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RESUMEN
El presente estudio se realiz6 en la Universidad Nacional Agraria de la Selva.
El camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K.) es una planta que crece a lo
largo de los rios de selva baja de Ia'Ama‘zonia peruana (< 250 m.s.n.m.) y se
caracteriza por producir un fruto con alto contenido de acido ascérbico. El
proposito del estudio fue evaluar la actividad antioxidante y determinar el
contenido de acido ascorbico, polifenoles totales y catequina durante el
almacenamiento a -10 °C en la pulpa pintén y maduro de camu camu. Los
frutos de camu camu, se obtuvieron del Distrito de Rupa Rupa (Tingo Maria),
Provincia de Leoncio Prado, Regién Huanuco, los mismos que fueron
pulpeados, envasados al vacio (100 mB/2min) y almacenados a -10 °C. La
actividad antioxfdante fue evaluada por la inhibicién de los radicales DPPH y
peroxilo, el acido ascorbico y catequina fueron cuantificado por HPLC en fase
reversa usando una columna C18, mientras la cuantificacién de polifenoles
totales se realizo por espectrofotometria. La inhibicién del radical DPPH por la
pulpa pintébn y maduro, expresado como ICso fue 16,1 £ 0,19 y 13,5 + 0,19
pg/mL, respectivamente al 0 dia y fue 16,5 + 0,38 y 145 + 0,18 ug/mL,
respectivamente a los 90 dias. La inhibicidon del radical peroxilo por la pulpa
pintén y maduro, expresado como 1Cs fue 5,3 + 0,08 y 4,1 + 0,05 pg/mL,
respectivamente al 0 diay fue 5,6 £ 0,05y 4,1 + 0,13 pg/mL, respectivamente a
los 90 dias. El contenido de acido ascérbico en pulpa pinton fue 1864,64 +
19,61; 1796,36 + 18,8; 1764,02 + 30,9; 1828,39 + 28,9 mg/100 g pulpa al 0, 30,
60 y 90 dias, respectivamente y en pulpa maduro fue 1931,32 + 27,6; 1860,57

+ 34,3; 1865,37 + 30,3; 1910,98 + 34,8 mg/100 g pulpa al 0, 30, 60 y 90 dias,



respectivamente. El contenido de polifenoles totales en pulpa pintc')n» y maduro
fue 107,7 = 0,38 y 248,1 + 0,66 mg (+)-catequina Eq./100g de pulpa,
respectivamente al 0 dia, y fue 107,1 £ 0,25 y 143,6 + 0,14 mg (+)-catequina
Eq./100g de pulpa, respectivamente a los 90 dias. El contenido de catequina en
pulpa pinton y maduro fue 10,68 + 0,39 y 18,09 + 0,58 (+)-catequina/ 100g de
pulpa, respectivamente al 0 dia, y fue 10,46 £ 0,25 y 12,38 + 0,48 mg (+)-
catequina/ 100g de pulpa, respectivamente a los 90 dias. Durante los 90 dias
de almacenamiento a -10 °C la variacién de la actividad antioxidante en pulpa
pintébn y maduro de camu camu fue no significativo frente al radical DPPH y’
peroxilo (p<0,05). La pulpa pinton y maduro de camu camu presentd una
perdida de acido ascorbico no significativo (p<0,05), después de los 90 dias de
almacenamiento a -10°C. Durante los 90 dias de almacenamiento a -10 °C en
la pulpa pintébn de camu camu no se observé diferencia significativa en la
perdida de polifenoles totales, mientras que en la pulpa maduro la diferencia
fue altamente significativo (p<0,05), con una perdida del 42,12% de polifenoles
totales. La variacién de la catequina durante los 90 dias de almacenamiento a
-10 °C fue no significativo en la pulpa pintén y en la pulpa maduro la variacion
es significativo (p<0,05), mostrandose una perdida del 31,56% de catequina.
De las muestras evaluadas, la pulpa maduro, presenté la mayor actividad
antioxidante con valores de IC5o = 13,5 £ 0,18 y 4,1 + 0,13 ug/mL frente al
radical DPPH y peroxilo, respectivamente (p<0,05), mayor contenido de acido
ascorbico 1931,32 + 27,6 mg/100g pulpa (p<0,05), polifenoles totales 248,1 +
0,66 mg (+)-Catequina Eq./100 g pulpa (p<0,05) y catequina 18,09 + 0,58 mg

(+)-Catequina/100g pulpa (p<0,05).



