0 0.00+0.00 0.00

El ajuste del modelo fue 0.9992
mAU*: Unidades de absorbancia.

Se logré superar el ajuste minimo requerido seguiddt (2004). El ajuste del modelo
lineal fue 0.9991, indicando una capacidad de pegh aceptable (Figura 2).

y=15.245x+ 3.847

7000 R?=0.9991
6000 /.
5000

= 4000

[=¥]

T

= 3000 /././
2000
1000 ./

100 200 300

Dilucion ug/ml

Figura 2. Calibracion en HPLC de la petunidina

400 500
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4.2 ANALISIS DE COLOR.

4.2.1 Valor L* (claridad)

El analisis de varianza muestra que existio inteoac(Pr<0.05) entre el ambiente de
almacenamiento (T°C y % HR) vy las variedades i@ ®studiadas (Cuadro 12). Esto
muesra que la temperatura influyd de manera diferente esdbs tres variedades,
tendiendo a disminuir la claridad en Seda y aumkenésm Dorado y Amadeus-77 (Figura
3).

Existio interaccion (Pr<0.05) entre las condiciodesalmacenamiento, la variedad vy el
tiempo (Cuadro 12), indicando que cada fuente déacian afecta a las demas en
proporciones diferentes.

Cuadro 12. Analisis de varianza del efecto del aBnamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) Sobre la claridad (L*) de tres variedatke$rijol rojo.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 158.02 88.05 <0.001
Almaceén (a) 3 32.87 18.32 <0.001
Dia (d) 2 36.83 20.52 <0.001
a*v 6 7.29 4.06 0.0011
a*vd 28 7.25 64.17 <0.0001
26
24 S ad:'.‘.i —
22 _— . ¢
%2 ./
- 18
™~
— 16
o~
g 14
=
——Seda =—l—Amadeus-77 Dorado
10
0 10 20 30 40

TC

Figura 3. Efecto de la interaccidon almacenamieAtC) * variedad sobre la claridad
(valor L*) al dia 60 de almacenamiento.
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El Cuadro 13 muestra que en el dia cero el frigideBpresentd la mayor claridad (24.98
L*), Amadeus-77 presento un valor menor al Sedad(12*) y superior al frijol Dorado
(17.74 L*). Todos estos valores fueron estadistaamdiferentes (Pr>0.05). El valor L*
obtenido en el frijol Seda no concuerda con eltplatio para la variedad Seda (19.83) en
escala colorimétrica de Melgar (2005). La clarid#s la variedad Seda y Dorado
concordaron con el reporte de Melgar (2005).

El Anexo 12 y el Cuadro 13 muestran que la variesiadla tendié a oscurecerse a través
del tiempo concordando con Taledn (2005). La incidvaa 40°C fue el ambiente con
mas influencia en el oscurecimiento, luego el &®°C), la bodega (25°C) y por ultimo
la refrigeracion (4°C) no mostré cambios en laidkd del frijol Seda, siendo estos datos
similares a los propuestos por Tale6n (2005).

Las variedades Amadeus-77 y Dorado a diferenciafrjel Seda y los resultados de

Taleodn, sufrieron aumento en su claridad durahténegacenamiento tanto en el silo, la
bodega e incubacién, no asi en refrigeracion (Quadly. Este aumento en la claridad no
esta de acuerdo con el estudio de Tale6n (20@b)ledla variedad Amadeus-77 y la
variedad Dorado perdieron claridad (Cuadro 13, Aset3 y 14).

Cuadro 13. Efecto de las condiciones de almacemamni&°C y %HR) sobre la claridad
(L*) de frijol rojo durante 60 dias de almacenanhen

Variedad Dia Refrigeracion Bodega Silo Incubacion
Seda & 0 24.989.213%" 2501+0.03® 25.08+0.07? 25.05+0.12@
30 24.910.15%@ 24.41+0.26% 23.77+0.08Y 24.1+0.02Y
60  24.830.27°%) 23.75+0.02Y 22.71+0.1T% 22.06+0.06™
A-77 b 0  19.016.15%® 19.25+0.0f@ 21.32+0.17@ 19.99+0.1T@
30  19.330.17°" 23.18+0.18Y 23.95+0.09Y 23.28+0.04Y
60 19.090.26°Y 24.3+0.1P® 24.17+0.16@ 24.29+0.07?
Dorado ¢ 0 17.743:12%Y 17.52+0.07Y 16.73+0.14% 17.93+0.02@
30 17.670.35%%  20.64+0.02% 20.27+0.08Y) 21.73+0.1P@
60  17.9990.22°" 21.67+0.06® 22.22+0.09Y) 23.75+0.13@

~Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)

? Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.2.2 Valor a* (color rojo)

El analisis de varianza muestra efectos signifiocat(Pr<0.05) de las fuentes de variacion
individuales (T°C y %HR de almacenamiento, variegaliia de almacenamiento). Existid

interaccion siginificativa (Pr<0.05), tanto en dmacenamiento con la variedad e

incluyendo el tiempo (Cuadro 14). Para cada vadedh almacenamiento en altas

temperaturas redujo el valor a* en proporcionssrdas (Figura 4).
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Cuadro 14. Analisis de varianza del efecto del agnamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) sobre el color rojo (a*) de tres variextade frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 158.02 2371.54 <0.001
Almaceén (a) 3 32.87 17.42 <0.001
Dia (d) 2 36.83 75.26 <0.001
a*v 6 7.29 14.25 <0.001
a*vxd 28 3.57 56.39 <0.0001
18
C—Seda —— Amadeus-77 Dorado

16
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14
12

10
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Figura 4. Efecto de la interaccion almacenamiemf&) * variedad sobre el color rojo
(valor a*) de frijol al dia 60 de almacenamiento.

