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RESUMEN

No existe suficiente informacién sobre la variacibn de las
caracteristicas de la pulpa de Camu-Camu verde, pintén y madura, al estado
fresco, concentrada ni almacenada en congelacién; razén por la que se planted
la caracterizacion fisicoquimica, determinar la capacidad antioxidante y evaluar
el almacenamiento en congelacion, del acido ascoérbico, polifenoles totales,
capacidad antioxidante y cuantificacibn de mohos y levaduras; de la pulpa de
seleccionada, fresca y concentrada.

Se emplearon métodos de analisis fisicoquimicos (AOAC, 1 995),
acido ascoérbico (GOKMEN et. al, 2 001), polifenoles totales (PRICE y BUTLER,
1 997), cuantificacion de mohos y levaduras (ICMSF, 2 000), capacidad
antioxidante DPPH" y ABTS™ (BRAND-WILLIAMS et. al, 1995; RE et. al, 1 999).

Los resultados y discusiones permitieron concluir que la pulpa de
Camu-Camu madura presenté mayor contenido de acido ascorbico y polifenoles
totales, con 2068,35 y 794,14 mg x 100 g™ de pulpa fresca; respectivamente; y
la pulpa concentrada al vacio en 1,99 y 1,77 veces respectivamente;
produciéndose pérdidas de almacenamiento en 30,16% vy 20,7%,
respectivamente; asi mismo presenté mayor capacidad antioxidante frente al
radical DPPH" y al catibn ABTS™, con valores ICsq 7,53 y 2,95 pg x mL™
respectivamente; incrementandose en 1,22 y 1,14 veces respectivamente; con
pérdidas de almacenamiento de 18,2% y 12,51% respectivamente. Al inicio del
almacenamiento la pulpa madura de Camu-Camu presenté mayor carga
microbiana; al término del almacenamiento ambos tratamientos alcanzaron

contenides < 10 UFCxg™.



. INTRODUCCION

El Camu-Camu (Myrciaria dubia Mc Vaugh H.B.K.), es una fruta
nativa que crece en la Amazonia Peruana, crece en forma natural en rios y lagos
de aguas oscuras con una capacidad de resistencia a las inundaciones.
(FLORES, 1 997; RIVA, GONZALES, 1 996).

Se caracteriza por su alto contenido en acido ascérbico presentando
2 780 mg/100g, que supera significativamente a citricos como el limén y la
naranja (VILLACHICA ef. al, 1 998), convirtiéndose asi en un poderoso
antioxidante y fortalecedor del sistema inmunolégico que ha despertado el
interés del mercado internacional por sus propiedades funcionales y
nutracéuticas.

La forma de uso del Camu-Camu es diversa, pudiendo utilizarse la
pulpa en forma congelada, en el presente estudio la pulpa fue obtenida de frutos
en distintos estados de madurez, para luego proceder a realizar las operaciones
preliminares y poder efectuar un adecuado pulpeado de! fruto, luego se procedié
a concentrar la pulpa al vacio, eliminandose el 50 % del agua; seguidamente se
envaso al vacio, empleandose bolsas de polietileno, con el fin de proteger la
pulpa, evitando el efecto del oxigeno en las diversas reacciones de deterioro;
finalmente se congelo a la temperatura de -20°C. El estudio de almacenamiento

se realiz6 empleando pulpa congelada.



Los objetivos del presente trabajo de investigacién fueron:

- Caracterizar fisicoquimicamente la pulpa de Camu-Camu en tres estados de

madurez.

- Cuantificar el acido ascoérbico, polifenoles totales, evaluar la actividad
antioxidante (DPPH’, ABTS™) y cuantificacién de mohos y levaduras de la

pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez.

- Cuantificar el acido ascorbico, polifenoles totales, evaluar la actividad
antioxidante (DPPH’, ABTS™) y cuantificacién de mohos y levaduras de la

pulpa de Camu-Camu seleccionada, concentrada al vacio, empacada al vacio

y almacenada durante 90 dias.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Camu-Camu

El Camu-Camu es un frutal arbustivo nativo (A-l) de la Amazonia con una
gran diversidad genética cuya creciente demanda en los mercados
internacionales se basa en su elevado contenido de acido ascérbico (2,700 mg
/ 100 g. de pulpa). Contiene mds vitamina C que cualquier otra fruta conocida en
el planeta (MINAG, 2 009). Comparada con el limén y naranja este es 63 y 30
veces mas rico en vitamina C respectivamente; tiene 10 veces mas hierro, 3
veces mas niacina, dos veces mas riboflavina y 50% mas fosforo (ZAPATA Y
DUFOUR, 1 993). Adicionalmente, el Camu-Camu posee pequefias cantidades
de calcio, tiamina y otros poderosos elementos fitoquimicos. Estas y otras
propiedades medicinales lo convierten en un poderoso antioxidante,
antidepresivo, anticancerigeno, alivia problemas cardiovasculares, utilizandose
también en el alivio del stress y en procesos antigripales (PINEDO et al.,
2 005; MINAG, 2 009).

MINAG (2 000) menciona que la pulpa del fruto maduro es comestible, es
acido, tiene sabor y aroma agradable. Se exporta generalmente como pulpa
fresca, concentrada, liofilizada y se utiliza en la preparacion de refrescos,
néctares, mermeladas, helados, jaleas, vinagres, bebida alcohdlicas y no
alcohdlicas; para vigorizar bebidas para deportistas, tipo nutracéutico, bebidas

tipo citrus punch, etc.



2.1.1. Clasificacion taxondmica
PINEDO et al. (2 005); RIVA y GONZALES (1 996), reportan la

siguiente clasificaciéon taxonémica:

Divisién X Faner6gamas
Sub-divisién : Angiospermas
Clase : Dicotiledoneas
Orden : Myrtales
Familia : Myrtaceae
Género : Myrciaria
Especies : Dubia H.B.K.

PINEDO et al. (2 005), FLORES (1 997), mencionan algunos
nombres comunes; Camu-Camu, Camo-Camo (Peru), guayabito (Veneiuela),
cagari, araza de agua y crista de galo (Brasil), guayabo (Colombia), camu-plus

(USA).

2.1.2. Composicioén quimica
VILLACHICA et. al (1 998), informa que los analisis bromatolégicos
muestran altas cantidades de acido ascérbico reducido (2880 mg/100 g) y acido
ascorbico total (2994 mg/100 g). Estos valores son 63 veces mas altos que en
los concentrados de limdn y 2,1 veces mas alto que en su mas cercano

competidor, la acerola.



Segin ZAPATA y DUFOUR (1 993), mencionan que en un estudio
realizado de la composicion quimica de la pulpa fresca en tres estados de

madurez encontraron los componentes que se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Andlisis quimico de Camu-Camu en puipa fresca.

Parametro Verde Pintbn  Maduro
Acido ascérbico (g/kg) 8.5 9.4 9.4
é(;:?g(; dehidroascarbico 0.2 0.3 0.3
Glucosa (g/kg) 2.2 3.6 8.2
Fructuosa (g/kg) 3.7 5.0 9.5
Acido citrico (g/kg) 29.8 229 19.8
Acido malico (g/kg) 2.8 4.9 5.9
Acidez (Ac. Citrico) (g/kg) 36 3.1 3.1
pH 24 25 26
Densidad relativa (20/20°C) 1026.0 1025.0 1030.0
°Brix (%) 5.6 5.5 6.8
Sélidos totales 69.8 67.7 81.0
°Brix/Acidez (relacion) 1.6 1.8 2.2
Nitrégeno total 0.6 0.6 0.7
Aminoéacidos (mg/kg)

Serina 299.0 371.0 637.0
Valina 99.0 168.0 316.0
Leucina 90.0 132.0 289.0
Glutamato 88.0 100.0 119.0
4-aminobutanato 71.0 93.0 108.0
Prolina 43.0 53.0 82.0
Fenilalanina 17.0 220 43.0
Treonina 20.0 28.0 36.0
Alanina 17.0 28.0 34.0

.Fuente: ZAPATA y DUFOUR (1 993).



Cuadro 2. Analisis de micronutrientes (minerales), en pulpa fresca de Camu-

Camu.

Micronutrientes (mg/kg) Verde Pintbn Maduro
K 532 600 711
Ca 66 62 65

Mg 47 47 51

Na 49 44 27

PO, 245 256 295

S04 219 163 132

Al 3,1 3,0 2,1

B 04 0,5 0,5

Cu 0,5 0,7 0,8

Fe 1,3 1,8 1,8

Mn 1,4 14 21

Zn 1,3 1,2 1,3

Cl 77 66 116

Fuente: ZAPATA y DUFOUR (1 993).

2.2. Evaluacién Antioxidante

El Camu-Camu es un buen antioxidante natural que aporta importantes

cantidades de acido ascorbico, polifenoles totales, entre otros.



2.21. Acido ascérbico
El Camu-Camu es un fruto con un alto contenido de vitamina C
(VILLACHICA, 1 998), compuesto que el ser humano no o puede sintetizar y
necesariamente debe ingerirlo en su dieta. Esta vitamina también puede actuar
como un agente pro oxidante cuando se administra en altas dosis,
especialmente cuando esta en presencia de elevadas cantidades de metales de
transicion, generando radicales hidroxilo (COLLAZOS, 1 993).

El acido ascérbico tiene una excelente accion reductora por sus dos
grupos donadores de protones. Su capacidad para liberar y captar hidrogeno le
permite intervenir en una gran cantidad de reacciones que cubren éreas tanto a
nivel de absorcion intestinél como inmunolégico. Cuando pierde un electrén, se
convierte en el radical ascorbato, por cuyo motivo es un radical libre muy poco
reactivo, que lo convierte en un buen antioxidante. Su accién antioxidante reside
en la capacidad para donar un atomo de hidrégeno a radicales lipidicos.

De leste modo la vitamina C puede prevenir los dafos
producidos por los radicales libres que contribuyen al desarrollo de
enfermedades relacionadas con el envejecimiento, incluyendo el cancer y

desordenes cardiovasculares (COLLAZOS, 1 993).

2.2.1.1. Caracteristicas
La vitamina C, se destruye por la accién del calor; por lo
tanto, es preferible consumir los alimentos que lo contienen en forma cruda o no
demasiado cocidos. Ademas es soluble en agua y por lo tanto pasa al liquido de

coccion. En contacto con el aire, se oxida y pierde actividad. También se



destruye en presencia del alcohol etilico, no se almacena en el organismo

cualquier exceso que se ingiera se elimina por la orina. Por tal motivo, no es

practico ingerir dosis elevadas (AVALOS et. al, 2 001).

2.2.1.2. Propiedades

AVALOS et. al (2 001), menciona que las propiedades

fisicas y quimicas del acido ascérbico son:

Estado fisico
Apariencia
Olor

pH

T° de ebullicion
T° de Fusién
Densidad (agua)
Solubilidad ‘

Solido

Cristales blancos

Sin olor

3,0 (solucién 5 mg/ml a 20°C) - 2,0 (solucion
50mg/ml a 20°C).

Se descompone

190-192°C (se descompone ligeramente).

1,65 kg/L a 20°C

Soluble en agua, soluble en alcohol etilico,
propin glicol y glicerol. Insoluble en éter,

benceno, aceites y cloroformo.

SERRA y TRIBO (1 991), mencionan que el acido ascérbico

al ser una vitamina hidrosoluble se considera que es el antioxidante mas

importante del liquido extracelular, aunque participe también en el sector

intracelular.



Los requerimientos de vitamina C debemos recibirios del
exterior, ya que el hombre no es incapaz de sintetizarla, diariamente se precisa
entre 60-100 mg/dia segun la FDA; sin embargo, en determinadas
circunstancias sén necesarios aportes mas elevados,. como es el caso de
intervenciones quirurgicas, procesos infecciosos, ingesta de anticonceptivos y
fumadores, (SERRA y TRIBO, 1 991).