ABSTRACT
This study was conducted at the University National Agrarian the Jungle. The
camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K.) is a plant that grows along the
low jungle rivers of the Peruvian Amazon (<250 m.s.n.m.) and is characterized
by producing a fruit with high ascorbic acid content. The purpose of this study
was to evaluate the antioxidant activity and determine content of ascorbic acid,
total polyphenols and catechin during storage at -10 °C in unripe and ripe pulp
of camu camu. The fruits of camu camu, were obtained from Distrito of Rupa
Rupa (Tingo Maria), Provincia de Leoncio Prado, Huanuco Region, they were
pulping, vacuum-packed (100 mB/2min) and stored at -10 °C. Antioxidant
activity was evaluated by inhibition of the radical DPPH and peroxyl, the
ascorbic acid and catechin were quantified by reverse phase HPLC using a C18
column and the quantification of polyphenols was performed by
spectrophotometry. DPPH radical inhibition for unripe and ripe pulp, expressed
as ICso was 16,1 £ 0,19 y 13,5 + 0,19 uyg/mL, respectively at 0 day and was
16,5 £ 0,38 y 14,5 + 0,18 pg/mL, respectively at 90 days. The peroxyl inhibition
for unripe and ripe pulp, expressed as ICso was 5,3 + 0,08 y 4,1 + 0,05 pg/mL,
respectively at 0 day and was 5,6 + 0,05 y 4,1 + 0,13 pg/mL, respectively at 90
days. Ascorbic acid content in unripe pulp was 1864,64 + 19,61; 1796,36 +
18,8; 1764,02 x 30,9; 1828,39 t 28,9 mg/100g pulp at 0, 30, 60 and 90 days of
storage, respectively, and ripe pulp was 1931,32 + 27,6; 1860,57 + 34,3;
1865,37 + 30,3; 1910,98 + 34,8 mg/100g pulp at 0, 30, 60 and 90 days of
storage, respectively. The total polyphenol content in unripe and ripe pulp

was107,7 + 0,38 and 248,1 + 0,66 mg (+)-catechin Eq./100g pulp, respectively



at 0 day and was 107,1 + 0,25 and 143,6 £ 0,14 mg (+)-catechin Eq./100g pulp,
respectively at 90 days. Catechin content in unripe and ripe pulp was 10,68 +
0,39 and 18,09 + 0,58 (+)-catechin/100g pulp, respectively at 0 day and was
10,46 £+ 0,25 and 12,38 + 0,48 mg (+)-catechin/100g pulp, respectively at 90
days. During the 90 days of storage at -10°C the variation of antioxidant activity
in pulp unripe and ripe of camu camu was not significant against radical DPPH
and peroxyl (p <0,05). The unripe and ripe pulp of camu camu showed a loss of
ascorbic acid not significant (p <0,05), after 90 days storage at -10 °C. During
the 90 days of storage at -10 °C in the unripe pulp of camu camu was not
significant difference in loss of total polyphenols, whereas in ripe pulp the
difference was highly significant with a loss of 42,12% of total polyphenols (p
<0,05). The variation of the catechin for 90 days of storage at -10°C was not
significant in unripe pulp and in ripe pulp the variation is significant (p <0,05),
showing a loss of 31.56% of catechin. Of the samples studied, ripe pulp had the
highest antioxidant activity with values of ICso = 13,5 + 0,18 and 4,1 + 0,13
pg/mL against radical DPPH and peroxyl, respectively (p <0,05), higher content
of ascorbic acid 1931,32 + 27,6 mg/100g pulp (p<0,05), totals polyphenols
248,1 + 0,66 mg (+)-Catechin Eq./100g pulp (p<0,05) and catechin 18,09 + 0,58

mg (+)Catechin/100g pulp (p<0,05).