Al inicio del estudio el color rojo mas acentuadoemcontro en la variedad Seda (16.44),
luego en Amadeus-77 (16.07) y la variedad con mealwr a* fue Dorado (4.97). Esto
concuerda con los estudio realizados por Melgad429 Taledn (2005).

Concordando con Taledn (2005), después de 60 diaslmacenamiento las tres
variedades mantuvieron la intensidad de su cadtomaoja en refrigeracion tanto al dia
30 como al dia 60, mientras que en el silo (29°C)bgdega la redujeron
significativamente. En incubacion la reduccion decrojo fue mas acentuada que en los
otros ambientes (Cuadro 15, Anexos 15-17).
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La temperatura de almacenamiento, afectd signifmatente (Pr<0.05) la intensidad del
color rojo en las tres variedades. El valor a*,regujo en mayor proporcion en los
ambientes de mayor temperatura, seflalando a este t@mo determinante en la calidad

del color rojo del frijol.

Cuadro 15. Efecto de las condiciones de almacemaoni&°C y %HR) sobre el color
rojo (valor a*) del frijol durante 60 dias.

Variedad Dia Refrigeracion Bodega Silo Incubacion
Seda & 0 16.4490.21°%®@" 16.3640.159 16.470.03®@ 16.229.13@
30 16.170.13%9  14.2690.09Y 14.210.13Y 13.6849.16%
60  16.086.3%?  13.950.04% 1358€.15% 12.540.21%
A-77 b 0 16.078.12%® 17.3490.25%@ 17.1249.09%® 17.740.09%®
30 15.940.07%® 14.6840.14°Y  14.540.11°Y 15.284.12°V
60 15.050.13°@ 14.2949.22°0  13.150.04% 12.534.21°%
Dorado ¢ 0 4.979.23°®  4.994%.12%9  4.9340.05%?  5.41.06%®
30  4.830.17%9  4.284#0.1PY  4.2640.02°Y  4.394.113Y
60  4.330.04°@  3.874.06°Y  3.0840.13°¥)  2.7140.09°™

“Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
2 Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.2.3 Valor b* (color amarillo)

De acuerdo con el analisis de varianza (Cuadroed®3tio efecto significativo (Pr<0.05)
de la variedad, las condiciones de almacenamiéht€@ y %HR) y el tiempo de
almacenamiento (60 dias) sobe el valor L* del ffrijo

El estudio mostré interaccion significativa (Pr<).0 entre las variedades y las
condiciones de almacenamiento (T°C y %HR) y ambadofes con el tiempo de
almacenamiento (Cuadro 16).

La Figura 5 muestra que a diferentes temperatuass tles variedades tuvieron
comportamientos distintos al dia 60, lo que indiodluencias distintas del
almacenamiento sobre cada variedad.
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Cuadro 16. Andlisis de varianza del efecto debaknamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) sobre el color amarillo (b*) de tres gdades de frijol rojo.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 120.07 131.37 <0.001
Almaceén (a) 3 32.87 20.21 <0.001
Dia (d) 2 0.38 75.26 <0.001
a*v 6 0.38 4.26 0.017
a*vd 28 0.4 9.55 <0.0001
5
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Figura 5: Efecto de la interaccibn almacenamiettC) * variedad sobre el color
amarillo (valor b*) al dia 60 de almacenamiento.

Al dia cero se encontraron diferencias similardasareportadas por Taleon (2005) y
Melgar (2005) donde la variedad Seda (4.63 b*) rdostayor intensidad de color
amarillo que la variedad Amadeus-77 (3.31 b*) yaestis que la variedad Dorado (0.41
b*).

En la variedad Seda] valor b* no se vio afectado en refrigeraciorrops en el silo y en
incubacion donde hubieron descensos progresivad Beampo. La muestra almacenada
en la bodega (25°C) no present6 diferencias stgiivas (Pr>0.05) a la refrigerada, pero
en el silo si se evidencié perdida en el color, gugu vez fue menor a la muestra en
incubacion acelerada (Cuadro 17, Anexo 19).

La variedad Amadeus 77 y la variedad Dorado prasamtcambios en color amarillo
Unicamente aumentando en incubacién al dia 68d©uL7, Anexos 19 y 20).
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Cuadro 17. Efecto de las condiciones de almacemaoni&°C y %HR) sobre el color
amarillo (valor b*) del frijol durante 60 dias.

Variedad Dia  Refrigeracion Bodega Silo Incubacion
Seda & 0 4.63€0.13"%®  4.6440.09%?  4.644.14%@  4.4640.03%®
30 4.4690.14%9  4.354.03%®@  3.7740.07°Y)  3.7940.21°V
60  4.4590.07%®  3.974#0.1°@  3.7540.04°%  3.6740.14°Y
A-77 b 0 3.310.14%?  3.4340.014%@  4.2640.08%®  4.2140.07%?
30 3.119.05%  3.224#©.05%%  3.8240.02%%)  4.1940.09%®
60 3.10.06%®  3.3540.07%®  3.7840.06%Y  4.1740.05%®
Dorado ¢ 0 0.499.16%®  0.6740.06%®  0.6740.10%®  0.640.1°@
30 0.7890.03%  0.584#0.04°%  0.754.05%)  1.3740.11%®
60 0.520.04°Y  0.6940.12°Y  0.7240.11%Y  1.5240.06*7

~Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)

 Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3 EFECTO DE LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO SOB RE EL
CONTENIDO DE ANTOCIANINAS

En los Anexos 21-23, se ejemplifican los cromatogrs obtenidos en el estudio (con el
tiempo de elusion de cada antociana) para cadadendas tres variedades (Seda,
Amadeus-77 y Dorado).

4.3.1 Cianidina 3,5-diglucdésido.

El contenido cianidina 3,5-diglucésido, se vieahado significativamente (Pr>0.05) por
la variedad de la muestra, las condiciones enuasfug almacenada (T°C y %HR) y los
60 dias de alamacenamiento (Cuadro 18).

