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RESUMEN

Los pigmentos de Cosmos bipinnatus se caracterizaron por su potencial
aplicacion como colorantes naturales. En el proceso de extraccion, se
evaluaron tres solventes, siendo la combinacion de agua y etanol la que
presentd los mejores resultados. Posteriormente, se evaluo la estabilidad
de los pigmentos bajo diversas condiciones de pH, temperatura y
radiacion luminica durante un periodo de almacenamiento de 41 dias.
El analisis de la cinética de degradacion de las antocianinas revelé una
reaccion de primer orden con una vida media de entre 0.7 y 63 dias.
Al final del almacenamiento, la formacién de color polimérico aumento
significativamente debido al efecto del pH (1.6 — 96.2 %), mientras que
la concentracion de antocianinas disminuyo debido a los efectos de la
temperatura (1.1 - 0 mg cyn-3-glu g). La actividad antioxidante también
se vio afectada por las condiciones de almacenamiento, disminuyendo de
251 mg ET g'a 69 mg ET g'. En términos de conservacion del color, las
muestras de pH 4 conservaron su color durante mas tiempo, a diferencia
delas de pH 10y 7. Con base en estos resultados, se recomienda utilizar
los pigmentos extraidos a pH 4 para maximizar su estabilidad y posibles
aplicaciones.

PALABRAS CLAVE : cosmos bipinnatus, pigmentos bioactivos,
estabilidad, factores degradativos.
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Estabilidad de los pigmentos de Cosmos bipinnatus. /
Stability of Cosmos bipinnatus pigments.

ABSTRACT

The pigments of Cosmos bipinnatus were characterized for their potential application as
natural dyes. In the extraction process, three solvents were evaluated, with the combination of
water and ethanol yielding the best results. The stability of the pigments was then assessed under
various conditions of pH, temperature, and light radiation over a 41 day storage period. Analysis of
the degradation kinetics of anthocyanins revealed a first-order reaction with a half-life ranging from
0.7 to 63 days. At the end of storage, polymeric color formation increased significantly due to the
pH effect (1.6 - 96.2 %), while anthocyanin concentration decreased due to temperature effects
(1.1 - 0 mg cyn-3-glu g"). Antioxidant activity was also affected by storage conditions, decreasing
from 251 mg ET g to 69 mg ET g™. In terms of color preservation, pH 4 samples retained their
color longer, unlike those at pH 10 and 7. Based on these results, it is recommended to use the
extracted pigments at pH 4 to maximize their stability and potential applications.

KEY WORDS: Cosmos bipinnatus, bioactive pigments, stability, degradative factors

Introduccién

El uso de colorantes sintéticos en alimentos ha sido ampliamente cuestionado en paises
desarrollados debido a la preocupacién por sus posibles efectos sobre la salud. Diversas
investigaciones han vinculado el consumo indiscriminado de estos pigmentos con efectos
adversos para la salud, como problemas de atencion, hiperactividad, irritabilidad, trastornos del
suefio y agresividad en bebés (Ngamwonglumlert et al., 2017; Amchova et al., 2015; de Oliveira
et al., 2024). Ademas, se ha asociado el consumo de colorantes sintéticos con el desarrollo de
enfermedades degenerativas, como el cancer en adultos (Salinas-Moreno et al., 2005; Orozco-
Villafuerte et al., 2018; Mota et al., 2023). Como resultado, la industria alimentaria ha optado por
el uso de pigmentos vegetales como alternativa natural a los colorantes artificiales, promoviendo
opciones alimentarias mas saludables (Montibeller et al., 2018). Mientras tanto, la creciente
concienciacion sobre la salud entre los consumidores ha impulsado la demanda de colorantes
naturales, convirtiéndolos en una opcién cada vez mas popular (Ngamwonglumlert et al., 2017).
En este contexto, los pigmentos de antocianinas, principales responsables de los colores rojo,
rosa, azul y morado de frutas, verduras y flores (Hurtado & Pérez, 2014), ofrecen un potencial
significativo. Estos metabolitos secundarios fendlicos de las plantas pertenecen a la familia de
los flavonoides y pueden aprovecharse como colorantes alimentarios naturales. Su incorporacion
a los alimentos no solo aporta color, sino que también proporciona beneficios antioxidantes,
gracias a sus caracteristicas estructurales (Saint-Cricq et al., 1999; Noda et al., 2002). Como
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consecuencia, las antocianinas se reconocen como pigmentos bioactivos (Salinas-Moreno et al.,
2005) con beneficios documentados para la salud (Tsada et al., 1999; Morimitsu et al., 2002;
Lazze et al., 2003). En la Unién Europea, las antocianinas se clasifican como aditivos alimentarios
con el codigo E163 (Martins et al., 2016). A nivel industrial, empresas como Givaudan Sense
Colour® ofrecen pigmentos naturales derivados de antocianinas de plantas, como bayas, uvas y
otras frutas.

A pesar de la creciente demanda de pigmentos de antocianinas, las fuentes actuales son
limitadas e insuficientes para satisfacer las necesidades industriales. Por lo tanto, es necesario
explorar fuentes vegetales alternativas para obtener estos pigmentos. Es importante destacar que
la intensidad y la estabilidad de los pigmentos de antocianinas dependen de diversos factores,
como la estructura y concentracion del pigmento, el pH, la temperatura, la intensidad luminica y
la presencia de copigmentos, iones metalicos, enzimas, oxigeno, acido ascoérbico, carbohidratos
y dioxido de azufre (Laleh et al., 2006; Ngamwonglumlert et al., 2017). Los estudios cinéticos son
utiles para determinar parametros durante el almacenamiento, predecir cambios en la composicion
y el color del producto, y determinar sus caracteristicas al final de su vida util (Krapfenbauer et
al., 2006). Ademas, la fuente vegetal de los pigmentos desempefia un papel importante en su
estabilidad. Por consiguiente, identificar fuentes vegetales adecuadas y optimizar las condiciones
de extraccién y almacenamiento son fundamentales para garantizar la estabilidad y la calidad de
los pigmentos de antocianinas.

Por otro lado, Cosmos bipinnatus, miembro de la familia Asteraceae, es una planta anual
comunmente conocida como cosmos de jardin debido a sus vibrantes flores de color rosa, rojo,
violeta o blanco. En la medicina tradicional, las flores y hojas de C. bipinnatus se han utilizado
ampliamente para tratar diversas dolencias, como dolores de cabeza, fiebre intermitente, ictericia,
dolor y trastornos estomacales. Diversas investigaciones han demostrado que C. bipinnatus
posee propiedades antiinflamatorias, como lo demuestran pruebas en macréfagos murinos,
actividad antioxidante en modelos in vitro y efectos antigenotdxicos, evaluados mediante el
ensayo cometa (Bijani et al., 2021). Cabe destacar que las flores de C. bipinnatus contienen
una cantidad significativa de antocianinas, por lo que podrian ser consideradas como una fuente
natural cuyo potencial para producir pigmentos biolégicamente activos ha sido poco estudiado
(Fernandes et al., 2019). Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo extraer pigmentos
bioactivos de las flores de C. bipinnatus y caracterizar sus propiedades fisicoquimicas.