Este acido que actlia como antioxidante ha sido relacionado
estrechamente con los compuestos polifenélicos, sin embargo, estudios indican
que este acido puede acelerar la degradacion de las antocianinas produciéndose
su decoloracion, probablemente por el peréxido de hidrégeno que se forma
durante la oxidacion aerébica del acido ascérbico (JACKMAN ~et. al, 1 987,
IVERSEN, 1 999; SING DE UGAZ, 1 997).

2.2.2. Polifenoles totales

Los compuestos polifenélicos constituyen uno de los grupos de
antioxidantes naturales mas abundantes y ampliamente distribuidos del reino
vegetal, con mas de 8000 estructuras polifendlicas conocidas (DREOSTI,
2 000).

AVALOS et. al (2 001), menciona que son compuestos provenientes
del metabolismo secundario de las plantas y se encuentran naturalmente en
alimentos y bebidas de origen vegetal. Los seres humanos no somos capaces
de sintetizar este tipo de compuestos, asi que dependemos fundamentalmente
de la ingesta de productos de origen vegetal para incorporar estas sustancias a

nuestro organismo.
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Desde el punto de vista quimico se caracterizan por la presencia de
uno o mas anillos tipo benceno. Ellos se relacionan directamente con algunas
caracteristicas de los alimentos como son el sabor, color, la palatabilidad y el
valor nutricional. Entre estos compuestos se encuentran los acidos fendlicos y
flavonoides como el acido cumarico, la quercetina y los taninos, entre los cuales
el més activo biolégicamente es la epicatequina. Estos fenoles con peso
molecular relativamente alto tienen un poder antioxidante 20 veces mas fuerte
que la vitamina E, (WEISBURGER, 1 9§9).

Segun FRANKEL et. al (1 995), menciona que los polifenoles son
poderosos an’tioxidantes que protegen a las lipoproteinas de densidad baja
(LDL) del dafio oxidativo, y su accién como antioxidante esta relacionado no solo
con éu estructura QUimica sino que también con su localizacién en la particula.
Pueden actuar como potentes inhibidores de la oxidacién de las LDL por varios
mecanismos:

e Actuando como atrapadores de radicales libres, los distintos pohfenoles
tienen distinta especificidad por las distintas especies oxidantes que se
generan en el organismo.

. .En forma indireéta actia como agentes quelantes de iones de metales de
transiciéon, es decir; uniéndose a estos iones reduciendo la capacidad de
estos metales pesados de generar radicales libres. |

e Por sus propiedades de solubilidad pueden localizarse sobre la superficie
de la particula de LDL, disminuyendo el consumo de los antioxidantes
prop|os de las LDL como vitamina E y carotenoides, y en algunos casos

regenerando vitamina E oxidasa en la particula de LDL.
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2.2.3. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante es uno de los modelos de accion mas
importantes para la prevencién y retraso de la aparicion de enfermedades
degenerativas relacionadas con Ia>edad, incluyendo él cancer, las enfermedades
del corazdn, las cataratas y las disfunciones cognitivas. Hay un interés creciente
por conocer la capacidad antioxidante de frutas y verduras para usar su
potencial como alimentos nutracéuticos o funcionales. La mayor parte de la
capacidad antioxidante de frutas y vegetales se la proporciona su contenido en

vitamina E, C y carotenos, asi como de diferentes polifenoles (MAZZA, 2 000)

2.2.3.1. Antioxidantes

Los antioxidantes como cualquier sustancia que, a bajas
concentraciones en comparacién con el sustrato oxidable, retrasa o inhibe
significativamente la oxidacién de dicho sustrato (THOMAS, 1 994). En
alimentos, los antioxidantes se presentan como constituyentes endégenos o son
incorporados para mejorar la calidad del producto controlando oxidaciones y sus
consecuencias adversas (SIES, 1 997).

El mecanismo por el cual los antioxidantes protegen a los alimentos
de la oxidacion es mediaﬁte el bloqueo de los radicalés libres por medio de la
donacién de un electron o atomo de hidrégeno o por desactivacion de iones
metalicos y oxigeno (ROJAS, 1 996).

La importancia de un antioxidante depende de su concentracién, del

medio donde actia y de su habilidad para interaccionar con sistemas
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regeneradores. Actualmente se cree que ciertas enfermedades como Ila
aﬁerioesclerosis, degeneraciones ligadas al envejecimiento y el cancer, podrian
estar unidas al fenémeno de la oxidaciéon celular mediada por radicales libres
(THOMAS, 1 994).

Segun THURHAN (1 990), considera que el retinol y la riboflavina
son antioxidaﬁtes preventivos, es decir que mantienen la integridad estructural
de los tejidos. En cambio, la vitamina E, C y los carotenoides son antioxidantes
que impiden la propagacion de la reaccién én cadena que provocan los radicales
libres, reduciendo la magnitud de la peroxidacion lipidica y el dafio tisular.

El ser hurhano dispone dé varios compuestos que tienen la
propiedad de ejercer una accion antioxidante; algunos de ellos son de naturaleza
enzimatica (er;dégenos), como la catalasa, sldperéxido, dismutasa, glutation,
reductasa, etc.; mientras que otros son de naturaleza no enzimatica (exégenos),
como acido urico, glutatién, ferritina, transferrina, bilirrubina, ceruloplasmina, etc.
Los compuestos anteriores constituyen la defensa antioxidante que el organismo
es capaz de generar y que, al pafecer, resulta ineficiente, pof cuyo rr;otivo es
necesario que ingiera diariamente sustancias con capacidad antioxidante, como

vitamina C, flavonoides, B-caroteno, vitamina E (GONZALES et. al, 2 000).

2.2.3.2. Radicales libres

Los Radicales Libres (RL) son moléculas que en su estructura
atémica presentan un electrén no apareado (aquél que ocupa una 6rbita atdmica
o molecular por si mismo), pueden existir de forma independiente y que, debido

a la inestabilidad de su configuraciéon electrénica, son generalmente muy
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reactivos. Esta reactividad es la base de su toxicidad y de su corta vida media
muchas veces inferior a una milésima de segundo (THOMAS, 1 994; ROJAS,
1 996; ELEJALDE, 2 001).

La generacion de RL no se ha de relacionar siempre con su
toxicidad debido a que la funcién que desarrollan presenta dos caras opuestas,
por un lado actian como mediadores y reguladores a concentraciones
fisiolégicas, mientras que a concentraciones elevadas pueden actuar como
poteniés oxidantes citotoxicos (ROJAS, 1 996).

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres,
siendo los mas conocidos los radiéales del oxigeno. Se utiliza el término
Especies Reactivas del Oxigeno (reactive oxygen species, ROS) como nombre
colectivo para referirse a lés especies deriv;das ‘del oxigeno como oxigeno
singlete (O,) y peréxidos de hidrégeno (H2O3), incluyendo tanto los derivados
radicales como los no radica!es,-que son agentes oxidantes y/o facilmente
convertibles en radicales (la presencia de un “-” en una especie reactiva indica
que ésta posee un e|ectré.n no apareado, es decir, que es ﬁn radical). De forma
analoga existen Especies Reactivas del Nitrégeno (RNS), del Cloro (RCIS) y del
Bromo (RBrS) (GONZALES et. al, 2 000; ELEJALDE, 2 001).

Nuestro organismo esta expuesto a una gran variedad de ROS vy
RNS que pueden genc;rarse a partir de fuentes endégenas, relacionadas con él
metabolismo del oxigeno y con las diversas reacciones de defensa de nuestro
sistema inmunitario o de fuentes exégenas, como el tabaco, la contaminacién del
aire, radiacioén UV, el ozono y ciertos medicamentos (DREOSTI, 2 000). Aunque

la exposicién a los ROS procedentes de fuentes exégenas sea extremadamente
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elevada, la exposiciéon a fuentes endégenas es mucho mas importante y
extensa, debido a que es un proceso que ;se da de forma continua en las células
de nuestro organismo a lo largo dela vida (UGARTONDO, 2 009).

Eﬁ el cuadro 3, se niuestran las eépecies reactivas y sus principales

caracteristicas.

2.3. Concentracién por evaporacioén

GEANKOPLIS (1 982) y SHARMA ef. al (2 003), mencionan que la
evaporacién es una operacioén unitaria que consiste en eliminar el vapor formado
por la ebullicibn de una solucién liquida obteniéndose una solucibn mas
concentrada. En la mayoria de los éasos, la evaporaciéon se refiere a la

eliminacién de agua de una solucién acuosa.

Los alimentos se concentran para proporcionaries un aumento de la vida
atii y/o incrementar su valor. .Ademésl, la concentracion permite un
aimacenamiento mas adecuado y una reduccién de los costos de tfransporte,
cuando el producto final se obtiene por restitucion del agua hasta su nivel inicial.
Aunque existen muchas formas para concentrar liquidos, la evaporacién es la
técnfca mas utilizada en el procésado de aIimentos.CASP (2 003), IBARZ et. al
(2 000).



Cuadro 3. Especies reactivas del oxigeno y sus principales caracteristicas.

Radical

Nombre

Caracteristicas

"OH

Oz

H20,

ONOO"

02

Hidroxilo

Superéxido

Peréxido de

Hidrégeno

Peroxinitrito

Oxigeno simple

Es el mas reactivo y se le ha relacionado
con el dafio sufrido directamente al ADN,
proteinas y lipidos.

Es muy reactivo en un medio hidrofébico,
pero ﬁo puede atravesar libremente las
membranas bioldgicas, en condiciones
fisiolégicas pueden transformarse en
peroxido de hidrégeno.

No es un radical pero puede generarlos
rapidamente al estar en contacto con los
iones metalicos como el fierro y cobre.

Se forma como producto de la reaccién del
radical superdxido con el acido nitrico. Se le
ha relacionado con la patologia de varios
desordenes neurodegenerativos, con la
enfermedad de Alzheimer.

Se forma como producto de la re accién del
glutation reducido y el radical superdxido,
durante la lipoperoxidacién. Juega un papel
importante en los procesos de mutagénesis,

envejecimiento y desordenes degenerativos.

Fuente: GONZALES et. al (2 000).
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Muchas soluciones alimentarias son muy sensibles a la aplicacion del
calor, se debe trabajar bajo condiciones de vacio o baja presién para que su
punto de ebullicion sea mas bajo, lo que permite disminuir la temperatura del
fratamiento a temperaturas combrendidas éntre 45°C y 80°C, reduciendo asi la
alteracién bioquimica de los constituyentes del alimento y de esta forma se
perjudiquen en menor grado. Si la ganancia cualitativa de esta practica es
evidente, la ganancia energética es en realidad baja. La alteracién de los
constituyenteé, funciéon del ‘par tiempo-temperatura, ;)uede reducirse también
disminuyendo los tiempos de residencia en las instalaciones (IBARZ et. al,
2 000; JEANTET et. al, 2 005).

El evaporador rotativo, o rota vapor, se utiliza presién reducida que
puede ser controlada al nivel requerido ‘para poder realizar la evaporacién del
solvente a la temperatura deseada. Ademas la rotacién del balén permite que el
producto a extraer forme una pelicula de liquido muy fino que se evapora
rapidamente, favoreciendo el proceso de evaporacion. Es posible de esta
ménera obtener productos nafurales de la méjor calidad, qué conserven todas
las propiedades organolépticas, bioquimicas y quimicas, sin aditivos de ninguna
clase y sin alteracioén alguna, con caracteristicas similares a las que tenian en las

materias primas iniciales (DIBAN, 2 008).

2.4. Envasado al vacio
El envasado al vacié es un método de conservacién natural que consiste
en la eliminacion total del aire dentro del envase, seguida de la eliminacién del

aire sin que sea remplazado por otro gas, mediante una maquina de envasado al
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vacio; esto produce una presion diferencial entre el interior y el exterior del
envase, en el caso de las peliculas flexibles. Este contacto entre la pelicula
impermeable y el producto crea un ambiente anaerébico que favorece la
conservacion ‘del aﬁmento (LOPEZ et. al, 2 004; PRICE, SCHEWEIGERT,
1 994).