I. INTRODUCCION

Los antioxidantes naturales son apreciadbs porque pueden ser usados en el
diéeﬁo de alimentos benéficos para la salud, debido a su capacidad de
neutralizar radicales libres, sustancias inestables que contienen uno o mas
electrones desapareados, quienes son responsables de muchas enfermedades
degenerativas, cataratas, arterioesclerosis, muerte celular y cancer, asimismo
por su capacidad de eliminar y atrapar potencialmente a los electréfilos
dafnadores del ADN, metales toxicos, hasta la inhibicibn de enzimas
activadoras de precarcinégenos, hasta carcinogenos (THOMAS, 2000). EI
antioxidante al colisionar con el radical libre (RL) le cede un electrén,
oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil no téxico (PERON et
al., 2001).

El interés de los polifenoles se ha enfocado por su gran potencial en beneficio
de la salud humana, con particular referencia a los polifenoles de frutas y
vegetales (DREOSTI, 2000).

El camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K) es una planta que crece a lo
largo de los rios de selva baja de la Amazonia peruana (< 250 m.s.n.m.) y se
caracteriza por producir un fruto con alto contenido de acido ascorbico, debido
a esta caracteristica el camu camu presenta un gran interés para ser utilizado
en la agroindustria y farmacia (ZAPATA y DUFOUR, 1993; VILLACHICA, 1996

y INGA et al, 2001). En la actualidad no se tiene datos cientificos que
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sustenten la concentracion de acido ascérbico, polifenoles totales, catequina y
actividad antioxidantes del camu camu sembrado en Tingo Maria. Por ello no
se le considera como cultivo alternativo en las zonas del Alto Huallaga, tal
como se esta haciendo con el camu camu sembrado en las zonas aluviales de
la amazonia peruana, a lo largo de los rios Ucayali y Amazonas.
Ei trabajo promovera el desarrollo sostenible e integral del cultivo del camu
camu y la extension de sembrios ya existentes, ya que este fruto se adapta a
suelos acidos, tierras de baja fertilidad y mal drenaje (VILLACHICA, 1996 y
INGA et al, 200‘1). Ademas, los aportes tecnoldgicos obtenidos seran de
utilidad para el sector empresarial que expdrta pulpa de camu camu congelado.
Los objetivos del presente trabajo de investigacién fueron:
— Evaluar en almacenamiento la actividad antioxidante de pulpa de camu
camu en dos estados de madurez empleando diferentes modelos in
Vitro: radicales DPPH y peroxilo.
-~ Determinar el contenido de acido ascérbico, polifenoles totales y
catequina en pulpa de camu camu en dos estados de madurez, durante

el almacenamiento.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Cultivo de camu camu
2.1.1. Aspectos generales

El camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K) es una fruta nativa
de la Amazonia Peruana (VILLACHICA, 1996 y INGA ef al, 2001); que se
caracteriza por su alto contenido de acido ascérbico (ZAPATA y DUFOUR,
1993).

El camu camu arbustivo es nativo de la zonas inundables,
desarroliandose sin problemas en las orillas de los rios, en aguas oscuras o
claras, aguas caracterizadas por su acidez, donde permanece sumergido total
o parcialmente por mas de cinco meses bajo el agua (VILLACHICA, 1996 y
INGA et al., 2001); se desarrollan a lo largo de los rios Ucayali y Amazonas,
ubicandose la mayor cantidad de poblaciones naturales entre las localidades
de Requena y Pebas en Loreto. Alin asi, es posible propagarla exitosamente
en condiciones no inundables, fuera de su habitad natural, también puede
adaptarse acondiciones de suelos acidos y de baja fertilidad, constituyéndose
un potencial importante para recuperar tierras abandonadas (UDA, 2000).

2.1.2. Aspectos botanicos
2.1.2.1. Morfologia
El camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K) es un

arbusto que alcanza de 3 a 4 m de altura, se ramifica desde la base formando
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varios tallos secundarios que este a su vez se ramifican en forma de vaso
abierto. El tallo y las ramas son glabros, cilindricos, lisos de color marrén claro
0 rojizo y con corteza que se desprende en forma natural. También posee hojas
relativamente largas, opuestas, elipticas y oblongas lanceoladas, de color
verde brillante, aromaticas y con pequeias glandulas de aceite (VILLACHICA,
1996 y CELIS et al,, 2007).