La Cy 3,5-digluc no presento interaccion signifiat(Pr>0.05) entre la variedad y el
almacenamiento, pero si en la combinacion entré°Cay %HR de almacenamiento, las
variedades y los 60 dias de almacenamiento (Cu&jrdEsta interaccion indica que las
combinaciones de los factores produjeron efectderatites a los de cada factor
individual.

La aparicion de este compuesto en las tres vamsdael frijol es la primera variacion con
respecto al perfil de antocianinas propuesto pgu@® (2007), donde no reporta su
aparicion. Esto indica que el método de extraccitlizado en este estudio degrado
menos el compuesto evitando su cambio a aglicona.
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Cuadro 18: Andlisis de varianza del efecto debakemamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) en el contenido de Cy 3,5-digluc devssgedades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 13.87 298.43 <0.001
Almaceén (a) 3 1.28 27.65 <0.001
Dia (d) 2 3.81 82.09 <0.001
a*v 6 0.5 1.09 0.3756
a*vd 28 1.0026 3.51 <0.0001

Los contenidos de Cy 3,5-digluc al dia cero fuedifierentes en las tres variedades,
siendo la variedad Seda la que presentd el maywemao inicial (5.02 mg/100g de
frijol), seguida por la variedad Dorado (3.93 m@@pPy el menor contenido se registré en
la variedad Amadeus-77 con 3.36 mg/100g (Cuadyéd\aéxos 24-26).

La Cy 3,5-digluc mostré una alta susceptibilidath demperatura, ya que en todas las
variedades y en todos las condiciones de almacensmmiexcepto refrigeracion (4°C) se

redujo significativamente (Pr<0.05). El silo (29°¢€)la bodega (25°C) no mostraron

diferencias significativas (Pr>0.05) entre si g leondiciones de incubacién (40°C)

propiciaron el mayor descenso en el contenido (@uaé, Anexos 24-26).

Cuadro 19. Efecto de las condiciones de almacemamiél°C y %HR) sobre el
contenido de Cy 3,5-digluc (mg/100g de frijol) dnie 60 dias.

Variedad Dia  Refrigeracion Bodega Silo Incubacion
Seda & 0 5.02+0.15%®" 511+0.24@  5.016+0"%®  4.84+0.16@
30 4.50+0.26@  4.43+0.02®  4.44+0.04*°®@  4.02+0.17°V
60  4.51+0.179  4.03+0.11Y  3.93+0.07Y  3.23+0.07%
A-77 ¢ 0 3.36+0.18?  3.50+0.14@  3.35+0.06@  3.34+0.06@
30  3.31+0.24®  3.32+0.12"»  3.33+0.07? 2.83+0.12@
60  3.30+0.18®  3.09+0.15®2  3.21+0.05@ 2.77+0.04V
Dorado b 0 3.93+0.18?  3.92+0.09?  4.01+0.16@  3.94+0.16@
30 3.86+0.27®  3.45+0.0Y  3.64+0.09Y  3.14+0.13W
60  3.84+0.149  3.43+0.08Y  3.31+0.14Y  2.76+0.05%

~Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
 Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)
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4.3.2 Pelargonidina 3,5-diglucésido

La pelargonidina 3,5-diglucésido se detectd entlas variedades a diferencia de los
resultados mostrados en el estudio realizado pgud?e (2007), donde sélo reporta la
presencia del compuesto en las variedades Sedaag®o

Se detect6 interaccidn significativa (Pr<0.05) er&rs condiciones de almacenamiento
(T°C y %HR), las variedades y el tiempo (Cuadrg, 3@®r lo que se presenta una
separacion de medias individuales para explicafedto conjunto. Individualmente el
efecto de los factores sobre el contenido de PgiglGc no es representativo.

Cuadro 20. Andlisis de varianza del efecto debaknamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) en el contenido de Pg 3,5-digluc devagedades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 34.09 273.59 <0.001
Almacén (a) 3 4.09 21.92 <0.001
Dia (d) 2 9.48 76.14 <0.001
a*v 6 0.81 2.17 0.0524
a*v*d 28 2.21 37.12 <0.0001

La variedad Seda mostré el mayor contenido de Pgligluc (5.37 mg/100g de frijol),
seguida por la variedad Dorado (4.23 mg/100g) gdua variedad Amadeus-77 con 3.51
mg/100g (Cuadro 21).

El Cuadro 21 (apoyado por los Anexos 27-29), maegtie efecto del tiempo no se vio
reflejado en el contenido de antocianinas de lagstnas refrigeradas de las tres
variedades. Las tres variedades redujeron su ddoteignificativamente (Pr>0.05) en el
silo y en incubacién, siendo este ultimo debido alta temperatura (40°C), el ambiente
con mas influencia en la degradacién de la Pg @bed(resultados al dia 60).
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Cuadro 21. Efecto de las condiciones de almaceamm(T°C y %HR) sobre el
contenido de PG 3,5-digluc (mg/100g de frijol) ahte 60 dias.

Variedad Dia Refrigeracion Bodega Silo Incubacion
Seda & 0 5.32€.16%" 53740.01%? 5494.09%?  5.3840.21%?
30 4.800.25%®  4.7340.11°@  4.4840.12°@  4.3240.13°V
60  4.810.23°®@  4.3340.02°%  4.1340.17°Y  3.5340.04°%
A-77 c 0 3.466.09%®  3.5140.15%9  3.5040.13%®@  3.6040.16%®
30 3.4790.34%9  35240.21%®  35140.19%®  2.9840.15%
60  3.400.12°@  3.4940.14%®  2.98+.12°Y  2.814.09°¥
Dorado b 0  4.233.07%  4.1640.17%9  4.2140.08%®  4.3240.21%@
30 4.129.16%%  4.2440.08%®  3.7340.10°Y  3.2440.13°™
60  4.070.08%%)  4.2240.09%?  3.7140.13°"Y  2.994.08%

~Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
2 Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3.3 Pelargonidina 3-glucosido.