En los productos envasados al vacio, en los que estos siguen
evolucionando, al continuar con sus actividades respiratorias se produce una
disminucién del porcentaje de oxigeno, con lo que aumenta e.I vaci6é y se
produce un aumento en la concentracion de diéxido de carbono y vapor de agua;
seleccionando el adecuado material de envasado a prueba de humedad vy
técnicas de empacado que no dejen espacios vacios en el interior del envase, se
logra la proteccién combleta. |

LOPEZ et. al (2 004), mencionan que uno de los principales inconvenientes
de este tipo de envasado es que en este sistema se produce un cambio de color
(pardeamiento) que puede producir un cierto rechazo en el consumidor, otro de
los inconvenientes que puede presentar este tipo de envasado es Ila

acumulacién de exudado en el propio envase.

2.5. Temperatura de almacenamiento

Mencionan que la utilizacibn de bajas temperaturas pueda llegar a
considerarse un sistema de conservacién de alimentos eficiente, se ha
demostrado que la temperatura de -18 °C es un nivel adecuado y seguro para
conservar los alimentos congelados. Los microorganismos no pueden crecer a

esta temperatura y la accién de las enzimas es muy lenta, pero el propio
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almacenamiento produce alteraciones en el alimento (SINGH y HELDMAN,
1 998; CASP y ABRIL, 2 003).
2.5.1. Fenémenos fisicos

Las alteraciones mas importantes se deben a dos fendmenos:
recristalizacién y sublimacién, que tienen que ver con la estabilidad del hielo en
el interior y en la superficie del producto. El proceso de recristalizacion se puede
eliminar las ventajas derivadas de una congelacién rapida.

La sublimacién del hielo en la superficie del producto puede ocurrir
durante el almacenamiento del alimento, llevandolo a la desecacién y
acumulacién de escarcha dentro del envase; ademas de producirse la pérdida
de peso, este proceso puede incrementar el riesgo de oxidacién en la superficie.

2.5.2. Fenémenos quimicos

Pese a las bajas temperaturas, en la conservacion de alimentos
congelados, pueden producirse una serie de reacciones quimicas debidas o no a
procesos enzimaticos. Su influencia en la calidad de los productos es muy
grande, porque estas reacciones estan asociadas con los cambios en el aroma,
color, por causa de la rotura de las moléculas de los pigmentos, por la aparicion
del pardeamiento enzimatico o por auto oxidacion del acido ascérbico.

La velocidad de oxidacion del acido ascérbico depende de la
temperatura de almacenamiento y del pH del producto. Pequefias elevaciones
de la temperatura por encima de — 18°C pueden influir de forma muy importante
en la degradacion de este acido. La estabilidad del &cido ascorbico se

incrementa cuando se reduce el pH.



ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El trabajo de investigacion se ejecuté en los laboratorios Analisis de
Alimentos, Planta Piloto de Frutas y Hortalizas E-5, Centro de Investigacién y
Desarrollo Biotecnologia de la Amazonia (CIDBAM) y Centro de Investigacion de
Productos Naturales (CIPNA) de la Universidad Nacional Agraria de la Selva,
ubicada en la ciudad de Tingo Maria; Provincia de Leoncio Prado; Departamento
de Huanuco; ubicada a 660 m.s.n.m., con una humedad relativa de 82% y una

temperatura promedio anual de 25 °C.

3.2. Materia prima

Frutos de Myrciaria dubia Mc Vaugh (Camu-Camu) en tres estados de
madurez (verde, pintén y maduro), utilizados en los ensayos preliminares y
definitivos para el desarrollo de la investigacion, procedieron de la Asociacién de
Productores de Camu-Camu del Distrito de Manantay, Provincia de Coronel
Portillo, Regién de Ucayali, ubicada a 150 m.s.n.m., con una temperatura media
promedio de 26,4°C y una humedad promedio de 84,24 %.

El transporte se realiz6 en jabas de plastico de 25 kilogramos de
capacidad, las jabas fueron cubiertas de papel periédico para evitar dafios

excesivos al fruto durante el transporte.
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3.3. Materiales, equipos y reactivos
3.3.1. Materiales de laboratorio
Se usaron fos siguientes materiales: vasos de precipitado (100, 50 y
25 mL), fiolas (1000, 50 y 10 mL), matraces (500, 250 y 50 mL), pipetas (1 y 10
mL), micropipetas (20-200 y 100-1000 pL), tips (200 y 1000 uL), tubos de ensayo
(15 y 10 mL), microtubos (2 mL), placas petri , gradillas, microfiltros de 20 um,
jeringas 10 mL, microjeringa100 uL, cubeta de polietileno (1x1x4,5 cm), bolsas

de polietileno de densidad media, termémetro (0-100 °C), probeta (10 y 100 mL).

3.3.2. Equipos de laboratorio

Se usaron los siguientes equipos: pulpeadora modelo MSZ 152
(BUDAPEST HUNGARY); HPLC modelo LC-10AVP (Shimatzu Scientific, MD,
USA)), equipado con: bomba modelo LC-10ATVP; columna cromatografica C18-
110R Geminis, horno de columna modelo CTO-10ASVP, detector UV-VIS
modelo SPD-10AVVP; controlador modelo SCL-10AVP, software de interfase
CLASS-VP, Computador Compatible USB-52X y un Inyector de muestra de
capacidad de 20 ul; espectrofotbmetro Genesys 8-England (Thermo);
potenciémetro modelo 3510 (JENWAY); balanza analitica modelos Scout Pro
SP2001 (0,0001 g); centrifuga modelo MIKRO 22R (HETTICH), refrigeradora
congeladora SIERA; empacadora de vacio (Multivac — Modelo: A300/76);
desionizador de agua marca Easy Pure Il RF/UV, autoclave MODELO 9000-D
(NAPCO), rotavapor modelo R-3000 (BUCHI), estufa modelo ODHG-9240A
(TOMOS).



21

3.3.3. Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos: Solucién patrén de NaOH al
0.1%N, utilizando fenolftaleina como indicador; cultivo para mohos y levaduras;
2,2-diphenyl-1-picrilhydrayl (DPPH’, Sigma Aldrich), 2,2-azinobis (3-
etilenobenzotiazolino-6 acido sulfénico) (ABTS™, Sigma Aldrich), acido ascérbico
(Scharlau), persulfato de potasio (K2S,0g) (Sigma Aldrich), etanol de 96°, acido
clorhidrico (HCI), ferricianuro de potasio (KsFe(CN)g), cloruro de hierro (FeCls),
fosfato dihidrogenado de potasio (KH2PO4) (Scharlau), acido ortofosférico

(H3POy) (Scharlau), acido galico (Merck).

3.4. Métodos de andlisis
3.4.1. Analisis fisicoquimico de la pulpa de Camu-Camu
¢ Humedad, método N° 23.003 (AOAC, 1 995).
e Proteinas, método N° 932.07 (ACAC, 1 995).
e Grasa, método N° 930.09 (AOAC, 1 995).
e Fibra, método N° 930.20 (AOAC, 1 995).
e Ceniza, método N° 942.05 (AOAC, 1 995).
e Sélidos solubles totales (SST), método N° 932.12 (AOAC, 1 995).
e Acidez titulable (AT), método N° 642.15 (AOAC, 1 995).

e [ndice madurez IM=SST/AT

3.4.2. Cuantificacion de acido ascoérbico.

Se realiz6 por el método descrito por GOKMEN et. al, (2 001).
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3.4.3. Cuantificaciéon de polifenoles totales.
Se realiz6 por el método de Azul de Prussian, descrito por PRICE y

BUTLER (1 997).

3.4.4. Evaluacion de la actividad antioxidante
- Radical 2,2 diphenyl-picrilhydrayl (DPPH)
Método del Radical 2,2 diphenyl-picrilhydrayl (BRAND-WILLIAMS et.
al, 1 995).
- Catién 2,2 azinobis (3-benzotiazolino-6-écido sulfénico) (ABTS)
Método del Cation 2,2 azinobis (3-benzotiazolino-6-acido sulfénico)

(RE et al, 1 999).

3.4.5. Cuantificaciéon de mohos y levaduras

Se realiz6 por el método mencionado por ICMSF (2 000).

3.5. Metodologia experimental
3.5.1. Caracterizacion fisicoquimica de la pulpa de Camu-Camu.

Los frutos de Camu-Camu (Myrciaria dubia Mc Vaugh), madura,
pintén y verde, fueron seleccionadas y clasificadas de acuerdo a su color y
tamafo, lavadas con agua clorada a 10 ppm sumergidas durante 15 minutos
para bajar la carga microbiana, luego se enjuagaron con agua destilada, estos
frutos fueron pulpeados, utilizando un tamiz de 0,5 mm de luz. La pulpa de los
tres estados de madurez obtenidas se envasaron al vacio (150 mbar) en bolsas

de polietileno de 4 mm de espesor con capacidad de 120-150 g cubiertas con
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papel metdlico y dentro de bolsas negras para protegerios de la luz y se

almacenaron a — 20°C.

Pulpa de Camu-Camu

Verde Pintén Maduro

R1 Rz Rs3

Proteinas, grasa, ceniza, humedad, fibra, solidos solubles totales,
acidez titulable, indice de madurez.

Donde: R4, Rz, R3 = Repeticiones 1, 2, 3.
Figura 1. Disefio experimental para la caracterizacién fisicoquimica de la pulpa

de Camu-Camu.

3.5.2. Cuantificacion de acido ascoérbico, polifenoles totales,
evaluacién de la actividad antioxidante (DPPH’, ABTS™) y cuantificacién de

mohos y levaduras en pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez.

3.5.2.1. Cuantificacion de acido ascérbico.
Se prepar6 una solucion de acido ascérbico a concentraciones de
10, 20, 30, 40, 50 y 60 pugxml"; se inyectd 20 pl al HPLC y se censtruyé a partir

de sus respectivas lecturas la curva estandar.
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La pulpa de Camu-Camu, fue separada en alicuotas 1,5 ml en
micro tubos, que fueron centrifugadas a 10000 rpm x 5 min™ a una temperatura
de 4°C, luego de ser centrifugada se separé el sobrenadante, se utilizé un filtro
de 0,2 ym e inyect6 al HPLC.

Para la cuantificacion de acido ascorbico se utilizé valores la
miliabsorbancia (mUA), teniendo en cuenta el tiempo de retenciéon. Se utilizé el
software Class-VP del sistema del HPLC, con el cual se obtuvo la ecuacién
generada por el estandar de acido ascoérbico, que se utilizd para estimar la
cantidad de acido ascérbico (mg de 4cido ascérbico x 100g™" de pulpa fresea)

presente en la pulpa de Camu-Camu.

3.5.2.2. Cuantificacion de polifenoles totales

Para la cuantificacion de polifenoles se preparé una curva
estandar, se utilizé soluciones de: 0,1; 0,08; 0,06; 0,04; 0,02 y 0,01 mM, cada
dilucién se prepar6 por triplicado; se agregé a cada tubo 200 pL de la soluciones
e hizo reaccionar con 600 pL de FeCl; 0,1 M en HCI 0,1N por 10 min luego se
adicion6 600 pul. de KsFe(CN)s 0,008 M por 10 minutos. Con los resultados
obtenidos se graficé concentraciéon vs absorbancia, se procedié a determinar la
curva patrén para poder encontrar la ecuacion respectiva.

Se pesé 1 gr de pulpa fresca y diluyd en 20 mL de agua destilada y
desionizada; solucion a la cual se llamé extracto acuoso de 50000 pg x mL™. Se
tomaron 200 pL de extracto acuoso y se adicion6é 600 uL de FeCl; 0,1 M en HCI

0,1N y 600 pL de K;Fe(CN)g 0,008 M, la absorbancia fue registrada a 720 nm los
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resultados se expresaron en equivalentes de acido galico (EAG) / 100 g de

pulpa.