2.1.2.2. Taxonomia
Segun (VILLACHICA, 1996), el camu camu (Myrciaria

dubia McVaugh H.B.K), presenta la siguiente informacién taxonémica.

Division : Fanerbgamas
Sud-divisioén : Angiospermas
Clase : Dicotiledones
Orden : Mortales
Familia : Myrtaceae
Genero : Myrciaria
Especie : Dubia H.B.K

2.1.3. Composicion quimica
La principal caracteristica de la pulpa de camu camu (Myrciana
dubia McVaugh H.B.K), es su alto contenido de acido ascérbico con valores
que va desde 845 a 2780 mg/100g de pulpa. La pulpa constituye entre 50 y
55% del peso del fruto. Analisis efectuadas con la cascara indican que esta
tiene hasta 5% de acido ascorbico, pero constituye una porciéon muy baja del
peso del fruto y normalmente se descarta en el proceso de pulpeado

(VILLACHICA, 1996).
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ZAPATA y DUFOUR (1993), realizaron un estudio de la

composicion quimica de la pulpa fresca de camu camu (Myrciana dubia
McVaugh H.B.K) en tres estados de madurez (Cuadro 1y 2).

Cuadro 1. Analisis quimico de pulpa fresca de camu camu

Parametro Verde Pintén Maduro
Acido ascorbico (g/kg) 8,45 9,39 9,39
Acido dehidroascorbico (g/kg) 0,19 0,25 0,31
‘Glucosa (g/kg) 2,24 3,61 8,16
Fructosa (g/kg) 3,7 5.07 9,51
Acido citrico (g/kg) 29,82 22,93 19,81
Acido malico (g/kg) 2,8 4,88 5,98
Acidez (Ac. Citrico)(g/kg) 3,55 3,07 3,08
Ph 244 2,53 2,56
Densidad relativa (20/20°C) 1,026 1,025 1,030
°Brix (%) 5,6 5,5 6,8
Sdlidos totales 69,8 67,7 81
°Brix/acidez(relacion) 1,6 1,8 2,2
Nitrégeno total 0,568 0,624 0,735
Aminoacidos (mg/kg)
Serina 299 371 637
Valina 99 168 316
Leucina 90 132 289
Glutamato 88 100 119
4-aminobutanato 71 93 108
Prolina 43 53 82
Fenilalanina | 17 22 43
Treonina 20 28 36
Alanina 17 28 34

Fuente: Zapata y Dufour (1993).



Cuadro 2. Analisis de micronutrientes en pulpa fresca de camu camu

Micro nutrientes (mg/kg) Verde Pintén Maduro
K 532 600 711
Ca 66 62 65
Mg 47 47 51
Na 49 44 27
PO, . 245 256 295
SO, 219 163 132
Al 3,1 3,0 2,1
B 0.4 0,5 0,5
Cu 0,5 0,7 0,8
Fe 1,3 1,8 1,8
Mn 1,4 1,4 21
Zn 1,3 1,2 1,3
Cl 77 66 116

Fuente: Zapata y Dufour (1993).

Figura 1. Cultivo de camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K) en Tingo

Maria (660 m.s.n.m.), Regién Huéanuco.



2.2. Antioxidantes y radicales libres
2.2.1. Estrés oxidativo

Los compuestos quimicos y las reacciones capaces de generar
especies reactivas del oxigeno con potencial toxico pueden reconocerse como
prooxidantes. Por otra parte, a los compuestos y reacciones que eliminan estas
especies, disponen de ellas, suprimen su formacibn o se oponen a sus
acciones se les conoce como antioxidantes. En una célula normal existe un
equilibrio apropiado entre prooxidantes y antioxidantes. No obstante, este
balance puede desplazarse hacia los prooxidantes cuando la produccion de
estas especies aumenta de modo considerable. Tal circunstancia se presenta
después de la introducciéon en el organismo de ciertos farmacos o venenos
insecticidas y/o pesticidas. El desbalance puede presentarse, ademas, cuando
la concentracion de antioxidantes disminuye, ya sea debido a una malnutricién
como la hipovitaminosis E, o a un fallo funcional de alguna de las enzimas
involucradas en la respuesta antioxidante del organismo (NADEEM et al., 2003;
BENITEZ, 2006).