Materiales y Métodos

El etanol (98 %) se obtuvo de J.T. Baker S.A. de C.V. (Ciudad de México, México).
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.): 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH), sal diamonica de acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), reactivo de Folin-
Ciocalteau, acido galico (98 %), quercetina, carbonato de sodio anhidro (99 %), tricloruro de
aluminio, cloruro de potasio, acetato de sodio, acido ascérbico y metabisulfito de potasio.
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Coleccion de especimenes

Se recolectaron especimenes de Cosmos bipinnatus Cav., incluyendo flores, tallos y
hojas, asi como flores frescas, en septiembre y octubre en Toluca, México. Los especimenes
fueron identificados por el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social en el
Centro Médico Nacional, y se les asigné el numero de registro 17004. Para su posterior analisis,
se seleccionaron pétalos intactos, limpios y visualmente sin dafios. Estos pétalos se secaron
mediante liofilizacién (FreeZone 2.5, Labconco, MO, EE. UU.) y posteriormente se molieron con
un procesador de alimentos hasta obtener un polvo fino.

Extraccién de los pigmentos

La extraccion de los pigmentos se realizé utilizando una version modificada de la
metodologia descrita por Medina-Torres et al. (2017). Se suspendieron 2 g de flores secas y
en polvo en 120 mL de cada solvente: agua (acuoso), agua:etanol (80:20, v/v) (hidroetandlico)
y agua:metanol (80:20, v/v) (hidrometandlico), durante 1 hora. Posteriormente, la extraccién se
realiz6 mediante ultrasonido (bafo ultrasonico, SK2210HP, Shanghai, China) a una frecuencia
constante de 53 kHz durante 40 minutos a 40 °C, seguido de agitacion a 40 °C durante 60
minutos. Tras el periodo de extraccién, las muestras se filtraron al vacio y se concentraron a
presioén reducida (RV10, IKA, EE. UU.). Finalmente, los extractos se liofilizaron y almacenaron a
4 °C hasta su posterior analisis.

Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (TPC) en los extractos se determind mediante el método
de Folin-Ciocalteu descrito por Skerget et al. (2005) con modificaciones menores. Se mezclaron
200 uL de la muestra o estandar con 100 uL de reactivo de Folin, y la mezcla se homogeneizé
e incubd en oscuridad durante 8 minutos. Posteriormente, se afadieron 200 pyL de solucion
de carbonato de sodio (20 g/100 mL) y 1,5 mL de agua destilada, y la muestra resultante se
homogeneizd e incubd en oscuridad durante 60 minutos. La absorbancia se midié a 765 nm con
un espectrofotometro (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Scientific, China). Se generd una curva
estandar con acido galico, y los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de
acido galico por gramo de extracto seco.

Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides en los extractos se analizé mediante una version modificada
del método espectrofotométrico descrito por Pekal y Pyrzynska (2014). Se mezclé una alicuota de
1000 pL de la muestra con 500 pL de cloruro de aluminio (AICI;) al 2 % y 500 pL de agua destilada.
Las muestras se agitaron, se incubaron en oscuridad durante 10 minutos y, a continuacion, se
leyeron a una absorbancia de 425 nm con un espectrofotometro (Genesys 10S UV-VIS). Se
generd una curva estandar con quercetina y los resultados se expresaron en miligramos de
equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco.
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Cuantificacion de antocianinas monomeéricas

Se empled el método de pH diferencial descrito por Giusti y Wrolstad (2001) para determinar
el contenido de antocianinas monoméricas. Se prepararon dos alicuotas del extracto: una se
diluyé con un tampén de pH 1.0 (KCI 0,025 M) y la otra con un tampén de pH 4.5 (CH;CO;Na
0.4 M). Ambas mezclas se analizaron de 400 a 700 nm con un espectrofotometro (Genesys 10S
UV-VIS). El contenido de pigmento se calculé como cianidina 3-glucdsido, utilizando un coeficiente
de extincion de 26.900 L cm™ mol™ y un peso molecular de 449,2 g mol™.

Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué mediante el método del radical DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo) descrito por Brand-Williams et al. (1995). Se mezclé una muestra de 100 pL
con 3.9 mL de una solucién de DPPH 0.1 mM en metanol. La mezcla de reaccion se incubo
en oscuridad durante 30 minutos. Posteriormente, se midié la absorbancia a 517 nm con un
espectrofotometro (Genesys 10S UV-VIS). Se generd una curva estandar utilizando una solucion
de Trolox 2 mM. Los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de Trolox por
gramo de extracto seco.

La actividad antioxidante también se evalu6 mediante el método del radical ABTS
(acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) descrito por Pellegrini et al. (1999) con
modificaciones menores. Inicialmente, se mezclaron 5 mL de ABTS 7 mM y 88 pL de persulfato
de potasio 140 mM y se dejaron reposar durante 12 horas en oscuridad. La solucion resultante se
diluy6é con metanol para alcanzar una absorbancia de 0.74 a 734 nm. Para la reaccion, se mezclo
1 mL de la muestra con 3 mL de la solucién de ABTS. Tras una incubacion de 10 minutos en
oscuridad, se midi6 la absorbancia de las muestras a 734 nm con un espectrofotdmetro (Genesys
10S UV-VIS). Se generd una curva estandar con una solucién de Trolox 2 mM. Los resultados se
expresaron en miligramos de equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco.

Determinacién de la estabilidad del pigmento bioactivo

Se prepararon soluciones acuosas (2 mg/mL) del extracto hidroetandlico. EI pH de
cada solucion se ajusto a 4, 7 o 10 utilizando soluciones saturadas de acido citrico (C.H,O,) y
carbonato de sodio (NaHCO,). Las soluciones hidroetandlicas se expusieron a tres condiciones
de temperatura (4, 25y 65 °C) y dos condiciones de luz (luz y oscuridad), lo que resultd en un total
de 18 tratamientos. La estabilidad de los extractos resultantes se evalué mediante el monitoreo
de la cinética de degradacion de las antocianinas (Seccion 2.8.1), el contenido de antocianinas
monomeéricas (Seccién 2.6), la actividad antioxidante por DPPH (Seccion 2.7), el color polimérico
y el color (Secciones 2.8.2 y 2.8.3) con una frecuencia de dos veces por semana durante un
periodo de 41 dias.
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Cinética de degradacion de las antocianinas

La cinética de degradacion de las antocianinas se puede expresar mediante parametros
cinéticos como la constante de velocidad de reaccion de primer orden (k) y la vida media
(t,), es decir, el tiempo necesario para la degradacion del 50 % de las antocianinas, que se
calcularon mediante las siguientes ecuaciones (Yang et al., 2008; Hou et al., 2013; Martynenko &
Chen, 2016):

ml = e
[Co] (Ec. 1)

_ In0.5
2= (Ec. 2)

Donde Co es el contenido inicial de antocianina monomeérica y Ct es el contenido de
antocianina monomeérica después de t dias de almacenamiento. t, ,es el tiempo de vida media, k
es la constante de velocidad de la cinética de primer orden (dias™).