3.5.2.3. Evaluacion de la actividad antioxidante.
- Radical 2,2 Diphenyl-Picrilhydrayl (DPPH’)

Se peséd 1 gr de pulpa fresca y diluy6é en 20 mL de agua destilada y
desionizada euya concentracién final fue 50000 ug x mL™. A partir de ésta se
b}épararon diluciones de 550, 300, 100, 30 ug x mL" para la pulpa madura; 750,
500, 300, 100 pg x mL™* para la pulpa pintén y 650, 300, 100 y 30 pg x mL™ para
la pulpa verde. Se hizo reaccionar 50 uL de las diluciones del extracto acuoso
con 950 pyL de DPPH' (100 mM), en etanol al 96%, la absorvancia fue

monitoreada a 517 nm, por 5 min.

- Catién 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-Acido Sulfénico) (ABTS™)

El radical ABTS™ se formo6 tras la reacciéon de ABTS (7mM) con
persulfato potasico (2,45mM) incubados a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 16h. Una vez formado el radical ABTS™ se diluyd con etanol a 96%
hasta obtener un valor de absorbancia de 0,700 + 0,05 a 734nm.

Se pesdé 1 gr de pulpa fresca y diluyé en 20 mL de agua destilada y
desionizada (50000 ug x mL™"). A partir de ésta se prepararon diluciones: 250,
100; 20, 10 pg x mL™" para la pulpa madura; 350, 100, 30, 10 Hg x mL" para la

pulpa pint6n y 425, 100, 30, 10 ug x mL™" para la pulpa verde.
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Se hizo reaccionar 20 yL de extracto de pulpa de Camu-Camu con
980 uL de ABTS™, hasta obtener de 20-80% de inhibicién, los resultados fueron

expresados en términos de ICso en pg/mL.

3.5.2.4. Cuantificacién de mohos y levaduras

Se pesaron 10 gr de pulpa de Camu-Camu en los tres
estados de madurez y diluyé en una solucién amortiguadora de agua peptonada
al 0,1% se tomaron 1 mL de muestra y se colocaron en 9 mL de agua peptonada
en tubos de ensayo de 15 mL, haciendo diluciones (107", 102 y 10%) y todas per
duplicado. De cada tubo de ensayo se tomaron 1 mL del homogenizado de la
muestra, por duplicado y se colocan en placas petri estériles vacias, se
adicionaron a estas de 10 a 15 mL de medio de cultivo (OGY) temperado a 44 —
45 °C, se mezcl6 el contenido con suaves movimientos en vaivén y giratorios,
después de estar solidificadas las placas se invierten luego se dejan enfriar a

temperatura ambiente por 5 dias, se realiz6 la lectura de las colonias.

El disefio experimental aplicado para la cuantificacién de
acido ascorbico, polifenoles totales, DPPH’, ABTS™ y el analisis microbiolégico

se presenta en la Figura 2.



27

Pulpa de Camu-Camu

Verde Pintén Maduro

R, R2 Rj

Cuantificacion de acido ascoérbico, polifenoles totales, DPPH’,

ABTS™, cuantificacién de mohos y levaduras

Donde:
R4, R2, R3 = Repeticién 1, 2, 3 respectivamente.
DPPH’ = 2,2-diphenyl-1-picrilhydrayi.

ABTS™ = 2,2’-azinobis (3-etilenobenzotiazolino- 6 acido sulfénico.

Figura 2. Disefio experimental para la cuantificacion de acido ascérbico,
polifenoles totales, evaluacién de la capacidad antioxidante (DPPH’,
ABTS™) y cuantificacién de mohos y levaduras en pulpa de Camu-

Camu en tres estados de madurez.

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el disefio
completo al azar DCA, en los tratamientos donde existi6 diferencia significativa
se aplicé la prueba de Tukey (p<0,05). El andlisis de las muestras se realiz6 por

triplicado. Los analisis estadisticos para el calculo de ICs, se realizaron
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mediante regresion lineal. Los datos fueron procesados mediantes el software

estadistico SPSS 12,0.

3.5.3. Cuantificacion de acido ascérbico, polifenoles totales,
evaluacién de la actividad antioxidante (DPPH’, ABTS™) y cuantificacién de
mohos y levaduras en pulpa de Camu-Camu concentrada, empacada al

vacio y almacenada.

Para realizar el estudio del almacenamiento se emple6 los frutos de
Camu-Camu del mejor estado de madurez. Estos frutos fueron sometido al vacio
siguiendo el flujograma de la Figura 3, cuyas operaciones se describen a
continuacion:

Recepcién
Se recepciono fruto de Camu-Camu del mejor estado de madurez
Seleccién y Clasificacion

Se seleccionaron los frutos de Camu-Camu en mal estado y se
separaron.

Lavado y desinfectado

Se lavaron los frutos con agua potable, luego con agua clorada a
150 ppm por 15 min, para bajar la carga microbiana, luego se enjuago con agua
destilada.

Puipeado

Los frutos fueron pulpeados y se utilizé6 un tamiz de 0,5 mm de luz,

las cuchillas de la pulpeadora fueron cubiertas con un material de plastico para

evitar que las semillas del fruto se dafien.



150 ppm cloro
activo, agua
destilada
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Seleccibn y clasificacién
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Lavado y desinfectado

Pulpeado

A

Concentrado

v

Empacado

A 4

Congelado

A4

Almacenado
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« 150 mbar

Acido ascorbico,
<«— polifenoles, DPPH, ABTS,
analisis microbiologicos.

Figura 3. Diagrama de flujo para la elaboracion del concentrado a vacio de

pulpa de Camu-Camu.
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Concentrado

La pulpa madura de Camu-Camu se concentro al vacio empleando
un rotavapor, se colocaron 200 g de pulpa se concentré hasta 50% de su
volumen inicial, a una temperatura'de 50°C y una presién de vacio constante de
24 pulg Hg.
Empacado

La pulpa concentrada fue envasada con una empacadora a vacio
(150mbar), en bolsas de polietileno de 4 mm de espesor, con capacidad de 120-
150 g cubiertas con papel metalico y dentro de bolsas negras para protegerlas
de la luz.
Congelado

Las bolsas conteniendo la pulpa fueron congeladas a -20°C.

Almacenado
Se almacené en la congeladora por 90 dias realizandose los analisis

cada 30 dias, para cada prueba se considerd tres repeticiones.

Los analisis realizados durante el almacenamiento fueron:
Cuantificacion de 4acido ascorbico, polifenoles totales, DPPH’, ABTS™ vy

cuantificacion de mohos y levaduras.

3.5.3.1. Cuantificacién de acido ascérbico.
Se prepar6 una solucion de acido ascérbico a
concentraciones de 10, 30, 100 y 300 ugxmL-1, se inyecté 20 puL de AA a 50

pg/ml al HPLC y se construyé a partir de sus respectivas lecturas la curva
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estandar. La pulpa de Camu-Camu, fue separada en alicuotas 1,5 ml en micro
tubos, que fueron centrifugadas a 10000 rpm x 5 min™ a una temperatura de
4°C, luego de ser centrifugada se separ¢ el sobrenadante, se utilizé un filtro de
0,2 um e inyecté al HPLC.

Para la cuantificacion de 4acido ascorbico se utilizé valores la
miliabsorbancia (mUA), se construyé la ecuacién generada por el estandar de
(AA), esta sirvi6 para estimar la cantidad de acido ascérbico (mg AA/100g)

presente en la pulpa de Camu-Camu concentrada.

3.5.3.2. Cuantificacion de polifenoles.

Se prepard una curva estandar, se utilizé soluciones de: 0,1;
0,08; 0,06; 0,04; 0,02 y 0,01 mM, cada dilucién se preparé por triplicado; se
agreg6 a cada tubo 200 uL de la soluciones e hizo reaccionar con 600 pL de
FeCl3; 0,1 M en HCI 0,1N por 10 min luego se adicioné 600 plL de KsFe(CN)s
0,008 M por 10 minutos. Con los resultados obtenidos se grafico concentracion
vs absorbancia, se procedié a determinar la curva patrén para poder encontrar la
ecuacion respectiva.

Se pesob 1 gr de pulpa concentrada y diluyé en 20 mL de
agua destilada y desionizada; solucion a la cual se llamé extracto acuoso de
50000 pg x mL"': Se tomaron 200 k- de extracto acuoso y se adicioné 600 pL de
FeCl; 0,1 M en HCI 0,1N y 600 pL de KsFe(CN)s 0,008 M, la absorbancia fue
registrada a 720 nm; los resultados se expresaron en equivalentes de acido

galico (EAG) / 100 g de pulpa.
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3.5.3.3. Evaluacion de la actividad antioxidante

- Radical 2,2 Diphenyl-Picrilthydrayl (DPPH’)

Se pes6 1 gr de pulpa concentrada y diluyé en 20 mL de
agua destilada y desionizada cuya concentracién final fue 50000 pg x mL™". A
partir de ésta se prepararon diluciones de 200, 100, 20 y 10 yg x mL™ para la
pulpa concentrada. Se hizo reaccionar 50 pL de las diluciones de! extracto
acuoso con 950 ul. de DPPH" (100 mM), en etanol al 96%, la absorvancia fue
monitoreada a 517 nm, por 5 min.

- Catibn 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-Acido

Sulfénico) (ABTS™)

El radical ABTS™ se formé tras la reaccion de ABTS (7mM)
con persulfato potasico (2,45mM) incubados a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 16h. Una vez formado el radical ABTS™ se diluy6 con etanol a
96% hasta obtener un valor de absorbancia de 0,700 £ 0,05 a 734nm.

Se pes6 1 gr de pulpa concentrada y se diluyé en 20 mL de
agua destilada y desionizada (50000 pg x mL™). A partir de ésta se prepararon
diluciones: 75, 50, 10 y 5 pg x mL™". Se hizo reaccionar 20 pL de extracto de
pulpa de Camu-Camu con 980 pL de ABTS™, hasta obtener de 20-80% de

inhibicién, los resultados fueron expresados en términos de ICso en pg/mL.

3.5.4. Cuantificacion de mohos y levaduras

La metodologia seguida para la cuantificacion de mohos y

levaduras a este nivel se describe en el item 3.5.2.4.
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Pulpa de Camu-Camu concentrada (mejor estado de madurez)

|

Empacado
l
Almacenado

I

I ! | !
Mo M1 Mz M3
[ I 1 |
| 1
R1 R2 R3

I I

Acido ascérbico, polifenoles, DPPH’, ABTS™ y
cuantificaciéon de mohos y levaduras

Leyenda:
DPPH’ = 2,2-diphenyl-1-picrithydrayl.
ABTS™ = 2,2’-azinobis (3-etilenobenzotiazolino-6 acido sulfénico.
Mo, My, M2, M3 = Meses 0, 1, 2, 3 respectivamente.
R4, Ry, R3 = Repeticién 1, 2, 3 respectivamente.
Figura 4. Disefio experimental para la cuantificacion de &acido ascérbico,
polifenoles totales y evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH’,
ABTS™) y cuantificacién de mohos y levaduras en pulpa de Camu-

Camu concentrada al vacio.

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el disefio
completo al azar DCA, en los tratamientos donde existio diferencia significativa

se aplicé la prueba de Tukey (p<0,05). El andlisis de las muestras se realizé por



triplicado. Los andlisis estadisticos para el calculo de [Csp, se realizaron
mediante regresion lineal. Los datos fueron procesados mediantes el software

estadistico SPSS 12,0



35

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion fisicoquimica de la pulpa de Camu-Camu

El Cuadro 4, muestra los resultados obtenidos en el andlisis fisicoquimico
de la pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez (verde, pintén y
maduro), los resultados mostraron diferencias estadisticas.