Especies reactivas del oxigeno (ERO) es el término que se aplica
colecti\)amente a las moléculas de radicales y no radicales que son agentes
oxidantes y/o son faciimente convertidos a radicales. En la dltima década se
han acumulado evidencias que permiten afirmar que los radicales libres y el
conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel central en
nuestro equilibrio homeostatico, que es el normal funcionamiento de los
mecanismos de regulacién que conservan el estado normal fisioloégico de los

organismos.
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En mamiferos son muchos los procesos fisiopatolégicos causados
por estas especies tales como los mecanismos patogénicos asociados a virus,
bacterias, parasitos y células anormales, constituyendo un mecanismo de
defensa del organismo frente a estos agresores. Cuando el aumento del
contenido intracelular de ERO sobrepasa las defensas antioxidantes de la
célula se produce el estrés oxidativo, a través del cual se induce dafio a
moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El estrés
oxidativo se presenta en diversos estados patolégicos en los cuales se altera la
funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrolio de
enfermedades degenerativas como la arterosclerosis, cardiomiopatias,
enfermedades neurolégicas y cancer (AVELLO y SUWALSKY, 2006).

2.2.2. Antioxidantes

Antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones
reduce, retrasa significativamente o previene la oxidaciéon de un sustrato (SIES,
1997). Un antioxidante puede ser definido como una sustancia que en
pequenas cantidades pueden retardar o inhibir la accién de un prooxidante
(oxidante) en una reaccion de oxidacion (SIES, 1997 y WEISBURGER, 1999).

Los antioxidantes son compuestos que prolongan la vida util de los
alimentos, protegiendo contra el deterioro causado por la oxidacion. Los
antioxidantes inhiben la propagacion de radicales libres por eso son utilizados
para prevenir el deterioro de los alimentos, evitando la rancidez de las grasas y
los cambios de color. Los antioxidantes se clasifican en antioxidantes naturales
y antioxidantes sintéticos (SIES, 1997).

El antioxidante al colisionar con el radical libre (RL) le cede un
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electrén, oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil no toxico
(RODRIGUEZ et al., 2001). Los procesos de antioxidacion incluyen 1)
inhibicién de radicales para prevenir su propagacion, 2) hidrélisis enzimatica de
enlaces ésteres para remover Aacidos grasos peroxidados de lipidos, 3)
quelamiento de iones metalicos de transicion, 4) Reduccién de perdxidos por
catalisis enzimatica (THOMAS, 2000).

La importancia de los antioxidantes es crucial ya que brinda
protecciéon contra las enfermedades como la arteriosclerosis, degeneracion
ligada al envejecimiento y el cancer (SERRA y TRIBO, 1991).

2.2.2.1. Antioxidantes endogenos

Los antioxidantes endégenos o antioxidantes enzimaticos
actian a nivel intracelular. Existen tres sistemas principales de enzimas
antioxidantes: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CTL) y glutation
peroxidasa (GPX) (GONZALES-TORRES et al., 2000).

2.2.2.2. Antioxidantes exogenos

Los antioxidantes exdégenos o0 no enzimaticos, trasforman
los radicales en menos agresivos. Entre ellos tenemos: flavonoides, alfa
tocoferoles (vitamina E), beta-caroteno, acido ascorbico y glutation (KISPERT
et al., 2001).

2.2 3. Radicales libres

En el organismo humano el oxigeno es necesario para llevar a
cabo reacciones metabolicas, las cuales a su vez produce reacciones de 6xido-
reduccion. En la reduccién del oxigeno por medio de la citocromo oxidasa se

da la formacién de agua, y como producto del oxigeno metabolizado se
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producen radicales libres. Estas son sustancias quimicas que poseen un
electron desapareado en su Orbita siendo extremadamente reactivas e
inestables. Al contacto con sustancias organicas e inorganicas, los radicales
libres afectan las propiedades quimicas y funcionales de las sustancias a su
alrededor, en especial moléculas que se encuentran en la membrana celular,
los acidos grasos insaturados, proteinas y acidos nucleicos. Por ello han sido
relacionados con diversos procesos patolégicos vy fisiolégicos, como el cancer,
enfermedades cardiovasculares y enfermedades degenerativas e inflamatorias,
entre otras (GONZALES-TORRES ef al., 2000; GARCIA et al.,, 2001; GUIJA et
al., 2005).