Densidad de color y porcentaje de color polimérico

La densidad de color (CD) se determiné segun el método descrito por Giusti y Wrolstad
(2001). Se preparo una solucion de metabisulfito de potasio al 20 % antes del analisis. Cada
muestra (2.8 mL) se traté con 0.2 mL de la solucion de K,S,03 para blanquear o con 0.2 mL de
agua destilada como control. Tras una incubacién de 15 minutos en oscuridad, las muestras se
leyeron de 420 a 700 nm frente a un blanco de agua destilada utilizando un espectrofotémetro
(Genesys 10S UV-VIS). La densidad de color (CD) se calculé utilizando la muestra control y la
Ecuacion 3, donde A representa la absorbancia del blanco o la muestra, y DF es el factor de
dilucién del extracto.

CD = [(Ad»ZO — Az00) + (A vis—max — A?{Jﬂ]] X DF (Ec. 3)

El color polimérico (PC) se determiné utilizando la muestra y de acuerdo con la ecuacién
(4), donde A corresponde a la absorbancia de la muestra o del blanco, y DF es el factor de dilucion
del extracto.

PC = [(Aetz&l — A700) + (A vis-max _A?Clﬂ}] X DF (EC' 4)

El porcentaje de color polimérico (% PC) se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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%PC = (g) X100 oo g

Determinacion del color

El analisis de color se realizé con un colorimetro (Chroma Meter CR-400, Konica Minolta
Sensing Inc., Japon). Se midieron los parametros del espacio de color CIE L*, a*, b*, donde L*
representa la luminosidad (0 para el negro y 100 para el blanco), a* indica la oposicion de color
rojo-verde (con valores positivos que indican rojo y negativos que indican verde) y b* representa
la oposicion de color amarillo-azul (con valores positivos que indican amarillo y negativos que
indican azul). Las mediciones de color se realizaron en 20 ml de extracto, colocados en capsulas
de plastico blancas de 4 cm de diametro. La diferencia de color total entre el pigmento inicial y su
color en diferentes momentos se calculé mediante la siguiente ecuacién:

AE = [(AL)* + (Aa)” + (Ab)*1Y?  (gq. 6)

La diferencia de color (AE) se calculé mediante la siguiente ecuacion, donde AL, Aa y Ab
representan las diferencias en los valores de L*, a* y b* entre el dia 1 y los tiempos de exposicion
posteriores hasta el dia 41. La diferencia de color (AE) es una medida cuantitativa determinada por
una relacién matematica entre los tres parametros CIE: L*, a* y b*, lo que permite una evaluacion
objetiva de las variaciones de color entre muestras a lo largo del tiempo. Segun Wang et al.
(2014), las diferencias de color se clasificaron de la siguiente manera: AE < 0.2 (diferencia no
perceptible), 0.2 < AE < 0.5 (diferencia muy pequefa), 0.5 < AE < 2 (diferencia pequefa), 2 < AE
< 3 (diferencia muy perceptible), 3 < AE < 6 (diferencia perceptible), 6 < AE < 12 (diferencia fuerte)
y AE = 12 (colores diferentes).

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se presentan como
la media * desviacion estandar (SD). Los datos se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA) vy las diferencias significativas entre las medias se determinaron mediante la prueba
de Tukey (p < 0.05). El analisis estadistico se realizé con el software Statgraphics Centurion 16.

Resultados y Discusion
Caracterizacion parcial de los extractos de pétalos de flores de C. bipinnatus
De los tres solventes evaluados, el extracto acuoso presentd el mayor contenido de
compuestos fendlicos (112.7 mg GAE g), seguido de los extractos hidroetandlico e hidrometandlico
(722 £ 2.2y 77 £ 1.1 mg GAE g, respectivamente), sin diferencias significativas entre estos

dos ultimos (Tabla 1). Un estudio de Gutiérrez et al. (2008) reporté un contenido fendlico de 65
mg GAE g en extractos hidrometandlicos de 14 flores, incluyendo C. bipinnatus, que ocupo
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el tercer lugar. Por el contrario, Chensom et al. (2019) reportaron un contenido fenélico menor
(13 mg GAE g') en extractos hidroetandlicos de Cosmos yellow. EI mayor contenido fendlico
determinado en este estudio se puede atribuir a la combinacién del solvente y al método de
extraccion asistida por ultrasonido, asi como a la mayor relacién muestra:solvente, lo que mejoré
la eficiencia de la extraccién. La determinacién de fenoles totales en pétalos de C. bipinnatus es
relevante para su posible uso como pigmento natural en formulaciones alimentarias, debido a sus
beneficios para la salud (Butts-Wilmsmeyer et al., 2018; Pires et al., 2019). Por ejemplo, el alto
contenido fendlico en Cosmos caudatus, Pluchea indica y Lawsonia inermis se ha relacionado
con la actividad antioxidante y la actividad inhibidora de la lipasa pancreatica, que contribuyen a
combatir la obesidad (Abdul et al., 2017).

Tabla 1. Efecto del disolvente en la caracterizacion fitoquimica
parcial de los pigmentos bioactivos extraidos de flores de Cosmos

bipinnatus.
Fitoquimica Extracto acuoso  Extracto hidroetandlico  Extracto hidrometandlico
Fenoles totales (mg AGE g') 112.7 £ 0.5° 722 +222 77 £1.12
Flavonoides (mg QE g) 13.1+£0.7° 24.7 £ 5° 23.7+3.9°
Antocianinas (mg Cyn-3-glu g') 23+042 3.6+0.3° 49+05¢°
Actividad antioxidante-DPPH (mg TE g') 727.1 £19° 321 £ 472 305.7 £ 132
Actividad antioxidante -ABTS (mg TE g”') 695.4 + 58° 3179+ 192 379.5 £ 582

Los datos representan la media + desviacion estandar. Los valores en la misma fila con letras diferentes muestran diferencias
significativas (p < 0,05).