De acuerdo al cuadro 4, el Camu-Camu maduro obtuvo mayor porcentaje
de humedad con 93,02 £ 0,40 %; seguido del pintén 91,53 £ 0,63 % y verde con
90,15 £ 0,25 %; habiendo diferencia significativa entre ellos (A-Il) este aumento
en a la humedad puede deberse a lo mencionado por OLIVEIRA et al. (1 999),
que a medida que el fruto madura las sustancias pépticas se degradan, por lo
que el producto se reblandece, asi a mayor dureza menor maduracién. Se
observa que los resultados se asemejan a los reportados por RIVA y
GONZALES (1 996) y FLORES (1 997), mencionan que la humedad aumenta de
acuerdo como va madurando la fruta con 91,95 % a 94,40% de verde a maduro.
Por otro lado RODRIGUES (2 002) y VASQUEZ (2 000); reportaron valores de
93,28 % y 93,33 % respectivamente para pulpa madura de Camu-Camu.

El contenido de proteina fue de 0,43 % en la pulpa verde; 0,46 % para el
pintén y 0,52 % para la pulpa de Camu-Camu maduro, encontrandose diferencia
estadisticas significativas (A-lll) entre los estados de madurez. FENNEMA

(1 993), indica que por lo general los frutos son considerados como fuentes



Cuadro-4. Resuitados del analisis fisicoquimico de la pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez

Estado de madurez

Componente Verde Pintén Maduro
Base Humeda Base Seca Base Humeda IBase Seca Base Humeda Base Seca

Humedad (%) 90,15+ 0,25 ° 10 91,53+ 0,63° 0 93,02+0,40° 0
Proteina (%) 0,0424 0,43+0,02° 0,0390 0,46 £ 0,01 % 0,0361 0,52+0,02°
Grasa (%) 0,0164 0,17 £0,01° 0,0161 0,19+0,01° 0,0163 0,23+0,01°
Fibra (%) 0,0608 0,62+0,01° 0,0553 065+0,012 0,0475 0,68+0,03?
Ceniza (%) 0,0161 0,16 +0,01° 0,0152 0,18+0,01° 0,0156 0,22+0,02°

SST (°Brix) 4,8 +0,051° - 58+ 0,051° - 6,8+ 0,089 ° -

AT (%)** 2,53 £ 0/042° - 2,43+0,012° - 2,30 £10,024 © -

IM 1,91+ 0/014° - 2,37 £0,019° - 2,96 +£10,059 ® -

Los resultados son los promedios de tres repeticiones, seguido de la desviacion estandar, valores deiuna misma fila con diferente superindice p < 0,05.

“(N*6,25)

**Expresado en % de 4cido citrico.



deficientes de proteinas (0,2% y 1,3%). VILLACHICA (1 996), SALVADOR
(1 997) y GONZALES (2 007), menciona el 0,5% para proteinas en pulpa de
Camu-Camu maduro.

El contenido de grasa de acuerdo al cuadro 4, muestran valores de 0,17%;
0,19% y 0,23% para la pulpa verde, pintén y maduro respectivamente; los que
muestran diferencias estadisticas significativas (A-IV) entre los estados de
madurez. Al respecto VILA (2 006), menciona que el contenido lipidico en frutas
generalmente es menor del 0,5 - 0,6 % y VASQUEZ (2 000); JUST!, et al (2 000)
mencionan que no suele superar el 1 % y varia con el producto, valores que se
encuentran dentro de los resultados encontrados en la presente investigacion.

El contenido de fibra varia de 0,62 + 0,03 %; 0,65 + 0,01 % y 0,68 £ 0,01%
para pulpa de Camu-Camu verde, pintén y maduro respectivamente,
encontrando diferencias estadisticas significativas (A-V). EGAN etf. a/ (1 993),
mencionan que la fibra es mayor en frutos verdes y menor en frutos maduros,
coincidiendo con los resultados encontrados en el trabajo de investigacion. Asi
mismo VILLACHICA et. al (1 998), VASQUEZ (2 000), reportaron porcentajes
para la fibra en pulpa de Camu-Camu maduro de 0,6 y 0,58 respectivamente.

Los porcentajes de ceniza en pulpa de Camu-Camu fueron de 0,1 6 0,01;
0,18 £ 0,01 y 0,22 + 0,02 para verde, pintén y maduro respectivamente, los que
tuvieron diferencias estadisticas significativas (A-VI1). Asi mismo RODRIGUES
(2 002); VASQUEZ (2 000), reportan porcentajes de 0,24 y 0,26 respectivamente
para pulpa de Camu-Camu madura. El porcentaje de ceniza en la fruta de
Camu-Camu fue bajo en comparacion a otras frutas, por lo tanto su importancia

nutricional es menor en este aspecto; es importante sefialar que la composicién
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de ceniza es la cantdad de minerales presentes en los alimentos
(RODRIGUES y MARX, 2 006).

El contenido de sélidos solubles (°Brix), fueron de 4,8 + 0,051; 5,8 + 0,051
y 6,8 + 0,089 para verde, pintdbn y maduro respectivamente demostrando
diferencias estadisticas significativas (A-VIl), se observa que los °Brix aumentan
cuando la fruta va madurando; comparando asi los valores de °Brix encontrados
por ZAPATA y DUFOUR (1 993) con valores de 5,6; 5,56 y 6,8 °Brix para verde,
pinton y maduro respectivamente aumentando del mismo modo; SILVA vy
ANDRADE (1 996), reportaron 6,4 y 6,36 °Brix para frutos verde y maduro
respectivamente; MAEDA et. al (2 006), menciono un valor de 6,2 °Brix para
frutos maduros. Asi mismo GOMES et. al (2 002); ANDRADE et. al (2 005) y
ALVES (1 996), mencionan que los soélidos solubles totales son usados como
indice de maduracién para algunos frutos, e indican la cantidad de sustancias
gue se encuentran disueltos en el jugo, siendo constituidos en su mayoria por
azucares; el contenido de azucar aumenta con la maduracién del fruto, por el
mismo hecho de que los almidones se van hidrolizando hasta formar azucares.

El porcentaje de acidez en las muestras fueron de 2,53 + 0,042; 243 +
0,012; 2,30 £ 0,024; para la pulpa de Camu-Camu verde, pintén y maduro
respectivamente, encontrandose una diferencia estadistica significativa (A-Vill).
Al respecto RODRIGUES (2 002), menciona que en la mayoria de los frutos la
acidez decrece gradualmente con el proceso de maduracién jugando un papel
importante en el balance acidez/azucar y por ende influyendo en el sabor y
aroma de los frutos. VILA (2 006), menciona que la acidez de los zumos varia en

funcién de factores como variedad, zona y tipo de cultivo, maduracién, etc., entre
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limites muy amplios. SILVA y ANDRADE (1 996) determinaron valores de 2,86 y
2,63 en pulpa de Camu-Camu verde y madura, cosechado en la proximidades
de Manaus; ZAPATA y DUFOUR (1 993) valores de 3,55; 3,08 y 3,08 para
pulpa verde, pintén y maduro respectivamente, en muestras de lquitos,
disminuyendo durante su maduracion.

Los valores de indice de madurez las muestras se presentan en el cuadro
4, realizando el andlisis estadistico se mostré que existié diferencia estadistica
significativa entre las caracteristicas evaluadas (A-1X), destacando el estado
maduro con un indice de madurez de 2,96 £ 0,059; seguido del pintén 2,37 +
0,019y 1,91 £ 0,014 del verde, aumentando durante la madurez. Los resultados
obtenidos son relativamente parecidos con los obtenidos por ZAPATA y
DUFOUR (1 993), ya que determiné valores de 2,2; 1,8 y 1,6; mientras que
VILLANUEVA (2 003), obtuvo valores de: 2,41; 1,90; y 1,31 para el indice de
madurez del fruto de Camu-Camu maduro, pintén y verde respectivamente.
ELESBAO et. al (2 002), demostré que los °Brix del Camu-Camu pueden variar
de acuerdo al lugar donde se cultivan; por tanto el indice de madurez varia de
acuerdo a la zona de cultivo del fruto; asi mismo menciona que durante la
maduracion de los frutos hay un aumento progresivo en la concentracién de los
solidos solubles, sobre todo azucares y un descenso en la acidez; por esto la
relacion °Brix/Acidez aumenta cuando avanza la maduracion.
4.2. Cuantificacion de acido ascérbico, polifenoles totales, actividad

antioxidante (DPPH’, ABTS™) y cuantificacién de mohos y levaduras

en pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez.
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4.2.1. Cuantificacion de Acido Ascoérbico

En el Cuadro 5, se muestran los contenidos de acido ascérbico en
la pulpa de Camu-Camu, obtenidos a partir de la curva de calibracion (A-X),
estos resultados mostraron diferencias estadisticas entre los estados de

madurez (A-Xl).

Cuadro 5. Contenido de acido ascérbico en la pulpa de Camu-Camu.

Estado de madurez mg AA x 100 g~ de pulpa fresca
Verde 1694,79 + 73,89 ©
Pinton 1856,02 + 32,21 °
Maduro 2068,35 £ 36,59 2

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacion estandar, diferente
superindice difieren p < 0,05.

De los resultados reportados se puede apreciar que entre los
estados de madurez el mayor contendido de acido ascérbico fue el de la pulpa
de Camu-Camu maduro 2068,35 + 36,59 mg AA x 100 g™’ de pulpa fresca, este
valor se encuentra muy cercano con los datos mencionados por GUIJA et. al
(2 005) y ALVES et. al (2 002) quienes reportaron 2100,00 y 2061,04 mg x 100
g' de pulpa madura de Camu-Camu respectivamente; Asi mismo, ZAPATA y
DUFOUR (1 993) y ANDRADE et. al (2 005), indican que el maximo contenido
de acido ascorbico se encuentra en la fruta de pulpa madura.

El estado de madurez verde tuvo el menor contenido de acido
ascorbico 1694,79 + 73,89 mg AA x 100 g de pulpa fresca, esto puede ser

debido a lo explicado por BRICENO et. al (2 005) los cambios en la taza
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respiratoria son acompariados de cambios quimicos y bioquimicos en el fruto, de
los cuales se han presentado cambios en el contenido de azucares, almidon,
acidez y vitaminas. ANDRADE ef al. (2 005) y JUSTI et al. (2 000), encontraron
que el contenido de acido ascérbico en la pulpa depende del grado de madurez.
Sin embargo, existen diferencias sobre la maxima produccion de &cido
ascorbico.

De acuerdo a los resultados obtenidos referidos al contenido de
acido ascérbico RODRIGUES et. al (2 001) menciona que es importante tener en
cuenta los diferentes factores que contribuyen a la variacién del contenido de
acido ascorbico como el origen, la lluvia abundante, la calidad del suelo, la
cantidad de radiacién solar, asi como el método utilizado para su cuantificacién.

Segun los resultados encontrados para pulpa de Camu-Camu el
contenido de acido ascérbico se encuentra en un rango de 1694,79 a 2068,35
mg AA x 100 g”' de pulpa fresca, en comparacién con otras frutas el Camu-
Camu posee una mayor cantidad de acido ascoérbico. FERNANDEZ et. al,
(2 009) comparando con un vaso de Camu-Camu equivale a 139 vasos de jugo
de pifia, 126 vasos de jugo de maracuya, 66 vasos de jugo de fresa, 63 vasos de
jugo de limén, 30 vasos de naranja, 26 vasos de jugo de marafi6n y 2 vasos de

jugo de acerola.

4.2.2. Cuantificacién de polifenoles totales
El contenido de polifenoles totales en la pulpa de Camu-Camu en
tres estados de madurez obtenidos a partir de la curva de calibracién (A-XIl), se

muestra en el Cuadro 6 y Figura 5, realizando el analisis estadistico a los
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resultados se encontré diferencia significativa en los tres estados de madurez

(A-XIIL).