La pelargonidina 3-glucésido fue afectada signifi@anente (Pr<0.05) por la variedad de
la muestra, las condiciones de almacenamientoguiague sometida (T°C y %HR), y los
60 dias de almacenamiento (Cuadro 22).

El andlisis de varianza muestra que existio int@dacsignificativa (Pr<0.05) entre las
condiciones de almacenamiento (T°C y %HR) con lasedades. También existio
interaccion significativa (Pr<0.05) entre las camhes de almacenamiento, las
variedades y el tiempo (Cuadro 22). Esto indica psevariedades reaccionaron de
manera diferente al ser sometidas a las distietapératuras de los ambientes durante 60
dias (Figura 6).

Cuadro 22: Andlisis de varianza del efecto debamamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) en el contenido de Pg 3-gluc de tresdades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05

Variedad (v) 2 1193.6 158.66 <0.001
Almacen (a) 3 162.28 21.31 <0.001
Dia (d) 2 9.48 47.68 <0.001
a*v 6 0.81 8.04 <0.0001
a*v*d 28 2.21 17.12 <0.0001
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Figura 6: Efecto de la interaccion almacenamiemf&€]) *variedad sobre el contenido de
Pg 3-gluc (mg/100g) al dia 60 de almacenamiento.

Los altos contenidos de Pg 3-gluc, concuerdan esmdsultados obtenidos por Peguero,
(2007), donde este compuesto es el segundo en rmaytidad detras de la petunidina en
las tres variedades.

Al dia cero, se detectaron diferencias signifiaiyPr<0.05) entre las variedades, siendo
la variedad Seda de mayor contenido de Pg 3-glme,69.72 mg/100g. La segunda
variedad con mayor contenido fue Amadeus-77 cob6fng/100g y la variedad con
menor contenido fue dorado mostrando Unicamenteri§/100g (Cuadro 23).

El tiempo mostr6 un efecto significativo (Pr<0.0B)arcado en la reduccion del
compuesto en las tres variedades siendo Doradardadad que presentd la mayor
estabilidad en la Pg 3 gluc, ya que no presentfFatitias al dia 60 en los tres ambientes
no refrigerados.

La Pg 3 gluc, se degrad6é progresivamente en laedeadi Seda mostrando mayor
sensibilidad en los ambientes de mayor temperdtilaa 29°C e incubacion a 40°C).
Amadeus-77 mostré un comportamiento similar a ldedad Seda, difiiendo en que el
grado de degradacion fue menor (Cuadro 23, Ane@eE23
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Cuadro 23. Efecto de las condiciones de almaceamm(T°C y %HR) sobre el
contenido de PG 3-gluc (mg/100g de frijol) durabedias.

Dia  Refrigeracion Bodega Silo Incubacién
0 69.72135°%®" 69.9640.17%® 69.934.24%?  70.059.39%®
30  69.020.19%? 68.7640.21°@ 60.2490.16°Y 52.894.47°%
60 68.280.26%% 62.1640.18°Y) 56.2590.25°® 49.279.42°W)
0  50.568.38%? 50.389.15%9 50.0140.21%®@ 50.01%.12%?
30 50.390.17%@ 48.7849.26"Y 47.990.17°Y  46.049.26°
60 49.210.25°@ 4532190.29°® 46.234.23°Y 40.0190.51°W
0 29.10.29%?  29.094.21%? 29.264.32%® 29.384.38%?@
30 28.016.21°@ 27.0380.34°Y 27.37#.16°Y 26.670.42"°Y
60  28.240.13"@ 26.330.22°%)  25479.19°%  25.694.52°%

~Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
2 Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3.4 Cianidina 3-glucosido

La cianidina 3-glucosido se vio afectada signifiGanhente (Pr<0.05) por todos los
factores individuales. El analisis de varianza rmagsmbién la interaccion significativa
(Pr<0.05) entre las variedades, el almacenamiemiatigmpo, por lo que es necesaria la
descripcion individual del efecto ejercido por éhacenamiento (T°C y %HR) y el
tiempo sobre las variedades (Cuadro 24).

Cuadro 24. Analisis de varianza del efecto debaknamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) en el contenido de Cy 3-gluc de treedades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 245.16 580.79 <0.001
Almaceén (a) 3 5.814 13.77 0.0467
Dia (d) 2 16.35 38.74 <0.001
a*v 6 1.49 3.53 0.0034
a*v*d 28 1.002 3.51 <0.0001
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Figura 7: Efecto de la interaccion almacenamiemf&] *variedad sobre el contenido de
Cy 3-gluc (mg/100g) al dia 60 de almacenamiento.

En el dia cero la variedad con mayor conteniddye3 gluc fue Dorado (8.17 mg/100g
de frijol) seguida por Seda (4.86 mg/100g) y el areontenido se encontré en Amadeus-
77 con 3.01 mg/100g. La presencia de Cy 3-gluc wemi@a con Peguero, (2007) quien la
identificd en las tres variedades estudiadas (@u26r Anexos 33-35).

La Cy 3-gluc mostré susceptibilidad a la tempegtpues a los 60 dias los ambientes
con temperaturas de 25, 29 y 40°C redujeron el ecitd del compuesto
significativamente (Pr<0.05) en las tres variedatkessentandose la mayor reduccion a
40°C en la variedad Seda y la menor reduccioa eariedad Amadeus-77 (Figura 7).
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Cuadro 25. Efecto de las condiciones de almaceamm(T°C y %HR) sobre el
contenido de Cy 3-gluc (mg/100g de frijol) dumfO dias.