Por otro lado, el contenido de flavonoides en los extractos presenté un alto grado de
variacion (13.1-24.7 mg EQ g'), observandose valores significativamente mas altos en los
extractos hidroalcoholicos (Tabla 1). La eficiencia de extraccidn esta relacionada con la solubilidad
de los flavonoides en el solvente, asi como con la intensidad de las interacciones con la matriz
vegetal (Chaves et al., 2020). Sulaiman et al. (2011) reportaron que C. caudatus exhibe un mayor
contenido de flavonoides en solventes como acetona y metanol al 70 % en comparacién con el
agua. De manera similar, otros estudios han investigado el efecto del solvente en la extraccién
de flavonoides en flores comestibles, observando menores rendimientos de extraccion con agua
(Dian-Nashiela et al., 2015; Petrova et al., 2016; Fernandes et al., 2019). Los flavonoides son
sustancias facilmente oxidables que presentan efectos antioxidantes, incluyendo la inhibicién
de la lipoperoxidacion, efectos antimutagénicos e inhibicion enzimatica, principalmente debido a
su capacidad para reducir radicales libres y metales quelados (Lépez, 2002). Por consiguiente,
es deseable conservar los flavonoides, ya que se ha demostrado que poseen bioactividades
antioxidantes, antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias, diuréticas, antiespasmaddicas y
antiulcerosas gastricas (L6pez, 2002; Chaves et al., 2020). Estudios de Amamiya e lwashina (2015)
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y Bijani et al. (2021) identificaron la presencia de tres flavonoides, apigenina 7-O-glucurénido,
crisoeriol 7-O-glucurénido y luteolina 7-O-glucurénido, en los pétalos de C. bipinnatus.

Se observaron diferencias significativas en el contenido de antocianinas entre los extractos.
El extracto hidrometandlico presenté el mayor contenido (4.9 mg Cyn-3-glu g), seguido de los
extractos hidroetandlico y acuoso (Tabla 1). Segun Santos-Buelga et al. (2012), los disolventes
polares como el metanol, la acetona y sus mezclas acuosas se utilizan habitualmente para
extraer polifenoles, incluidas las antocianinas. Sin embargo, existe una tendencia creciente hacia
el uso de disolventes mas respetuosos con el medio ambiente, como el agua, el etanol o una
combinacién de ambos, para producir productos ecoldgicos que cumplan con los requisitos de
las industrias alimentaria y farmacéutica (Pires et al., 2019). Ademas, se ha descrito que las
antocianinas poseen propiedades similares a las vitaminas, efectos beneficiosos sobre el sistema
vascular capilar y venoso, y actividades antioxidantes, antiinflamatorias y antiplaquetarias, con
muy baja toxicidad (L6pez, 2002).

La actividad antioxidante de los extractos de pétalos de flor de C. bipinnatus se presenta
en la Tabla 1. Los valores obtenidos utilizando ambos radicales variaron segun el tipo de
disolvente. El extracto acuoso presentd la mayor actividad antioxidante en ambas pruebas
(727.1 y 695.4 mg ET g para DPPH y ABTS, respectivamente), casi el doble que la de los
extractos hidroalcohdlicos. La capacidad para inhibir los radicales libres DPPH y ABTS se ve
influenciada por el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, asi como por el grado
de polimerizacién, concentracién e interaccion de sus diversas estructuras quimicas con
ensayos colorimétricos (Sulaiman et al., 2011). Cabe destacar que se ha descubierto que C.
caudatus contiene flavonol glucésido, kaempferol y flavona C-glucésido, considerados agentes
antienvejecimiento para la piel debido a su capacidad para inhibir la tirosinasa, la colagenasa y
la elastasa (Phong et al., 2022).

Estabilidad de las antocianinas de los pétalos de flores de C. bipinnatus

Para evaluar la estabilidad del pigmento frente a factores degradativos, se seleccioné
el extracto hidroetandlico por su alto contenido en antocianinas y su amplia capacidad de
pigmentacion; el hidrometandlico no se consider6 debido a sus conocidos efectos toxicos para
los humanos. sin embargo, si se considerd en la caracterizacion para tenerlo como referencia
por su conocida afinidad por las antocianinas (Santos-Buelga et al. 2012). Las antocianinas son
los compuestos responsables del color en los pétalos de las flores de C. bipinnatus, y a su vez,
la tonalidad del color depende del pH, la temperatura, la luz, la presencia de iones metalicos,
copigmentos, enzimas, oxigeno y azucares (Ngamwonglumlert et al., 2017). Para seleccionar
extractos con colores adecuados para su posterior aplicacién en matrices alimentarias y/o
farmacéuticas, se realizdé un barrido de pH (1-14). Como se muestra en la Figura 1, a valores
de pH acidos se conserva el color rosado caracteristico de los pétalos de las flores, a pH neutro
se genera el color lila, y a pH alcalino, el pigmento puede pasar por colores pardos, verdes y
amarillos. De acuerdo con estas tonalidades de color del extracto hidroalcohdlico derivadas del
cambio de pH, se seleccionaron los extractos a pH 4, 7 y 10.
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Figura 1. La Gama de colores que presentan los pigmentos bioactivos del Cosmos
bipinnatus a diferentes pH.

Fuente: Elaboracion propia.

Delgado-Vargas et al. (2003) y Ngamwonglumlert et al. (2017) reportaron cambios de
color en soluciones de antocianina, los cuales se atribuyen al equilibrio entre diferentes especies
quimicas. En soluciones acuosas, las antocianinas existen en un equilibrio dinamico entre el
cation flavilio, la pseudobase carbindlica, la base quinoidal y las formas chalcona. A pH 1, el
cation flavilio, el cual exhibe un color rojo, es la especie dominante. Sin embargo, a medida
que el pH aumenta a 4 o 5, la concentracion de la pseudobase carbindlica incolora aumenta a
expensas del catién flavilio. A pH 6, los grupos hidroxilo en la estructura de la antocianina se
vuelven mas pronunciados, y la concentracion de la base quinoidal aumenta, resultando en un
color azul o violeta inestable. A medida que el pH continda aumentando a 8, la base quinoidal se
transforma en chalcona, la cual exhibe un color amarillo.