Cuadro 6. Contenido de polifenoles totales en la pulpa de Camu-Camu.

Estado de madurez mg EAG x 100 g™ de pulpa fresca
Verde 621,42+ 0,08 "
Pinton 601,52 + 0,04 ¢
Maduro | 794,14 + 0,022

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacion estandar, diferente
superindice difieren p <0,05.
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Figura 5. Contenido de polifenoles totales en pulpa de Camu-Camu en tres
estados de madurez.

Realizando la comparacion de los promedios mediante la prueba de

tukey (p < 0,05) se puede apreciar que el mayor contenido de polifenoles totales

se encontré en la pulpa de Camu-Camu maduro 794,14 £ 0,02 mg EAG x 100 g

de pulpa fresca. Este comportamiento puede deberse a lo reportado por PARK
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et. al (2 006) que menciona que una vez iniciado la maduracién de los frutos
existe la presencia del etileno el cual es conocido como una hormona de
maduracién y provoca cambios en la composicién de lo frutos, por lo que en
frutos maduros la presencia del etileno favorece un aumento en la concentraciéon
polifendlica.

En la investigacién al momento de preparar la pulpa se utilizo el fruto
completo (cascara, pulpa y semilla) pasando por un tamiz en el cual quedan
retenidos partes de cascar y semillas; de acuerdo a esto podemos mencionar
que el alto contenido de polifenoles encontrados en el presente estudio puede
deberse en gran medida al pulpeado, que consiste en la extracciéon del pulpa
mediante el estrujamiento, separandola de la cascara y semillas , pues la accién
mecanica rompe las células epiteliales conteniendo componentes bioactivos
como los polifenoles, mezclandose y llevandose a cabo la difusion de
componentes desde la cascara hacia la pulpa, aumentando asi el contenido de
polifenoles en la pulpa (CONDE et. al, 2 007).

Del mismo cuadro y figura se puede apreciar que el menor contenido
de polifenoles totales lo presento el estado de madurez pinton 601,52 mg EAG x
100 g de pulpa fresca; al respecto DIAZ (2 010) indica que la madurez influye
directamente el contenido de compuestos bioactivos dado que se generan en la
madurez procesos de biosintesis los que generan mayor contenido de
carotenoides, compuestos fendlicos, acido ascérbico, etc.

Se ha establecido que la capacidad antioxidante estéd asociada a la
concentracion de polifenoles totales; a mayor concentracion de fenoles totales,

mayor es la actividad antioxidante (BADERSCHNEIDER et. al, 1 999).
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Comparando entre el contenido de polifenoles con otras frutas, DIAZ
(2 010) menciona 75 mg equiv. AG/100g en noni; KUSKOSKI et. al (2 005)
menciona valores de guayaba 83 mg equiv. AG/100g, maracuya 20 mg equiv.

AG/100g y copoasu 20,5 mg equiv. AG/100g.

4.2.3. Evaluacién de la actividad antioxidante (DPPH’, ABTS™) de la
pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez

- Radical 2,2 Diphenyl-Picrithydrayl (DPPH’)

Los resultados se muestran en el Cuadro 7, realizando el analisis
estadistico se encontré que entre los tratamiento existié diferencia estadistica
significativa (A-XIV). Calculando los promedios seguin la prueba de Tuckey
(p<0,05) se encontré6 que el mejor tratamiento correspondié al estado de
madurez maduro con ICs; 7,53 £ 0,11 pg x mk™"; esto puede ser explicado a lo
mencionado por SULLON (2 009) quien concluye que el noni en estado maduro
es el que ofrece la mayor capacidad antioxidante, e indica que durante la
maduraciéon podrian generarse productos de consideracién o incremento en
algunos compuestos fendlicos que aportan mayor capacidad antioxidante. Asi
mismo, RAMOS et al. (2 008) y MARX e.t al (2 008) indican que la actividad
antioxidante, esta fuertemente correlacionada con el contenido polifenoles y
acido ascérbico siendo muy elevada para el Camu-Camu.

El estado de madurez que presento menor capacidad antioxidante
de acuerdo con los datos obtenidos en la investigacion fue el pintén 10,52 + 0,14
pg x mL™; esto podria deberse a que la variacion de la capacidad antioxidante

no solo viene dada por la suma de la actividad antioxidante de cada componente
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sino también depende del microambiente en el que se encuentre el compuesto,
pudiendo interactuar entre si, produciendo efecto sinérgico o inhibitorios
(PINEDA et al., 1 999 y MUNOZ et al., 2 007). Otros factores de variabilidad de
los componentes que incrementan o disminuyen la actividad antioxidante son el
tipo de suelo, clima, contaminacién ambiental, el grado de maduracién entre

otros (PINEDA, 2 005).

Cuadro 7. Coeficiente de inhibicién (ICso) de la pulpa de Camu-Camu para el

radical DPPH’,

Estado de madurez ICs0 (g x mL™)
Verde 9,33+0,14°
Pintén 10,52+ 0,14 ¢
Maduro 753+0,11°2

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacion estandar,
diferente superindice difieren p < 0,05.

Comparando los resultados referidos al ICso con otras frutas se
mencionan 1 328 pg x mL™ en fresa; 1 743 ug x mL™" en mango; 431 ug x mL™

en eopoasy; 1 007 pg x mL™ en guayaba (KUSKOSK! et al.; 2 005).

- Catién 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-Acido Sulfénico)

(ABTS™)

Los resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante se
muestran en el Cuadro 8, encontrandose diferencia significativa en los 3 estados

de madurez (A-XV).
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De los resultados obtenidos se encontr6 que el estado de madurez
maduro fue el que obtuvo menor ICsp 2,95 + 0,044 pg x mL™" por tanto se podria
decir que la pulpa madura posee mayor capacidad antioxidante a comparacion
del verde y pintén 3,99 + 0,05; 3,58 + 0,003 pg x mL™ respectivamente. Segtin
HUANG et. al. (2 005), citado por BURNEO (2 009), mencionan que el ICsq es
inversamente proporcional a la actividad antioxidante, es decir, valores mayores
de ICsp indican una menor actividad antioxidante y viceversa.

Con respecto a los resultados REPO y ENCINA, 2 008; PADILLA et.
al, 2 008; PINEDA et. al., 1 999; indican que la actividad antioxidante se debe a
la presencia de compuestos bioactivos como la vitamina C, E, B-caroteno, y una
mezcla compleja de compuestos fendlicos que aportan mayor actividad

antioxidante.

Cuadro 8. Coeficiente de inhibicion (ICsg) de la pulpa de Camu-Camu para el

Cation ABTS™.
Estado de Madurez ICs0 (g x mL™)
Verde ~ 399x+005°
Pinton 3,58 £ 0,003°
Maduro 2,9510,0442

Los resuitados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacién estandar,
diferente superindice difieren p < 0,05.

Como podemos apreciar la pulpa de Camu-Camu tiene una excelente
actividad antioxidante frente al radical ABTS™, camparando los resultados

obtenidos con fresa 2 025+0,5 4g x mL™'; mange 2 247+4,6 g x mL"'; copeasti
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370+0,0 ug x mL™", guayaba 1 200%4,5 pg x mL™!, mencionados por KUSKOSKI

et al, 2005 .

4.2.4. Cuantificacién de mohos y levaduras

En el Cuadro 9, se muestra el contenido de mohos y levaduras en la
pulpa de Camu-Camu en verde, pinton y maduro, encontrando diferencia
estadistica entre ellos (A-XVI). De los resultados podemos indicar que el estado
gue obtuvo mayor cantidad fue el estado maduro con 89,0 x 10% + 16 UFC / g de

pulpa seguido del verde y pintén con 39,0 £ 53y 9,0 £ 11 UFC / g de pulpa.

Cuadro 9. Contenido de mohos y levaduras en la pulpa de Camu-Camu

verde, pintdn y maduro.

Estado de madurez UFC/gde pulpa
Verde 39,0°
Pint6n 9,0°¢
Maduro 89,0 x 10°2

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacion estandar,
diferente superindice difieren p = 0,05.

Los parametros microbiol6gicos establecidos en la Norma Técnica
Peruana para pulpa de Camu-Camu (NTP011.0312007), elaborada por
INDECOPI (2 007) indican que debe tener < 10 UFC / g de pulpa para mohos y
levaduras, habiéndose encontrado una mayor cantidad de microorganismos en
la fruta analizada, lo que podria ser explicado por RAMOS et. al, mencionando
que durante las operaciones de procesado y distribucién, los alimentos pueden

contaminarse con una gran variedad de microorganismos.
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De los resultados obtenidos respecto al acido ascérbico la pulpa madura obtuvo
2068,35 + 36,59 mg AA x 100 g™'; polifenoles 794,14 + 0,02 mg EAG x 100 g™;
frente al radical DPPH’ 7,53 + 0,11ug x mL™ y ABTS™ 2,95 + 0,044 ug x mL™,
De lo que podemos destacar que la pulpa con mayores contenidos y la que
mejor reacciona frente a estos dos radicales es la pulpa madura y la que se

utilizé para los siguientes analisis.

4.3. Cuantificacion de acido ascérbico, polifenoles totales y actividad
antioxidante (DPPH’, ABTS™) y cuantificacion de mohos y levaduras en

puipa de Camu-Camu concentrada, empacada al vacio y almacenada

4.3.1. Cuantificacion de Acido Ascérbico

En el Cuadro 10 y Figura 6, se muestra el contenido de acido
ascorbico en la pulpa de Camu-Camu fresca y concentrada al vacio; en ambos
casos empacados al vacio y almacenado por 90 dias, a una temperatura de -
20°C. Estos resultados mostraron diferencias estadisticas entre los tratamientos
(A-XVII).

En el presente trabajo de investigacion se puede observar que el
acido ascorbico aumenté en un 1,99 veces al inicio del almacenamiento, esto
podria deberse a lo mencionado por RAMOS et al, 2 002 que en la
concentracion a vacio se elimina principaimente agua y compuestos volatiles,
;?roduciéndose el incremento del resto de componentes. Asi mismo SHARMA et.
al (2 003), JEANTET et. al (2 005) e IBARZ et. al, (2 000), mencionan que la

evaporacion a vacio se utiliza a fin de aumentar la velocidad de evaporacion y



49

reducir el punto de ebullicién de la solucién de modo que se reduzca al minimo

la degradacién del producto por el calor.

Cuadro 10. Contenido de acido ascérbico en la pulpa de Camu-Camu fresca y

concentrada.
Almacenamiento Pulpa fresca Pulpa concentrada
Dias mgAAx 100 g™ mg AA x 100 g*
0 2068,35 + 36,59 ¢ 4120,28 + 38,04 °
30 201900 30,86 © 3901,00 + 159,98 °
60 1678,91 £ 42,60 ° 3107,08 £ 170,96 *
90 1320,11 £ 47,212 2877,45 + 61,77 2

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacion estandar, valores de una
misma columna con diferente superindice difieren p < 0,05.
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Figura 6. Contenido de Aacido ascorbico en pulpa de Camu-Camu fresca y

concentrada al vacio.
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Se observan los resultados que durante el almacenamiento por 90
dias de la pulpa fresca y de la pulpa concentrada se han encontrado perdidas de
36,18% y 30,16% en acido ascorbico respectivamente; esto podria deberse a lo
mencionado por SULLON (2 009) y VEGA (2 001) que el acido ascérbico es muy
sensible, aln a calentamientos ligeros, a la accién de la luz, a la accién de
agentes oxidantes e iones metdlicos. Asi mismo, NICOL! ef. al (1 999),
menciona que durante el procesado de alimentos existen perdidas relevantes de
acido ascérbico por ser termolabil, asi como durante su almacenamiento.