Variedad Dia Refrigeracion Bodega Silo Incubacién
Seda I 0 4.860.093@" 48240.17%®  4.7440.21%®  4.764.213®
30 4.8890.11%@  2.9840.05°%  2.9440.16°%  2.1440.15°™
60  4.880.07%?  2684.03°Y  25540.16°Y  2.0440.13°W
A-77 ¢ 0 3.016.13%®  3.0140.08%®  3.0940.15%®  2.894.19%?@
30 3.0490.01%@  21940.11°®  2.0840.06°%  1.9840.21°V
60  2.9590.04%@  21840.12°®  2.0140.07°Y  1.32390.17°%
Dorado a 0 8.173.05%®  8.1040.08%®  8.0540.14%®  8.0744€.08%@
30 7.990.090%?  7.6340.09°®  7.5240.09°  6.8840.12°%
60  7.8690.11%@  7.234#.12°Y  6£.48%.11°®¥  5994.13°W

~Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)

© \ariedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3.5 Petunidina

La petunidina fue la dnica aglicona encontrada én estudio, fue afectada
significativamente (Pr<0.05) por el almacenamie(foC y %HR), la variedad y el
tiempo. No se encontrd interaccion significativa>@R05) entre las variedades y el
almacenamiento (T°C). Pero si la interaccion sicaiiva (Pr<0.05) general de las
variedades y el almacenamiento con el tiempo (Qu26ly.

Cuadro 26: Analisis de varianza del efecto debakmamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) en el contenido de Petunidina de trasdades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 245.16 8963.83 <0.001
Almaceén (a) 3 5.814 27.64 <0.001
Dia (d) 2 16.35 190.08 <0.001
arv 6 1.49 0.97 0.4489
a*v*d 28 2.12 4.38 <0.0001

Los altos contenidos detectados de petunidina (m&a$0 mg/100g de grano) en todas las
variedades coinciden con el perfil de antocianapysesto por Peguero (2007). El frijol
Seda mostro el mayor contenido de petunidina (8501¢2.00g de grano), luego el frijol
Amadeus-77 (70.17 mg/100g) y el menor contenidersmntré en el frijol Dorado con
54.76 mg/100g (Cuadro 27, Anexos 36-38).
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Resultados de Choung (2004), reportan contenidgsetismidina en variedades de frijol
negro y en menor cantidad en frijol rojo. El memantenido del compuesto en la
variedad Dorado (rojo oscuro) comparado con laasalos variedades, puede entenderse
debido a una posible degradacion causada porrmepddranscurrido desde la cosecha
hasta el inicio del estudio (5 meses).

La degradacién del compuesto a través del tiemmvisencio progresivamente en todas
las variedades. Principalmente en incubacion (4090% HR), seguida del silo (29°C y
77% HR) y bodega (25°C y 75% HR). En refrigeradtC y 80% HR) solo la variedad
Seda presentd estabilidad, el resto de las vamsdtambién presentaron degradacion
progresiva (Cuadro 27, Anexos 36-38).

Cuadro 27. Efecto de las condiciones de almaceamm(T°C y %HR) sobre el
contenido de petunidina (mg/100g de frijol) duea®O dias.

Variedad Dia Refrigeracion Bodega Silo Incubacion
Seda & 0 85.439.36 %@ 86.244.26%? 85.6490.28%% 85519.372@
30 84.130.43%? 82.864.29°® 83.3890.17°Y 80.829.31°W
60  83.460.31%® 81.219.29°Y  79.854.29°®  79.32+4.34°%
A-77 b 0  70.178.25%® 70.21€.19%?  70.140.40%® 69.749.27%®@
30 68.920.21°@ 67.620.28°Y 67.220.37°Y  66.294.29°®
60 67.220.35°® 65.8449.41°Y)  65.4490.35°% 64.334.32°%
Dorado ¢ 0 54.763:23°®@ 54.640.25%9 54.769.24%9 55.184.36%?
30 53.690.19%%? 52.284.32°Y 51.984.26°Y)  50.54.40°%
60 53.320.29°@ 50.390.37°Y)  49.499.22°Y  47.7940.42°%

“'Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
? Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3.6 Peonidina 3-glucosido.

La presencia de este compuesto contradice loftadss de Peguero (2007), quien no
reporta su existencia en las muestras estudiadas.

La peonidina 3-glucésido presentd interaccion §igativa (Pr<0.05) entre las variedades
y almacenamiento. La Figura 10 muestra los dasietfectos de la temperatura sobre el
contenido de Pn 3-gluc al dia 60 (reduccion erateedad Seda).

Existié interaccion significativa (Pr<0.05) entre amacenamiento (T°C y %HR), las
variedades y el tiempo (60 dias), indicando efeaosjuntos entre las fuentes de
variacion (Cuadro 28, Figura 8).



30

Cuadro 28. Analisis de varianza del efecto debaknamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) en el contenido de Pn 3-gluc de tresdades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05

Variedad (v) 2 325.08 158.66 <0.001

Almacén (a) 3 0.03 2.6 0.0567

Dia (d) 2 0.14 47.68 <0.001

a*v 6 0.06 8.04 <0.0011

a*v*d 28 2.21 17.12 <0.0001
8 —¢—Seda =—@i—Amadeus-77 Dorado
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Figura 8: Efecto de la interaccion almacenamiemf& *variedad sobre el contenido de
Pn 3-gluc (mg/100g) al dia 60 de almacenamiento.

En el dia cero, la variedad Dorado presenté el magotenido de Pn 3 gluc (7.26
mg/100g de grano), seguida por Seda (6.07 mg/i0Bg)adeus-77 (1.6 mg/100g).