Como se ilustra en la Figura 2a, el contenido de antocianinas monoméricas disminuyd en
todos los tratamientos después de 41 dias de almacenamiento. La degradacién mas pronunciada
de antocianinas (74-100 %) ocurrié en extractos expuestos a 65 °C a pH 10, mientras que la
pérdida mas baja (retencion del 64 %) se observo en extractos almacenados a 4 °C a pH 4 (Tabla
2), independientemente de las condiciones de luz. Este comportamiento puede atribuirse a los
efectos acumulativos del tiempo, la temperatura, el pH y la exposicién a la luz, que colectivamente
promueven la degradacion de antocianinas. El andlisis estadistico de los principales efectos
reveld que el tiempo fue el principal contribuyente a la degradaciéon de antocianinas, seguido
de la temperatura, el pH y finalmente las condiciones de luz. Se sabe que la estabilidad de las
antocianinas en los alimentos esta influenciada por varios factores fisicos y quimicos, incluyendo
la actividad enzimatica, el pH, el contenido de azucar y la presencia de copigmentos, metales,
iones, peréxido de hidrégeno y otros compuestos (Martynenko & Chen, 2016). La temperatura
se ha identificado como un factor crucial que influye en la degradacién de las antocianinas,
Ngamwonglumlert et al. (2017) informaron que la temperatura induce la destruccién logaritmica
del pigmento con el tiempo, con una mayor degradacion ocurriendo a 100 °C. Esta degradacién
térmica implica la formacion de una pseudobase de carbinol incolora y la posterior apertura del
anillo de pirilio para formar chalcona, lo que finalmente conduce a la formacién de un producto
de degradacion marréon. De manera similar, Sinela et al. (2017) observaron una disminuciéon en
la concentracion de antocianinas en extractos de Hibiscus sabdariffa después de 60 dias, lo que
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indica la degradacion del pigmento original. Especificamente, delfinidina 3-O-sambubidsido y
cianidina 3-O-sambubidsido mostraron tasas de degradacién del 11 %y 17 % a4 °C,y del 99 % y
98 % a 37 °C, respectivamente. También se ha reportado la degradacion de antocianinas debido
a la temperatura y el pH en extractos de diversas flores, como la rosa y el crisantemo (Xu et al.,
2021). Patras et al. (2010) destacaron el papel crucial de la temperatura de almacenamiento en
la pérdida de antocianinas, observando una degradacién mas lenta a 20 °C en comparaciéon con
37 °C. Ademas, Brownmiller et al. (2008) observaron que mas del 50 % de las antocianinas
en puré de arandanos (cv. Bluecrop) se perdieron después de 6 meses de almacenamiento,
acompanado de un aumento en los valores de color polimérico, o que indica una extensa
polimerizacién de antocianinas durante el almacenamiento.

La pérdida de antocianinas también se ve influenciada por el efecto del pH. Segun Tan
et al. (2014) y Hou et al. (2013), a valores de pH inferiores a 4, las antocianinas se presentan
principalmente en forma del catién flavilio, lo que mejora su estabilidad. Por el contrario, un
aumento del pH puede reducir la estabilidad de los pigmentos. Cevallos-Casals y Cisneros-
Zevallos (2004) informaron que, a pH de 0.9 a 4.0, los pigmentos de batata roja y zanahoria
morada mostraron una alta estabilidad durante el almacenamiento a 20 °C durante 134 dias.
Sin embargo, a valores de pH superiores a 4, el color viré de azul purpura a amarillo parduzco.
En un estudio independiente, Gamage y Choo (2023) observaron que los colorantes preparados
a partir de bayas de goji negro (Lycium ruthenicum) y polvo de batata morada apH 3, 4,5y 6
retenian hasta el 70 % de las antocianinas a pH 3, lo que indica su idoneidad como colorante
en alimentos &cidos almacenados en camaras frigorificas. Hu et al. (2014) determinaron las
condiciones éptimas para la extraccién de antocianinas de extractos metandlicos de bayas de goji
negro (Lycium ruthenicum Murray) e investigaron su estabilidad a diversos niveles de pH (1, 3, 5,
7,9, 11, 13). Los resultados mostraron que a valores de pH mas bajos (1 y 3), se retenia hasta el
90 % de las antocianinas tras 12 dias de observacion. Por el contrario, en soluciones alcalinas
(pH 11 y 13), la retencion fue de aproximadamente el 20 %. Estos hallazgos indican que la
estabilidad de las antocianinas también depende de la fuente vegetal.
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Figura 2. Efecto del tiempo, la temperatura, el pH y la incidencia de la luz sobre los
pigmentos bioactivos de los pétalos de la flor de Cosmos bipinnatus

durante 41 dias de almacenamiento en (a) antocianinas monoméricas (mg de cyn-3-glu g-1), (b) actividad
antioxidante por DPPH (mg de TE g-1) y (c) diferencia de color (AE).

Fuente: Elaboracion propia.

Cinética de degradacion de antocianinas

La cinética de degradacién de antocianinas en extractos de C. bipinnatus se representé
graficamente en funcion del logaritmo de la concentracion frente al tiempo, y se utilizé un analisis
de regresion lineal para determinar la constante de velocidad de degradacién (k) y el tiempo de
vida media (t,) (Figura 3). La degradacion de antocianinas a lo largo del tiempo se ajust6 a una
ecuacién de primer orden, con variaciones en el coeficiente de regresién lineal (0.7739 < R?
< 0.9871) (Tabla 2). Entre los factores evaluados, la temperatura tuvo el mayor impacto en la
degradacioén de antocianinas (Figura 3A), mostrando una relacién directamente proporcional entre
el aumento de temperatura y la degradacién de antocianinas. Cabe destacar que la temperatura
de 65 °C provoco la degradacion mas extensa desde el primer dia. Por el contrario, cuando las
muestras se expusieron a diferentes valores de pH (Figura 3B), un aumento de la alcalinidad
(pH 10) promovié la degradacion de antocianinas a los pocos dias de almacenamiento.
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Los parametros cinéticos de la degradacion de antocianinas se presentan en la Tabla 2.
Los resultados indican que el aumento de la temperatura conlleva un aumento de la constante
de velocidad (k) y una disminucion de los valores de vida media (t,); se observaron tendencias
similares con el aumento del pH y la exposicion a la luz. En general, los valores de ky t, demuestran
que la estabilidad de las antocianinas disminuye principalmente con el aumento de la temperatura
y el pH. Este comportamiento se observé con mayor intensidad en muestras a 65 °C y pH 10.
Por el contrario, el valor mas alto de t,, (63 dias) se determin6 a 4 °C, pH 4 y en oscuridad, lo
que indica una proteccion optima de las antocianinas (64.4 %) en estas condiciones. El analisis
de los tratamientos a diferentes temperaturas revel6 que los valores de t, a 4 °C oscilaron entre
10.4 y 63 dias, a 25 °C entre 6.9 y 35.3 dias, y a 65 °C entre 0.7 y 7.8 dias, lo que indica que las
antocianinas son menos estables a temperaturas elevadas.

Figura 3. Cinética de degradacion de antocianinas en extractos de pétalos de
flores de Cosmos bipinnatus.

A) Efecto de la temperatura (4, 25y 65 °C). B) Efecto del pH (4, 7 y 10). Las lineas discontinuas representan
el comportamiento predicho por el modelo cinético de primer orden.

Fuente: Elaboracién propia.

La exposicion al tratamiento térmico puede desencadenar una multitud de mecanismos,
incluyendo la glicosilacion, el ataque nucleofilico por agua, la escisidén y la polimerizacion, que
pueden conducir a la degradacién de las antocianinas. Como resultado, tanto la intensidad del
color, determinada por las antocianinas monomeéricas, como su cantidad disminuyen con el tiempo
y la temperatura, mientras que la cantidad de pigmentos marrones resultantes del pardeamiento o
la polimerizacion aumenta (Jiang et al., 2019; Enaru et al., 2021). Este fendmeno de degradacion
térmica se ha observado en purés de arandanos sometidos a procesamiento hidrotermodinamico
(HTD) a temperaturas que oscilan entre 70 y 105 °C. Los resultados muestran una disminucion
significativa de la vida media (t,) de 346.6 a 38.7 minutos, lo que indica que las antocianinas
son mas susceptibles a la degradacion térmica a temperaturas superiores a 95 °C. Esta mayor
sensibilidad puede atribuirse a varios factores, como la formacion de pigmentos de melanoidina, asi
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como a reacciones de condensacion, copigmentacion y degradaciéon que dan lugar a la formacién
de chalcona, que se degrada posteriormente a productos marrones durante el tratamiento térmico
(Martynenko & Chen, 2016).