Generalmente los radicales libres se forman por transferencia de
electrones secundaria a reacciones metabdlicas, las tres vias de formacion
son: 1) por la ruptura homolitica del enlace covalente; 2) por la pérdida de un
electrén; y 3) por la adicién de un electron. Las condiciones externas que
promueven la producciéon de radicales libres son: la contaminacién, altas
temperaturas, radiaciones ionizantes, luz ultravioleta, rayos X, medicamentos,
el humo| del tabaco y el smog (GONZALES-TORRES et al, 2000 y
RODRIGUEZ et al., 2001).

La principal fuente la constituye la mitocondria, ya que durante el
proceso de fosforilacion oxidativa se genera un gradiente eléctrico que aporta
la energia necesaria para formar ATP, el aceptor final de electrones es el
oxigeno, en esta trasferencia de electrones se forman varias moléculas con
diferente grado de oxidacion, cediendo uno o dos electrones al oxigeno

produciendo intermediarios parcialmente reducidos que son los radicales libres.
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Oftro lugar de formacién de radicales libres lo constituyen algunas organelas,
que poseen pequefas vacuolas llamadas peroxisomas, que contienen
sustancias oxidativas y generadoras de H,O,, el cual es depurado por la
enzima catalasa transformandola en agua y un radical libre (O) (TISKOW,
1996 y RODRIGUEZ et al., 2001). |

Los leucocitos polimorfonucleares constituyen una fuente
importante de radicales libres; cuando se activan por el complemento,
interleucinas u otros factores, los leucocitos producen mieloperoxidasa que
cataliza la formacion de haloideas oxidados con alto poder microbicida. Durante
la fagocitosis se da la produccién del anion superéxido (O2) por medio de una
oxidasa que cataliza una reaccién en la que emplea el NADPH para reducir el
oxigeno molecular (RAPAPORT, 1993).

Los radicales libres son elaborados continuamente como un
producto del metabolismo normal de cada célula (GONZALES-TORRES et al.,
2000). El desbalance entre la produccidon de especies reactivas de oxigeno
reactivo (EROS) y la defensa antioxidante, provoca un dafio organico conocido
como estrés oxidativo, que lleva a una variedad de cambios fisiolégicos y
bioquimicas, los cuales ocasionan el deterioro y muerte celular (RODRIGUEZ
et al., 2001).

El oxigeno molecular desempefia un papel importante en el
organismo; cerca del 2 al 5 por ciento del oxigeno molecular que ingresa al
organismo se transforma en un radical libre. Esto se debe a que en las
reacciones metabdlicas el oxigeno actia como receptor de electrones, ya que

posee dos electrones desapareados con espin paralelo. Si el oxigeno acepta



12
cuatro electrones se produce agua, a esto se le llama reduccion tetravalente
(TISKOW, 1996).

O+4¢ — —» HO+HO

Los principales radicales libres que se forman por reacciones donde patrticipa el
oxigeno son:

¢ Radical hidroxilo (OH").

¢ Anién superodxido (O2).

e Peroéxido de hidrégeno (H205).

¢ Oxido nitrico (NO").

2.2.3.1. Radical hidroxilo
Radical libre con una vida corta, aproximadamente de 10 a
11 segundos. La reaccion del radical OH™ con moléculas organicas produce
radicales libres secundarios, los cuales son muy reactivos con las proteinas,
carbohidratos, lipidos y acido desoxirribonucleico (TISKOW, 1996).
El radical hidroxilo se forma por la reduccion trivalente del O,; de acuerdo a la
siguiente ecuacion:
O+ 3¢ ———» OH + OH" (hidroxilo)+ O
2.2.3.2. Anién superéxido
Se produce de la reaccién univalente del oxigeno molecular
(TISKOW, 1996).
O, +1¢ ————» O, (anién superodxido)

Este proceso fue descrito en 1931 por Haber y Willstater. En 1934, Haber y
Weiss descubrieron la reduccién secuencial trivalente del O, (en combinacién

con un catalizador en presencia de hierro) la cual da lugar a la produccién de
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intermediarios oxigenados muy reactivos. En el afio 1959 McCord y Fridovich
aislaron una enzima, la superdxido dismutasa (SOD), que cataliza Ia
produccién de peroxido de hidrogeno (H.Oz) a partir del anién superéxido. Una
acumulacién de H,O, conduce a un incremento en la produccién de radicales
OH-" a través de la reaccién de Haber-Weiss.