Comparando los resultados referidos a la cantidad de 4&cido
ascoérbico durante el almacenamiento podemos decir que el Camu-Camu fresco
obtuvo relativamente menores perdidas’ comparados a los resultados de MEJIA
et. al (2 006), quien menciona que el tiempo de almacenamiento influye en forma
negativa en la cuantificacion de acido ascoérbico con pérdidas de 37% en la fruta
de araza durante 4 meses a -20°C; YAMASHITA et. al (2 003) observa con
pérdidas de 43% de acido ascorbico en acerola almacenadas entre -12°C y -
18°C durante 4 meses y COELHO et. al (1 987) observaron pérdidas de 85,8%
y 100% de acido ascérbico en pulpa en tamarindo almacenada por 3 meses a -

10°C.

4.3.2. Cuantificacion de polifenoles totales
En el cuadro 11 y figura 7, se muestra el contenido de polifenoles
totales de la pulpa fresca y concentrada al vacio de Camu-Camu; en ambos
casos empacados al vacio y almacenado de 0 a 90 dias a una temperatura de -

20°C; mostrando diferencias estadisticas para cada tratamiento (A-XVIIf).
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Cuadro 11. Contenido de polifenoles en la pulpa de Camu-Camu fresca y

concentrada al vacio.

Almacenamiento Pulpa fresca Pulpa concentrada

Dias mg EAG x100 g mg EAG x 100 g
0 794,14 £ 0,02 © 1401,68 £ 0,02 °
30 737,03+0,01°¢ 1226,47 + 0,05 °
60 702,23+ 0,11° 1194,48 + 0,08 °
90 681,19+ 0,02® 1120,34 +0,08°

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacion estandar, valores de una
misma columna con diferente superindice difieren p <0,05.
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Figura 7. Contenido de polifenoles en pulpa de Camu-Camu fresca y
concentrada al vacio.
Al concentrar la pulpa fresca se produjo un aumento en la
concentracion de polifenoles en aproximadamente 17,7 veces, de acuerdo con lo
mencionado por RAMOS et. al, 2 002 podria deberse a que en la concentracion

se elimina principalmente agua y compuestos volatiles, produciéndose el
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incremento del resto de componentes. Asi mismo RICE-EVANS et. al (1 995),
ARNOUS et. al (2 001), YAMAGUCHI et. al (1 999) y PALADINO (2 008),
mencionan que el aumento de temperatura favorece la extraccién de polifenoles;
estas diferencias pueden explicarse por la tendencia que tienen los fenoles de
combinarse entre si a través de reacciones de polimerizacién, los oligébmeros
tienen mayor actividad antirradical que los monémeros.

Durante el almacenamiento de la pulpa de Camu-Camu fresca se
observaron pérdidas en el contenido de polifenoles de 14,22% y 20,07% para la
pulpa fresca y concentrada respectivamente. Debido, posiblemente a lo
mencionado por DIAZ (2 010) que existen perdidas de polifenoles debido a las
reacciones de deterioro durante el tiempo de aimacenamiento en gran medida, y
preliminarmente, por efecto de la temperatura a la que fue sometida la puipa,
durante la operacién de concentrado; el procesamiento térmico podria afectar los
fitoguimicos por descomposicidn térmica que afectan la integridad de la
estructura de la célula lo que resulta en la migracibn de componentes,
conduciendo a las pérdidas por fuga, descomposicibn por varias reacciones
quimicas que involucran enzimas, luz y oxigeno.

Comparando los resultados obtenidos referente al contenido de
polifenoles podemos mencionar se relacionan en perdidas seguin MARQUEZ y
GALVAO (2 009), quienes mencionan que en pulpa de acerola el contenido de
antocianinas disminuyo significativamente cuando se almacené en congelacion a
-18°C con pérdidas de 15 % a 30 %; pero supera a MEJIA et. al (2 006), quienes

mencionan que el tiempo de almacenamiento influye en forma negativa en la
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concentracion de compuestos fenélicos totales mostrando pérdidas de 85,5% en

la fruta de araza durante 4 meses a -20°C.

4.3.3. Evaluacion de la actividad antioxidante
- Radical 2,2 Diphenyi-Picrilhydrayl (DPPH’)
En el cuadro 12 y figura 8, se muestran los resultados de la evaluacién de

la capacidad antioxidante mediante el radical DPPH’, medido por el Coeficiente

de Inhibicién (ICsp), en la pulpa de Camu-Camu fresca y concentrada al vacio;
en ambos casos empacados al vacio y almacenado por 90 dias a una
temperatura de - 20°C; mostrando diferencias estadisticas entre cada mes. (A-
XIX).

El ICso de la pulpa fresca disminuyd en 4593% del valor de la pulpa
concentrada a vacio de Camu-Camu, lo que indica que el proceso de
concentracion en la pulpa de Camu-Camu aumenta su actividad antioxidante
convirtiéndolo en un producto mas efectivo para reducir el estrés oxidativo de las
células.

De acuerdo a los resultado se observd que en la pulpa de Camu-Camu
fresca el ICsp aumento en 1,16 veces, mientras que en la pulpa concentrada a
vacio aument6é 1,22 veces durante el almacenamiento; lo que indica que la
actividad antioxidante disminuyo durante el almacenamiento para ambos
tratamientos; mencionado por HUANG et. al. (2 005), citado por BURNEO
(2 009), que el ICsy es inversamente proporcional a la actividad antioxidante, es
decir, valores mayores de ICsp indican una menor actividad antioxidante y

viceversa. Asi mismo AYMOTO et al (2 005), mencionan que la actividad
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antioxidante es muy suceptible a oxidaciones quimicas y enzimaticas durante el

procesamiento, cocinado o almacenamiento.

Cuadro 12. Coeficiente de inhibicién (ICsp) de la pulpa de Camu-Camu para el

radical DPPH’, fresca y concentrada al vacio.

Almacenamiento Pulpa fresca Pulpa concentrada

Dias ICso (g x mL™) ICs0 (g x mL™)
0 7,537 £ 0,109 2 4,075 + 0,084 °
30 7,932+0,115° 4,378+ 0,017°
60 8,189+ 0,023 ° 4,506 x 0,007 ©
90 8,758 + 0,056 ¢ 4,982 + 0,018 ¢

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacién estandar, valores de una
misma columna con diferente superindice difieren p < 0,05.

£

9 -
8
- .
£ 8
S
) 7
©
2 o
2
[} S A ./F___r"‘.
©
= 4
E
x 3 4 == PULPA FRESCA
£
2 == PULPA CONCENTRADA
d .

0 T T T
o] 30 60 90

Dias de almacenamiento

Figura 8. Comportamiento del coeficiente de inhibicién de la pulpa de Camu-

Camu para el radical DPPH'.
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Comparando las pérdidas de actividad antioxidante (13% para pulpa
concentrada y 18% para pulpa fresca); MEJIA et. al (2 006) mencionan que
existen pérdidas del 28% en pulpa de araza durante su almacenamiento a -
20°C. Asi mismo SILVEIRA (2 005), menciona que la actividad antioxidante
disminuyo 42% en pulpa de acerola; 39% en caju; 49% en guayaba almacenada

por 70 dias a -18°C.

- Radical 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-Acido Sulfénico) (ABTS™)

Los resultados de la actividad antioxidante medida por el Cation ABTS™ se
muestran en el Cuadro 13 y Figura 9, para la pulpa de Camu-Camu madura
fresca y concentrada al vacio, empacada al vacio y almacenada por 90 dias a

-20°C respectivamente; encontrandose diferencias estadisticas entre cada mes

(A-XX).

Cuadro 13. Coeficiente de inhibicion (ICsp) del Cation ABTS™ para la pulpa de

Camu-Camu fresca y concentrada al vacio.

Dias de ICso (Mg x mL™") ICs0 (Mg x mL™)
almacvenamiento' de pulpa fresca de pulpa concentrada
0 2,946 + 0,044 ® 1,692 £+ 0,007 ®
30 3,323+ 0,069 ° 1,733+ 0,022°
60 4,014 £0,022 ° 1,858 + 0,009 ©
90 4,589 + 0,005 ¢ 1,934 £ 0,002 ¢

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacién estandar, valores de una
misma columna con diferente superindice difieren p < 0,05.
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Figura 9. Comportamiento del coeficiente de Inhibicion de la pulpa de Camu-

Camu para el Catién ABTS™.

La actividad antioxidante mediante el cation ABTS™ muestra el mismo
efecto que el radical DPPH’, encontrandose diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos. La mayor capacidad antioxidante se muestra mediante el
cation ABTS™ ya que con este método se puede medir la actividad de
compuestos hidréfilos y lipdfilos; a diferencia del DPPH" que solo puede
disolverse en medio organico (KUSKOSKI et. al, 2 005; CASTANEDA et. al,

2 008, RAMOS et. al, 2 008; ROJAS et. al, 2 008).

4.3.4. Cuantificacion de mohos y levaduras

En el Cuadro 14, se muestran los resultados de los andlisis
microbiolégicos de la pulpa de Camu-Camu fresca y concentrada al vacio,

empacada al vacio y almacenada por 90 dias a -20°C respectivamente;
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existiendo diferencias estadisticas significativas para la pulpa fresca durante el
primer mes, a diferencia de la pulpa concentrada donde no existen diferencias
estadisticas en los meses de almacenamiento (A-XXI).

De acuerdo a los resultado obtenidos durante el almacenamiento se
pierden casi en su totalidad la cantidad de mohos y levaduras tanto en estado
fresco y concentrado 3,0 + 2 y 0,0 + 0,0 UFC x g respectivamente. Este
comportamiento puede deberse a lo mencionado por VEGA (2 001), que un
proceso térmico se realiza para eliminar y/o inactivar microorganismos
patégenos y enzimas que alteran el producto; UMANA (2 007); CASP y ABRIL
(2 003), mencionan que en la congelacién y almacenamiento se acaba con
ciertos microorganismos, estos pueden morir, en todo caso se dice que se inhibe

toda muitiplicacién microbiana.

Cuadro 14. Cuantificacion de mohos y levaduras en la pulpa de Camu-Camu

fresca y concentrada al vacio.

Dias de Pulpa fresca Pulpa concentrada
almacenamiento (UFCx g™ (UFC x g™
0 89,0x 10° @ 1,17 x 102
30 25x10° 6,0
60 50° 1,0
90 30° 00°

Los resultados son los promedios de tres repeticiones seguido de la desviacién estandar, valores
de una misma columna con diferente superindice difieren p <0,05.
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La pulpa de Camu-Camu fresca y concentrada, empacadas al vacio
y almacenadas a -20°C por 90 dias de acuerdo al cuadro tiene < 10 UFCxg™
para ambos casos, por o mencionado por INDECOPI (2 007), establece que la

pulpa de Camu-Camu debe poseer < 10 UFCxg™, podemos mencionar que si se

cumple con la Norma establecida.



V. CONCLUSIONES

Los resultados y discusiones correspondientes nos permitieron inferir las

siguientes conclusiones:

La pulpa de Camu-Camu madura presenté el mayor contenido de acido
ascorbico y polifenoles totales, con valores de 2068,35 y 794,14 mg x 100
g™ de pulpa fresea respectivamente:

La pulpa madura concentrada al vacio, presento contenidos del acido
ascorbico y polifenoles totales mayores en 1,99 y 1,77 respectivamente;
produciéndose una pérdida de estos componentes durante el
almacenamiento de 30,16% y 20,7%, respectivamente.

La pulpa madura de Camu-Camu presenté mayor capacidad antioxidante
frente al radical DPPH" y al cation ABTS™, con valores ICso 7,563 y 2,95 ug
x mL™" y la pulpa concentrada al vacio presento valores de 4,075 y 1,692 yg
x mL™" respectivamente; con pérdidas durante su almacenamiento de
18,2% y 12,51% respectivamente.