Con respecto a la influencia del pH en la estabilidad de las antocianinas, los valores de
vida media (t,)) variaron de 2.2 a 63 dias a pH 4, de 1.3 a 35.3 diasapH 7 y de 0.7 a 21.8 dias a
pH 10. Estos resultados sugieren que el aumento del valor de pH acelera la degradacién de las
antocianinas, lo que lleva a una disminucion en la intensidad del color o un cambio en el color, lo
que afecta la aplicacion y la vida util del pigmento. Para contrarrestar este fendmeno y mejorar
la estabilidad de las antocianinas, los mecanismos de copigmentacion intermolecular, como las
asociaciones entre antocianinas y fenoles, flavonoides, polisacaridos, aminoacidos, alcaloides
0 acidos organicos, pueden prevenir la hidratacién del cation flavilio y la posterior formacién de
chalcona (Enaru et al., 2021).

Tabla 2. Parametros de la cinética de degradacién de antocianinas
de los pétalos de la flor de Cosmos bipinnatus por efecto de la
temperatura, el pH y la incidencia de la luz.

Incidencia K t,( 2 Degradacion de
Temperatura pH ; " r .. o
de luz (dias ") dias) antocianinas (%)
Oscuridad 0.01 £ 0.001f 63.0 £ 542 0.9069 35.6
4
Luz 0.02 + 0.003f 324 +52° 0.9676 57.8
Oscuridad 0.02 + 0.007f 35.3+2.1° 0.8543 51.8
4°C 7
Luz 0.03 £ 0.011f 326+ 13° 0.9227 74.5
Oscuridad 0.03 £ 0.004f 21.8 £2.90¢ 0.9025 74
10
Luz 0.07 £ 0.019f 10.4 £2.7¢4 0.9871 94.5
Oscuridad 0.02 + 0.006" 35.3+10.9° 0.8821 56.7
4
Luz 0.03 + 0.001f 21.5+1.3v¢ 0.7739 100
Oscuridad 0.05 + 0.007f 13.4 +£2.2¢4 0.8252 93.6
25°C 7
Luz 0.08 + 0.039f 9.6 £ 4.7¢4 0.9498 100
Oscuridad 0.05 £ 0.007f 13.1 £ 1.8¢°d 0.9023 94.5
10
Luz 0.1 +£0.026°f 6.9 +1.8¢ 0.9519 97.3
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Continuacion

Tabla 2. Parametros de la cinética de degradacién de antocianinas
de los pétalos de la flor de Cosmos bipinnatus por efecto de la
temperatura, el pH y la incidencia de la luz.

Incidencia K t,( ) Degradacién de
Temperatura pH 3 : r .. o
de luz (dias ') dias) antocianinas (%)
Oscuridad 0.21 £ 0.0014e 3.2 £0.02¢ 0.9413 100
4
Luz 0.33 £ 0.05¢ 2.2+0.3¢ 0.9825 100
Oscuridad 0.50 + 0.01° 1.3+0.3¢ 0.9264 100
65 °C 7
Luz 0.89+0.112 7.8 £0.9%4 0.9000 100
Oscuridad 0.78 £ 0.15° 0.9+0.19¢ 0.9000 100
10
Luz 0.93 +0.022 0.7 £0.1¢ 0.8256 89

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar. Los valores seguidos de letras diferentes
representan diferencias significativas (p < 0.05).

Ademas, los mecanismos de copigmentacion intramolecular, que involucran asociaciones
entre antocianinas, también pueden contribuir a la estabilidad. Se ha observado que la presencia
de grupos acilo y un mayor numero de grupos metoxilo en el anillo B mejora la estabilidad de
las antocianinas, mientras que un aumento en los grupos hidroxilo o la ausencia de grupos acilo
disminuye la estabilidad (Escribano-Bailon et al., 2004). De manera similar, Hou et al. (2013)
encontraron que las antocianinas de los extractos de arroz negro (Oryza sativa L.) se degradaron
mas rapidamente con el aumento de latemperatura (100 °C) y a valores de pH superiores a 5. Otros
estudios también han investigado el impacto del pH en la estabilidad de las antocianinas. Cisse et
al. (2009) encontraron que un valor de pH mayor de 3 reduce significativamente la estabilidad de
las antocianinas en extractos de jugo de naranja sanguina (Citrus sinensis). De manera similar,
Tarker y Erdogdu (2006) informaron que las antocianinas extraidas de zanahoria negra (Daucus
carota var. L.) son mas estables a pH 2, y que el aumento del pH puede conducir a una menor
estabilidad del pigmento. Un estudio sobre col lombarda demostré que las antocianinas aciladas
son mas estables que sus contrapartes no aciladas en condiciones de pH 7 y 50 °C, lo que
contribuye a mantener el color azul (Fenger et al., 2020). Si bien la estabilidad de las antocianinas
se ha estudiado ampliamente, es evidente que su estabilidad también se ve influenciada por la
fuente vegetal de la que se extraen. Por lo tanto, para considerar una posible fuente de obtencién
de estos pigmentos, se requieren estudios especificos segun la fuente vegetal. Cabe destacar la
falta de investigacion sobre la estabilidad de los pigmentos de Cosmos bipinnatus y su posible
uso como colorantes naturales en la industria alimentaria.
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Color polimérico

El color polimérico es una medida que indica el grado de polimerizacién de las antocianinas,
el cual también esta relacionado con su estabilidad. La degradacion de las antocianinas siempre va
acompafada de la formacion de color polimérico (Martynenko & Chen, 2016). La Tabla 3 muestra
diferencias significativas (p <0.05) en el porcentaje de color polimérico al dia 0 y su formacién tras
41 dias de almacenamiento para los diferentes tratamientos. Los efectos del pH y la temperatura
en la formacién de color polimérico también son evidentes. Cuando las muestras se expusieron
a pH 4, independientemente de la temperatura, se favorecio la reacciéon de polimerizacion de las
antocianinas, lo que resulté en un aumento del color polimérico durante el almacenamiento (del
32.19 al 96.19 %). Esta polimerizacion se considera prioritaria en condiciones acidas (pH 4), ya
que el cation flavilio se encuentra en su forma mas estable, lo que le permite polimerizar con
otras antocianinas, compuestos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides, taninos) o compuestos
no fenolicos (aminoacidos, acidos organicos) presentes en el entorno (Tirkyillmaz & Ozkan, 2012;
Sinela et al., 2017). Sin embargo, aumentar el pH a 7 y 10 conduce a reacciones adicionales,
como la degradacion, la hidrdlisis, la glicosilacion y las reacciones de oxidacion, que reducen la
formacién de color polimérico. En comparacion con las muestras a pH 4, las condiciones alcalinas
dan como resultado una menor formacion de color polimérico (a pH 7 del 22.37 al 83.59 % y a pH
10 del 22.44 al 31.95 %, respectivamente). Esta diferencia en el comportamiento puede atribuirse
a la rapida degradacion de las antocianinas en condiciones alcalinas y altas temperaturas, lo que
conduce a la apertura del anillo de pirilio, la formacién de chalconas y productos de degradacion
marrones, como los glucésidos cumaricos, y la hidrdlisis de la fraccion de azucar de las antocianinas
para formar antocianidinas, aldehidos y derivados del acido benzoico, lo que resulta en la pérdida
del pigmento original (Seeram et al., 2001; Patras et al., 2010).