En general existid estabilidad del compuesto angeratura de almacenamiento durante
tiempo del estudio. Ya que las Unicas reduccioresvidenciaron en Seda y Dorado al
dia 60 de incubacion (Cuadro 29, Anexos 39-41).
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Cuadro 29. Efecto de las condiciones de almaceamm(T°C y %HR) sobre el
contenido de Pn 3-gluc (mg/100g de frijol) durasiedias.

Variedad Dia  Refrigeracion Bodega Silo Incubacién
Seda B 0 6.07+0.09%@" 6.04+0.129  6.13+0.06@  6.14+0.18@
30 5.90+0.12® 581+0.13@  6.12+0.09® 5.92+0.17?@
60 5.87+0.28® 576+0.1°9  6.09+0.08®@ 5.45+0.25Y
A-77 c 0 1.60+0.0%?  1.53+0.07?  1.60+0.12®  1.55+0.26@
30 1.59+0.13®  1.43+0.08@ 157+0.14®  1.53+0.19@
60  1.57+0.08®  1.42+0.17® 1.55+0.2P@  1.02+0.22Y
Dorado a 0 7.26+0.1%°  7.24+02F9  7.24+0.3@  7.23+0%3
30 7.16+0.13®  7.13+0.17@  7.20+0.23®@  7.17+0%7 3@
60  7.21+0.1f@  7.23+0.13® 6.61+0.19?  6.55+0.2FY

~Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
2 Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3.7 Malvidina 3-glucésido

La presencia de malvidina 3-glucosido en las vegedades de frijol estudiadas (Seda,
Amadeus-77 y Dorado) contrasta con el estudio dpiéte, (2007). Donde se reporta
como aglicona (probable degradacion durante laesitin).

El analisis de varianza, ademas del efecto sigtifioc (Pr<0.05) de los factores
individuales mostrd interaccion significativa (P8®) entre las variedades y el
almacenamiento y ambos factores con el tiempo (Ouz@).

Cuadro 30. Andlisis de varianza del efecto debaknamiento (T°C y %HR) y el tiempo
(60 dias) en el contenido de Mv 3-gluc de tresedades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 515.77 4439.33 <0.001
Almaceén (a) 3 2.45 21.07 0.0567
Dia (d) 2 7.04 60.81 <0.001
a*v 6 0.43 3.73 0.0022
a*v*d 28 2.21 17.12 <0.0001
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La Figura 9, muestra la tendencia de la variedaad &eeducir su contenido de Mv 3-gluc
luego de 60 dias. Las variedades Amadeus-77 y Damamktraron reducciones menos
acentuadas que la variedad Seda.
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Figura 9: Efecto de la Interaccién almacenamiemf&€) *variedad sobre el contenido de
Mv 3-gluc (mg/100g) al dia 60 de almacenamiento.

Se encontraron diferencias iniciales significativg&<0.05) entre las variedades, siendo
Dorado la de mayor contenido (8.7 mg/100g de Jrijpeguida por Seda (3.33 mg/100g
de frijol) y contrario a lo esperado (siendo Seda wvariedad mas clara), Amadeus-77
mostrd el menor contenido de Mv 3 gluc (0.71 mgdlL@e frijol). Esto muestra que las

diferencias en color rojo no solo se deben a lagm&a de antocianinas individuales, pero
si al efecto combinado de los compuestos (Cuadro 31

El frijol Seda en refrigeracion, no presentd cambien el contenido. Si mostrd

reducciones significativamente iguales (Pr<0.05gkalmacenamiento en bodega y silo
al dia 30 y la incubacion redujo el contenido de 34gluc al dia 30 y 60 ( Cuadro 31,

Anexo 42).

La variedad Amadeus-77 no se vio afectada en piptecuando fue almacenada en
refrigeracion y en bodega, si sufrio reduccionedial30 en el silo y en el dia 30 y 60 en
la incubacion (Cuadro 31, Anexo 43).

En el frijol Dorado se detectaron diferencias digativas (Pr<0.05) en todos los
almacenamientos con el siguiente orden ascendentdegradacion: refrigeracion <
bodega < silo < incubacion (Cuadro 31, Anexo 44).
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Cuadro 31. Efecto de las condiciones de almaceamm(T°C y %HR) sobre el
contenido de Mv 3-gluc (mg/100g de frijol) durabtedias.

Variedad Dia Refrigeracion Bodega Silo Incubacion
Seda ¥ 0 3.33+0.152®@" 3.22+0.1%?  3.25+0.2P%@  3.21+0.09®
30 3.31+0.129  2.49+0.09Y  2.22+0.13Y  2.1+0.04W
60  3.32+0.13@  2.1+0.06°Y  2.01+0.17Y  1.92+0.06™
A-77 cC 0 0.71+0.08?  0.74+0.03®  0.72+0.04®  0.73+0.03®@
30 0.72+0.0%®  0.7+0.03?  0.44+0.02%  0.51+0.02Y
60  0.61+0.03®  0.68+0.03@  0.29+0.02%  0.37+0.03Y
Dorado a 0 8.7+0.0%Y  8.76+0.1%®  8.8+0.1F?  8.75+0.11@
30 8.57+0.08®?  7.62+0.07Y  7.22+0.168%  7.06+0.1F¥
60  8.34+0.1?@  7.21+0.1FY  6.82+0.15%  7.04+0.14W

“Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
2 Variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3.8 Antocianinas Totales

El contenido total de antocianinas fue afectadmiigtivamente (Pr<0.05) por el
almacenamiento (T°C y %HR), las variedades y ehpgi@ en almacén (60 dias). Existid
interaccion significativa (Pr<0.05) entre las vdades y el almacenamiento y ambos
factores con el tiempo (Cuadro 32).

Cuadro 32. Analisis de varianza del efecto de thaheenamiento (T°C y %HR) vy el
tiempo (60 dias) en el contenido total de anton@sde tres variedades de frijol.