Al inicio del almacenamiento la pulpa madura de Camu-Camu presento
mayor carga microbiana; al término del almacenamiento ambos

tratamientes alcanzaron contenidos < 10 UFCxg™.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda cuantificar el acido ascérbico en su forma oxidada para
realizar un seguimiento mas detallado de la estabilidad de los indicadores
fisicoquimicos del fruto durante su almacenamiento.

Se recomienda utilizar tecnologias no térmicas en el proceso entre las que
se encuentran los campos eléctricos de alta intensidad, irradiacién, campos
magnéticos oscilantes, altas presiones, entre otros.

Se recomienda cuantificar el acido ascérbico, polifenoles totales, actividad

antioxidante utilizando las semillas del Camu-Camu.



ABSTRACT

Not enough information on the variation of the characteristics of the
pulp Camu-Camu green, ripening fruit and ripens, the fresh, frozen concentrated
or stored; reason that raised the physicochemical characterization, determine the
antioxidant capacity and evaluate the frozen storage, ascorbic acid, polyphenols,
antioxidant capacity and quantification of molds and yeasts selected from pulp,
fresh and concentrated. .

We used methods of physicochemical analysis (AOAC, 1995),
ascorbic acid (GOKMEN et. al, 2 001), total polyphenols (PRICE AND BUTLER,
1 997), quantification of molds and yeasts (ICMSF, 2 000), antioxidant capacity
DPPH" and ABTS™ (BRAND-WILLIAMS et. al, 1 995; RE et. al, 1 999).

The results and discussions led to the conclusion that the pulp of ripe
Camu-Camu had higher ascorbic acid and total polyphenols, with 2068.35 and
794.14 mg x 100 g™ of fresh pulp, respectively, and vacuum concentrated pulp at
1,99 and 1,77 times respectively; storage losses occurring in 30,16% and 20,7%,
respectively, likewise showed higher antioxidant capacity against DPPH’ radical
and cation ABTS™; with ICsp values 7,53 and 2,95 mg x mL™ respectively,
increasing by 1,22 and 1,14 times respectively, with storage losses of 18,2% and
12,51% respectively. At the beginning of the mature pulp storage Camu-Camu

showed higher microbial load, at the end of both treatments reached storage

contents <10 UFCxg™.
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A - |. Fiuta de Camii-Camu (Myrciaria dubia Mc Vaugh H.B.K.)

A - ll. Andlisis de varianza para el Analisis de Humedad en la pulpa de

Camu-Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V GL sC CM F. cal. Sig.
Tratamientos 2 12,361 6,180 29,526 0,01
Error experimental 6 1,256 0,209 = - e
Total 8 13,617 e —— —— c——

R? = 0,907 CV =0,01425 MSE = 0,4348 Media = 91,56444
A - lll. Andlisis de varianza para el Analisis de Proteina en la pulpa de

Camu-Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

FV GL sC CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 0,012 0,06 9,017 0,016
Error experimental 6 0,004 0,01 S— ———
Total 8 0,015  —— — T

R?=0,727 Cv =0,0938 MSE = 0,01467 Media = 0,46889
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A - IV. Andlisis de varianza para el Analisis de Grasa en la pulpa de Camu-

Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

FV G.L sC CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 0,007 0,03 28,091 0,001
Error experimental 6 0,001 0,00 — —
Total 8 0,008 e e —

R*=0,877 CV = 0,1567 MSE = 0,0127 Media = 0,19667

A - V. Anilisis de varianza para el Analisis de Fibra en la pulpa de Camu-

Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V G.L SC CM F. cal. Sig.
Tratamientos 2 0,007 0,03 28,001 0.001
Error experimental 6 0,001 000 - ———
Total 8 0,008 ———n —— —-

R®=0,885 CV = 0,44854 MSE = 0,00972 Media = 0,650

A — V1. Andlisis de varianza para el Analisis de Ceniza en la pulpa de Camu-

Camu en 3 estados de madurez (h=3, p<0,05).

FV GL S.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 0,006 0,03 23,545 0,001
Error experimental 6 0,001 0,00 ——— ———
Total 8 0,006 @ -——— ——— —

R?=0,832 Cv=0,13123 MSE = 0,00949 Media = 0,1889
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A - VIl. Anélisis de varianza para los Sélidos Solubles (°Bx) en ia pulpa de

Camu-Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

FV G.L SC CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 5,953 2,977 714,419 0,000
Error experimental 6 0,025 0,004 e e
Total 8 5978 @ -

R?= 0,994 CV =0,14876 MSE = 0,28816 Media = 5,8111

A - VIll. Andlisis de varianza para % Acidez en la pulpa de Camu-Camu en 3

estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V G.L s.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 0,073 0,036 47,362 0,000
Error experimental 6 0,005 0,001 = — —_—
Total 8 0,077 ——— —— —

R*=0,940 CV =0,0405 MSE = 0,03275 Media = 2,4244

A - IX. Anélisis de varianza para el indice de Madurez en la pulpa de Camu-

Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V G.L S.C C.M F. cal. Sig.

Tratamientos 2 1,212 0,606 23,090 0,002
Error experimental 6 0,158 0,026 ——— e
Total 8 1,370 ———- m——— e

R®=0,854 CV = 5,961 MSE = 0,1379 Media = 2,4667



A - X. Curva patrén para la cuantificaciéon de acido ascérbico.

Abs a;254nm {mUA)

450 -
400 -
350 -
300 A
250 -
200 -
150 -
100 A

50 -

53

y = 7,1728x - 6,3877
R?= 0,9989

20 40 60 80

Acido Ascérbico pg/mL

79

A - XI. Analisis de varianza para el contenido de Acido Ascérbico para la

pulpa de Camu-Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.v GL S.C CM F. cal. Sig.
Tratamientos 210626,248 105313,124 40,318 0,000
Error experimental 15672,373 2612,062 — ———
Total 226296,622 — ————- ————--
R*=0,962 CV =11,1366 MSE = 56,06278 Media = 1873,0541

A - XII. Curva patrén para la cuantificacion de polifenoles totales.

Absofvanciax(720nm)-

2

1.5
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A - XllI. Analisis de varianza para el contenido de Polifenoles totales para

la pulpa de Camu-Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V GL ScC CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 6,733 3,367 4055,014 0,000
Error experimental 6 0,005 0,001 —— -
Total 8 Lo < -

R*=0,815 Cv=17,326 MSE = 0,30591 Media = 6,7236

A - XIV. Analisis de varianza del ICs; por el método del Radical DPPH’ en la

pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V G.L S.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 13,603 6,801 375,419 0,000
Error experimental 6 0,109 0,018 ——o —
Total 8 13,712 ——— —— e

R*= 0,956 CV=7,326 MSE = 0,1433 Media = 9,1334

A~ XV. Anélisis de varianza del IC5 por el método del Catién ABTS™ en la

pulpa de Camu-Camu en tres estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V G.L S.C CM F. cal Sig.

Tratamientos 2 1,688 0,844 561,540 0,000
Error experimental 6 0,009 0,002 ——— T —
Total 8 1,697 —— S ———

R*=0,990 Cv=0,1312 MSE = 0,15352 Media = 3,5091



81

A - XVI. Andlisis de varianza para la cuantificacion de mohos y levaduras

en la pulpa de Camu-Camu en 3 estados de madurez (n=3, p<0,05).

F.V GL Ss.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 2 9800,00 4900,00 358,637 0,000
Error experimental 6 82,00 13,667 e e —
Total 8 988200 @ - B e

R*=0,616 CV =0,7696 MSE = 11,71537 Media = 45,6667
A - XVII. Anélisis de varianza para el Acido Ascérbico en la pulpa de Camu-
Camu fresco empacado al vacio y almacenado por 90 dias a una

temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

F.V G.L S.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 3 749410,228 249803,409 0,864 0,498
Error experimental 8 2311867,529 288983,441  -—— = o
Total 11 3061277,758 — ———— e

R*=0,953 CV =0,3443 MSE = 152,2875 Media = 1532,1984
A - XVlla. Andlisis de varianza para el Acido Ascérbico en la pulpa de
Camu-Camu concentrado, empacado al vacio y almacenado por 90 dias a

una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

F.vV G.L sC CM F. cal. Sig.

Tratamientos 3 200404817 66801,606 47,466 0,000
Error experimental 8 11258,845 1407,356 —- e
Total 11 211663,662 —_— —  ——

R*=0,917 Cv =1,37873 MSE = 400,4388 Media = 1006,11246
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A — XVIIL. Andlisis de varianza para el contenido de Polifenoles totales en la
pulpa de Camu-Camu fresco empacado al vacio y almacenado por 90 dias a

una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

F.V GL S.C C.M F. cal. Sig.

Tratamientos 3 2,193 0,731 204,193 0,000
Error experimental 8 0,029 0,004 —— em——
Total 11 2,221 — — —

R*=0,943 CV =0,06167 MSE = 0,1297 Media = 7,2865
A - XVllia. Analisis de varianza para el contenido de Polifenoles totales en
la pulpa de Camu-Camu concentrado, empacado al vacio y almacenado por

90 dias a una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

F.V GL sC CM™M F. cal. Sig.

Tratamientos 3 12,792 4,264 1118,165 0,000
Error experimental 8 0,031 0,004 — —
Total 11 12,822 —— — —

R*=0,898 CV =0,08769 MSE = 0,31167 Media = 12,35742

A - XIX. Analisis de varianza del ICs, por el método del Radical DPPH’ en la
pulpa de Camu-Camu fresco empacado al vacio y almacenado por 90 dias a

una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

FVv G.L S.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 3 2,360 0,787 110,162 0,000
Error experimental 8 0,057 0,007 mom——— e
Total 11 2,471 —— —— ———e

R*=0,977 CV =0,05784 MSE = 0,13531 Media = 8,1037
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A - XIXa. Andlisis de varianza del IC5 por el método del Radical DPPH’ en
la pulpa de Camu-Camu concentrado, empacado al vacio y almacenado por

90 dias a una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

F.V G.L S.C C.M F. cal Sig.

Tratamientos 3 1,283 0,428 220,474 0,000
Error experimental 8 0,016 0,002  —— —
Total 11 1,294 ——— —— ———

R?=0,939 CV =0,07661 MSE = 0,99193 Media = 4,48508
A — XX. Anélisis de varianza del ICs, por el método del Cation ABTS™ en la
pulpa de Camu-Camu fresco empacado al vacio y almacenado por 90 dias a

una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

F.V G.L sC CM F. cal. Sig.

Tratamientos 3 4,795 1,698 887,066 0,000
Error experimental 8 0,014 0,002 e e
Total 11 4,31 0 S— — —

R“=0,985 Cv=0,17785 MSE = 0,19089 Media = 3,7180
A - XXa. Analisis de varianza del ICg por el método del Catién ABTS™ en la
pulpa de Camu-Camu concentrado, empacado al vacio y almacenado por

90 dias a una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

FV G.L S.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 3 0,113 0,030 246,819 0,000
Error experimental 8 0,001 0,000 — —
Total 11 0,114 ——— e e

R*=0,958 CV =0,05638 MSE = 0,29367 Media = 1,80424
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A — XXI. Andlisis de varianza para la cuantificaciéon de mohos y levaduras |
de la pulpa de Camu-Camu fresco, empacado al vacio y almacenado por 90

dias a una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

F.V G.L S.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 3 4,795 1,598 887,066 0,000
Error experimental 8 0,014 0,002 B —— B
Total 11 4,810 — —— -

R®= 0,985 CV =0,17785 MSE = 0,19089 Media = 3,7180
A — XXla. Andlisis de varianza para la cuantificaciéon de mohos y levaduras
de la pulpa de Camu-Camu concentrado, empacado al vacio y almacenado

por 90 dias a una temperatura de - 20°C. (n=3, p<0,05).

FV G.L S.C CM F. cal. Sig.

Tratamientos 3 447,00 149,00 26,198 0,000
Error experimental 8 45,50 5,688 R ——
Total 11 492,50 ——— — S—

R*=0,803 CV =1,4869 MSE = 1,93160 Media = 4,500