Danisman et al. (2015), Martynenko y Chen (2016) y Ngamwonglumlert et al. (2017)
observaron que temperaturas superiores a 60 °C provocan una disminucion de las antocianinas
monomeéricas y un aumento de la formacion de color polimérico. Este fendmeno implica la
formacion de una pseudobase de carbinol incolora y la posterior apertura del anillo de pirilio para
formar chalconas, que finalmente se transforman en un producto de degradacién marrén. En
extractos de boniato morado y zanahoria morada almacenados durante 134 dias a valores de
pH superiores a 4.0, Cevallos-Casal y Cisneros-Zevallos (2004) encontraron que la degradacion
de las antocianinas provoco cambios de color de morado a azul, después a marrén y finalmente
a amarillo. Segun Seeram et al. (2001), el aumento del pH a 7 o 10, combinado con altas
temperaturas, provoca una rapida degradacion de las antocianinas en cerezas (Prunus cerasus
L. cv. Balaton) a derivados del acido benzoico. Ademas, Gdssinger et al. (2009) informaron un
efecto positivo significativo del preenfriado de fresas (Fragaria ananassa, cultivar Elsanta) en la
estabilidad del color de los néctares de puré, que pueden almacenarse durante mas de 12 meses.
También descubrieron que el almacenamiento en frio a 4 °C es un método eficaz para estabilizar
el color de los néctares de fresa.
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Efecto del almacenamiento sobre la actividad antioxidante

Como se muestra en la Figura 2b, durante el almacenamiento, los tratamientos a pH 4
y 7 mostraron una menor pérdida de actividad antioxidante, mientras que los extractos a pH 10
mostraron una drastica pérdida de actividad. La retencion de la capacidad antioxidante durante
el almacenamiento puede atribuirse a la formacion de copigmentos (Tsai et al., 2004), que
compensan la pérdida de antocianinas monoméricas, o a la formacion de productos donantes
de hidrogeno que inhiben la reaccion en cadena de los radicales libres, contribuyendo asi al
efecto reductor del DPPH. Estos resultados concuerdan con la tendencia observada por Tsai
y Huang (2004) para extractos etandlicos acidificados de flores de Hibiscus sabdariffa L. tras
el tratamiento térmico (90 °C) durante 147 horas, que mostré una reduccion del 18-43 % en el
DPPH. De forma similar, Chaovanalikit y Wrolstad (2004) observaron que la actividad antioxidante
de las cerezas enlatadas (Prunus cerasus L.), medida mediante la capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (ORAC), aumento tras 5 meses de almacenamiento a 22 °C. Hager et al.
(2008) observaron un aumento de los valores de ORAC del 32 % y el 27 % tras 3 y 6 meses de
almacenamiento, respectivamente, en frambuesas negras (Rubus occidentalis L.) en almibar.
Por el contrario, los tratamientos a pH 10 mostraron una menor actividad antioxidante al final del
almacenamiento, probablemente relacionada con la degradacion de las antocianinas asociada al
efecto de la temperatura.

Tabla 3. Influencia de los factores degradativos, temperatura, pH e
incidencia de la luz sobre el color polimérico en extractos de pétalos
de flores de Cosmos bipinnatus durante 41 dias de almacenamiento.

Color polimérico (%)

Temperatura pH Incidencia de luz
Dia 0 Dia 41
4 Osuridad 32.19 £ 0.31f 91.69 + 1.252P
Luz 3219+ 0.31f 96.19 £ 2.05°
4°C 7 Osuridad 22.37 £ 2.589 29.64 £ 0.42f
Luz 22.37 £2.589 28.35 £ 2.09f
10 Osuridad 2244 +2.229 1.65+ O.6Zf
Luz 22.44 + 2229 419 £ 0.794
4 Osuridad 32.19+0.31f 86.47 + 0.05°¢
Luz 32.19 £ 0.31f 95.85 +2.012
25 °C 7 Osuridad 22.37 £2.589 57.6 + 2.24¢
Luz 22.37 £2.589 58.13 + 3.74%¢
10 Osuridad 22.44 2229 31.95 + 2.69f
Luz 22.44 2229 15.64 £ 0.19"
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Continuacion

Tabla 3. Influencia de los factores degradativos, temperatura, pH e
incidencia de la luz sobre el color polimérico en extractos de pétalos
de flores de Cosmos bipinnatus durante 41 dias de almacenamiento.

Color polimérico (%)

Temperatura pH Incidencia de luz Dia 0 Dia 41
4 Osuridad 32.19 £ 0.31f 95.36 + 0.75°
Luz 32.19 £ 0.31f 95.18 £ 0.492
65 °C 7 Osuridad 22.37 £2.589 63.97 + 2.05¢
Luz 22.37 £2.589 83.59 £ 1.51°
10 Osuridad 22.44 2229 12.14 £ 0.02"
Luz 22.44 +£2.229 9.85 + 1.37Mi

Los resultados se expresan como la media + desviacién estandar. Los valores seguidos de letras diferentes
representan diferencias significativas (p < 0.05).

Analisis de la estabilidad del color

El desarrollo de pigmentos naturales para su posible uso en alimentos requiere un analisis
de la estabilidad del color antes de su aplicacién. En este estudio, se emplearon el analisis del
espacio de color CIE Lab y la diferencia de color (AE) para determinar el comportamiento del
pigmento durante 41 dias de almacenamiento en diversas condiciones de exposicién a la luz,
temperatura y pH (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de los factores degradativos, temperatura, pH e
incidencia de la luz sobre el color en extractos de pétalos de flores
de Cosmos bipinnatus durante 41 dias de almacenamiento.