Fuente GL CM F Pr<0.05
Variedad (v) 2 3240.5 1918.84 <0.001
Almaceén (a) 3 547.32 32.4 <0.001
Dia (d) 2 1906.24 112.84 <0.001
a*v 6 68.87 4.08 <0.001
a*v*d 28 69.17 77.59 0.0011
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Figura 10. Efecto de la interaccion almacenami€ht@) *variedad sobre el contenido de
antocianinas totales al dia 60 de almacenamiento.

Al inicio del estudio se detectaron diferenciasnsigativas (Pr<0.05) entre las
variedades. La variedad con mayor cantidad de @amioas en total fue Seda (179.5
mg/100g de frijol) seguida por Amadeus 77 (132.8/19@g de frijol). EI menor
contenido se detectd en Amadeus-77 (115.19 mg/dé0gjol),

En todas las variedades se evidencié un efecta tderiperatura de almacenamiento sobre
la degradacion de las antocianinas totales reddeggna 4, 25, 29 y 40°C (en orden
ascendente de degradacion), mostrando que la tatagetuvo un mayor efecto que la
humedad relativa en los distintos ambientes de @nmmiento (Cuadro 33, Anexos 45-
47).

Se puede apreciar efecto del contenido total decemtinas en los cambios en color rojo
del frijol, todas las variedades redujeron sigaiicamente (Pr<0.05) su color rojo asi
como su contenido de antocianinas totales.
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Cuadro 33. Efecto de las condiciones de almacemdon(@°C y HR) sobre el contenido
de antocianinas totales (mg/100g de frijol) dwe&Q dias.

Variedad Dia Refrigeracion Bodega Silo Incubacién
Seda & 0 179.5+1.16%®" 178.6+0.56® 180.9+1.3F® 179.7+0.89@
30 176.6+0.58?9 171.6+0.89Y 163.6+1.1¢% 151.9+1.43W
60  174.8+0.469 160.5+1.3Y 156.2+1.4F7% 144.9+1.36W
A-77 b 0  132.8+0.38? 132.4+0.54@ 132.2+1.4P® 131.6+1.77®
30 131.7+1.18® 127.5+0.69Y 125.6+0.97% 122.0+1.83®
60  127.9+0.18P 121.6+1.1°Y 121.1+1.75Y 112.8+2.1FW
Dorado ¢ 0 1159+0.3% 1159+1.2% 116.1+1.43Y 116.6+1.53W
30 113.0+0.59® 109.0+0.89% 108.6+1.94% 105.3+0.67W
60 111.2+0.15% 103.9+0.73Y 104.17+1.07Y 100.2+1.29W

“Medias de a-c con letra diferente en una columnaestadisticamente diferentes (P<0.05)
*Medias de z-w con letra diferente en una fila setadisticamente diferentes (P<0.05)
? variedades con letra diferente en una columnastadisticamente diferentes (P<0.05)

4.3.9 Correlacion entre el contenido de antocianirsay el color (L*a*B) en el frijol
rojo

No se encontrd correlacién significativa (Pr>0.8B)re el contenido de cada antocianina
y los valores de claridad (debido al inesperadoesuinen la claridad de Amadeus-77 y
Dorado) y color amarillo del grano, pero si entre ¢ompuestos y el color rojo (a*) del

frijol (Cuadro 13).

Las correlaciones significativas (Pr<0.05) massadt encontraron en los compuestos con
mayor contenido de antocianas totales (0.74), Rgu@-y Pt. Esto indica que las
reducciones reportadas en estos compuestos irdluylr manera directa en la reduccion
del color rojo (Cuadro 34).

En menor grado se presento correlacion del cojoraon Cy 3,5-digluc (0.61) Pg 3,5-
digluc (0.56) y Cy 3-gluc (0.37). Esto debido a r@enor concentracion de los
compuestos y que fueron mas estables que lasastt@sianinas antes mencionadas.

La Mv 3-gluc y Pn 3-gluc no mostraron correlacggnificativa (Pr>0.05) con el color
rojo del frijol. La Pn 3-gluc no sufrié descensignificativos (Pr>0.05), pero si el color.
La Mv 3-gluc se presentd en muy pocas cantidad@s2(dng/100g de frijol) comparado
con altos valores de color rojo (Cuadro 29).
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Cuadro 34. Andlisis de correlacion entre el comterie antocianinas y el color (L*a*b*)
en el frijol rojo.

Compuesto L* a* b*

Cy 3,5-digluc 0.07* (P=0.82) 0.61 (P=0.002) 0.14 (P=0.55)
Pg 3,5-digluc 0 (P=0.87) 0.56 (P=0.024) 0.25 (P&8)0
Cy 3-gluc 0 (P=0.03 0.37 (P=0.008) 0.37 (P=0.097)
Pg 3- gluc 0.13 (P=0.37) 0.71 (P<0.001) 0.30 (PED.
Pn- 3-gluc 0.09 (P=0.21) 0.11 (P=0.043) 0.10 (P30.1
Pt 0.25 (P=0.31 0.73 (P<0.001) 0.42 (P=0.19)
Mv 3-gluc 0.10 (P=0.12 0.08 (P=0.092) 0.21 (P=0.27)
Antocianinas totales 0.17 (P=0.22) 0.74 (P<0.001p.25 (P=0.018)

*Coeficiente de correlacion entre el contenidd adenpuesto y el estimulo de color.
2 probabilidad del modelo.



5. CONCLUSIONES

La mayor cantidad de antocianinas se encontr6 ata,SAmadeus-77 fue
intermedia y Dorado la variedad con menor conterfickbe también fue el orden
de intensidad de color rojo.

Durante los 60 dias de almacenamiento se detecp@ridida de antocianinas
totales en las tres variedades de frijol, siend® $80% HR, la combinacion con
menos cambio y 40°C a 90% HR el ambiente queigdola mayor degradacion.