Temperatura oH Dia 0 Dia 41
(°C) L* a b AE L a b AE
Oscuridad
4 25.87 28.25 -4.23 0 30.39 18.81 -3.52 10.53
(0.12) (1.34) (0.04) (0.12) (0.04) (0.04) (1.34)
4 7 25.25 13.56 -0.92 0 36.51 -0.28 9.60 20.71
(0.11) (0.17) (0.23) (0.37) (0.04) (0.18) (0.12)
10 16.70 10.43 9.01 0 36.15 -1.71 12.03 23.12
(0.14) (0.13) (0.17) (1.04) (0.16) (0.21) (0.94)
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Tabla 4. Efecto de los factores degradativos, temperatura, pH e
incidencia de la luz sobre el color en extractos de pétalos de flores
de Cosmos bipinnatus durante 41 dias de almacenamiento.

Temperatura Dia 0 Dia 41
o pH
) L* a b AE Lt a b AE
4 25.87 28.25 -4.23 0 35.05 5.93 5.73 30.02
(0.12) (1.34) (0.04) (0.52) (0.24) (0.07) (1.18)
25 7 25.25 13.56 -0.92 0 35.63 0.33 15.85 28.67
(0.11) (0.17) (0.23) (0.46) (0.05) (0.14) (1.98)
10 16.70 10.43 9.01 0 36.52 -0.10 12.10 21.65
(0.14) (0.13) (0.17) (0.74) (0.08) (0.52) (1.12)
4 25.87 28.25 -4.23 0 30.84 2.47 19.74 38.53
(0.12) (1.34) (0.04) (0.28) (0.06) (0.04) (0.87)
65 7 25.25 13.56 -0.92 0 36.41 1.32 22.22 28.67
(0.11) (0.17) (0.23) (0.31) (0.14) (0.39) (0.59)
10 16.70 10.43 9.01 0 35.79 2.09 28.99 28.86
(0.14) (0.13) (0.17) (0.28) (0.04) (1.61) (0.48)
Luz
4 25.87 28.25 -4.23 0 32.73 8.45 0.39 21.45
(0.12) (1.34) (0.04) (0.25) (0.13) (0.06) (1.47)
4 7 25.25 13.56 -0.92 0 40.31 -1.05 11.17 24.21
(0.11) (0.17) (0.23) (0.97) (0.17) (0.93) (1.15)
10 16.70 10.43 9.01 0 33.17 -2.35 23.02 25.11
(0.14) (0.13) (0.17) (0.23) (0.15) (2.15) (0.17)
4 25.87 28.25 -4.23 0 42.89 3.72 4.42 31.08
(0.12) (1.34) (0.04) (0.37) (0.10) (0.12) (1.27)
25 7 25.25 13.56 -0.92 0 39.55 0.77 17.31 28.67
(0.11) (0.17) (0.23) (0.15) (0.01) (0.36) (0.22)
10 16.70 10.43 9.01 0 27.59 4.32 28.08 22.79
(0.14) (0.13) (0.17) (0.08) (0.07) (0.65) (0.74)
4 25.87 28.25 -4.23 0 40.21 0.39 16.62 38.53
(0.12) (1.34) (0.04) (1.79) (0.10) (0.04) (1.80)
65 7 25.25 13.56 -0.92 0 44.77 -0.27 11.81 28.67
(0.11) (0.17) (0.23) (0.40) (0.02) (0.53) (1.47)
10 16.70 10.43 9.01 0 38.33 -1.26 21.27 21.65
(0.14) (0.13) (0.17) (0.28) (0.03) (0.16) (0.04)
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Para las 18 muestras estudiadas, se observé un aumento significativo en el valor L* a
partir del dia 2, que se mantuvo hasta el final del almacenamiento. Este aumento en L* también
fue reportado por Montibeller et al. (2018) al evaluar la estabilidad de las antocianinas de residuos
de uva aplicados como colorante alimentario en kéfir y agua carbonatada. Este comportamiento
puede estar relacionado con la degradacion de las antocianinas en el tiempo, lo que resulta
en la decoloracién del pigmento y un aumento en el valor L*. Por el contrario, el parametro a*
disminuy¢ significativamente con el tiempo, el mayor cambio observado fue en el pigmento con
pH 10 expuesto a la luz y la oscuridad, asi como a las tres temperaturas. Segun Hubbermann
et al. (2006), la disminucidon en el valor a* esta asociada con la pérdida de antocianinas y la
consiguiente pérdida de color rojo. Este cambio se puede explicar por el equilibrio entre los cuatro
cromoforos de antocianinas en soluciones acuosas y la posterior reaccion de hidratacién del
cation flavilio, que implica la entrada de una molécula de agua, la liberacion de un protén y el
ataque nucleodfilico del hidroxilo del agua, que neutraliza la carga y hace que desaparezca el
color rojo. Por otro lado, el parametro b* aumentd con el tiempo, esto fue evidente en todos los
tratamientos, mostrando un cambio en el color azul (-b*) hacia amarillo (+b*). Este fendmeno
esta relacionado con la formacion de chalconas favorecida por el aumento de la temperatura
y el pH, que corresponde a los resultados observados en las muestras sometidas a pH 7 y 10
a 25 y 65 °C. En cuanto a la diferencia de color (AE) para todas las muestras a pH 7 y 10, se
observé un cambio marcado a partir del dia 5 en adelante, lo que indica inestabilidad del color
en estas condiciones (Figura 2c¢). En concreto, en los tratamientos a pH 4 se produjeron cambios
significativos a lo largo del tiempo: a 4 °C se observo una fuerte diferencia seguida de un cambio
de color a partir del dia 21; a 25 °C la diferencia de color aparecié a partir del dia 13; y a 65 °C la
diferencia de color fue evidente a partir del dia 2.

Conclusiones

El presente estudio propone el uso del extracto hidroetandlico de pétalos de flor de Cosmos
bipinnatus como pigmento natural con propiedades bioactivas, atribuidas a su alto contenido de
antocianinas monoméricas. La caracterizacion fitoquimica utilizando diversos solventes polares
(acuoso, hidroetandlico e hidrometandlico) confirmé la idoneidad del extracto hidroetandlico.
La estabilidad del extracto se evalud bajo diferentes condiciones, incluyendo pH (4, 7 y 10),
temperatura (4, 25 y 65 °C) y radiacion luminosa (luz y oscuridad). Los resultados mostraron
que la degradacion de las antocianinas sigue una cinética de reaccion de primer orden, con
una vida media maxima de 63 dias. Con el tiempo (41 dias), la estabilidad de las antocianinas
monomeéricas disminuyo, mientras que la formacién de color polimérico aumento6 con el aumento
de la temperatura y el pH. El cambio de color mas significativo (de rosa a amarillo), asi como la
pérdida de actividad antioxidante, ocurrié en los tratamientos a pH 10 y 65 °C, tan solo unos dias
después de la exposicion. En cambio, las antocianinas mostraron mayor estabilidad y conservaron
su color pigmentario en condiciones de pH 4, 4 °C y oscuridad. Estos hallazgos sugieren que
estas condiciones deben considerarse al desarrollar futuros alimentos funcionales o al utilizar el
extracto como colorante funcional.
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