Las principales antocianinas responsables de émsidad de color rojo del frijol
fueron la Pg 3-gluc, Pt y el contenido total deai@ninas.

Una mayor temperatura de almacenamiento degradd ehasontenido de
antocianinas y la intensidad de color rojo en @gblfrrojo centroamericano,
principalmente en el frijol Seda.



6. RECOMENDACIONES

Evaluar los cambios en el perfil de antocianinas @i@cto de atmdsfera la
concentracion de oxigeno en la atmosfera.

Identificar el contenido total y perfil de antodiaas en que el frijol rojo tipo Seda
pierde valor comercial por efecto del tiempo y doimhes de almacenamiento.

Realizar un estudio similar utilizando condiciomesalmacenamiento con medias
de temperatura mas distantes entre si (4, 20, 80°¥).

Evaluar el efecto individual de la temperatura gnbdad relativa sobre el perfil de
antocianinas en frijol rojo durante su almacenatnien
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Anexo 1. Temperatura de almacenamiento en refiegeralurante 60 dias.
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Anexo 2. Humedad relativa (%) de almacenamientoefigeracion durante 60 dias.
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Anexo 3: Temperatura de almacenamiento en bodagat@u60 dias.
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Anexo 5: Temperatura de almacenamiento en silontiei@0 dias.
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Anexo 7: Temperatura de almacenamiento en incubatidéante 60 dias.
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Anexo 9. Método para calular concentracion en ni@ggl10

(Cantidad reportada (ug /ml) * volumen de extracci® ml)) /1000 = cantidad
antocianinas en testa molida (mg /0.25g testa)

(Cantidad de testa entera *contenido de antociarenaesta molida) /0.25 = contenido de
antocianinas / masa de testa entera.

Contenido de compuesto en testa total entera= Gidotele antocianinas en frijol total
antes de remocion de la testa.

Contenido de antocianinas en frijol total / masafrgel = contenido de compuesto /g
grano (mg/g)

Anexo 10. Espectro de absorbancia de la pelargmnigliglucdsido.
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Anexo 11. Espectro de absorbancia de la petunidina.
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Anexo 12. Cambios en la claridad del frijol Sedeadte 60 dias de almacenamiento.
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Anexo 13. Cambios en la claridad del frijol Amad&dsdurante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 14. Cambios en la claridad del frijol Doratizante 60 dias de almacenamiento.
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Anexo 15. Cambios en el color rojo del frijol Setlaante 60 dias de almacenamiento.
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Anexo 16. Cambios en el color rojo del frijol Amader7 durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 17. Cambios en el color rojo del Dorado dted®0 dias de almacenamiento.
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Anexo 18. Cambios en el color amarillo del frij@da durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 19. Cambios en el color amarillo del frijghadeus-77 durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 20. Cambios en el color amarillo del frijobiado durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 21: Cromatograma de antocianinas en la vadi&gda.
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Anexo 24. Cambios en el contenido de Cy 3,5-diginda variedad Seda durante 60 dias
de almacenamiento.
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Anexo 25. Cambios en el contenido de Cy 3,5-diglngpara la variedad Amadeus- 77
durante 60 dias de almacenamiento.
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Anexo 26. Cambios en el contenido de Cy 3,5-diglnda variedad Dorado durante 60
dias de almacenamiento.
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Anexo 27. Cambios en el contenido de Pg 3,5-digluta variedad Seda durante 60 dias
de almacenamiento.
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Anexo 28. Cambios en el contenido de Pg 3,5-digluta variedad Amadeus-77 durante
60 dias de almacenamiento.
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Anexo 29. Cambios en el contenido de Pg 3,5-diglupara la variedad Dorado durante
60 dias de almacenamiento.
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Anexo 30. Cambios en el contenido de Pg 3-gluaeratiedad Seda durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 31. Cambios en el contenido de Pg 3-glu@eratiedad Amadeus-77 durante 60
dias de almacenamiento.
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Anexo 32. Cambios en el contenido de Pg 3-glucaeratiedad Dorado durante 60 dias
de almacenamiento.
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Anexo 33. Cambios en el contenido de Cy 3-gludarariedad Seda durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 34. Cambios en el contenido de Cy 3-glucaevariedad Amadeus-77 durante 60
dias de almacenamiento.
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Anexo 35. Cambios en el contenido de Cy 3-glucaewmakiedad Dorado durante 60 dias
de almacenamiento.
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Anexo 36. Cambios en el contenido de Pt en la dadeSeda durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 37. Cambios en el contenido de Pt en laedad Amadeus-77 durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 38. Cambios en el contenido de de Pt en fi@de@d Dorado durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 39. Cambios en el contenido de Pn 3-gluaeratiedad Seda durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 40. Cambios en el contenido de Pn 3-gluaeratiedad Amadeus.77 durante 60
dias de almacenamiento.
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Anexo 41. Cambios en el contenido de Pn 3-glucaevatiedad Dorado durante 60 dias
de almacenamiento.
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Anexo 42. Cambios en el contenido de Mv 3-gluceewndriedad Seda durante 60 dias de
almacenamiento.
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Anexo 43. Cambios en el contenido de Mv 3-gluceewdriedad Amadeus-77 durante 60
dias de almacenamiento.
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Anexo 44. Cambios en el contenido de Mv 3-gluceemdriedad Dorado durante 60 dias
de almacenamiento.
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Anexo 45. Cambios en el contenido de antocianiotdels en la variedad Seda durante
60 dias de almacenamiento.
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Anexo 46. Cambios en el contenido de antocianiotdes en la variedad Amadeus.77
durante 60 dias de almacenamiento.
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Anexo 47. Cambios en el contenido de antocianioésles en la variedad Dorado
durante 60 dias de almacenamiento.
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