H202 + O ——— OH + O, + OH"
Esta reaccidon es muy lenta y no puede realizarse sin catalisis. Se supone que
los iones férricos son los que desempenan el papel de catalizador:
H.0, + O + Fe™® -quelado ————» O, + OH + OH
Esto también puede suceder a través de la reaccion de Fenton:
H.0, + Fe'? ————» Fe'® + OH + OH
El ion superoxido es producido por células fagociticas y ayuda a inactivar virus
y bacterias. Es mucho menos reactivo que el radical hidroxilo, pero un nimero
importante de blancos biolégicos son sensibles a él (FRIDOVICH, 1975 y
WINTERBOURN, 1995).
2.2.3.3. Peroxido de hidrégeno
El peréxido de hidrégeno es generado in vivo a partir de la
reaccion catalizada por la enzima superdxido dismutasa, o a partir de la
reduccion divalente del oxigeno molecular (TISKOW, 1996).
O, + 25— H,0, (peroxido de hidroégeno)
El H,0, es una molécula no radical, que se asemeja al
agua en su estructura molecular y es muy difusible dentro de la célula. Aunque
no es estrictamente un radical libre, se considera como tal por su capacidad de

generar el OH en presencia de metales como Fe (RODRIGUEZ et al., 2001).
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2.2.3.4. Oxido nitrico

Es de los pocos radicales libres que no son perjudiciales,
mas bien dtiles in vivo. El é6xido nitrico (NO) es sintetizado a partir del
aminoacido l-arginina por las células endoteliales vasculares, fagocitos,
algunos tipos de neuronas y otras células. Esta sustancia es un potente agente
vasodilatador y puede actuar como neurotransmisor. El 6xido nitrico tiene una
gran capacidad de reaccionar con el anion superoxido (O2), sobre todo si se
encuentra en exceso en los tejidos. El exceso de NO puede ser téxico, al dahar
por ejemplo, proteinas con centro sulfuro - hierro u otros elementos
constituyentes de la membrana celular (MONCADA y HIGGS, 1993 vy

RODRIGUEZ et al., 2001).
Los radicales libres pueden generase también a partir de
fuentes exégenas, como las radiaciones ionizantes, ultra violeta, la visible o
térmica, algunos productos quimico carcinégenos (aumento de metales
pesados, xenobidticos, componentes de tabaco, pesticidas), también diversos
medicamentos y drogas antitumorales pueden inducir la liberacién de radicales
libres como el acetaminofén, andriamicina, neomicina, polimixina B,
kanamicina, gentamicina y cloramfenicol, asi como factores organicos vy
metabdlicos (dieta hipercalorica, dieta insuficiente en antioxidantes, diabetes,
procesos inflamatorios, traumatismo y ejercicios extenuantes) (HALLIWELL et

al., 1995; RODRIGUEZ et al., 2001).

2.3. Vitamina C
También llamado acido ascoérbico, es una vitamina hidrosoluble,

constituye uno de los agentes antioxidantes mas poderosos que actia en
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compartimientos celulares acuosos (Figura 3). Su funcién como antioxidante se
basa en su poder para suprimir el oxigeno simple reactivo, reacciona con el
anién superdxido, estabiliza el radical hidroxilo y regenera la vitamina E
reducida (SIES et al., 1992).

Cuando se encuentra en solucién la vitamina C es faciimente
oxidable, de igual manera si es expuesta a pH alcalino, calor, oxigeno y
metales como hierro y cobre (RODRIGUEZ et al., 2001).

La absorcion de la vitamina C ocurre en el duodeno, las cantidades
que se ingieren en la dieta tienen una vida corta dentro del organismo, ademas
es excretada por la orina en pequefias cantidades, por ello debe ingerirse
diariamente las dosis para llenar los requerimientos diarios, siendo esta de 60
mg para un adulto. La fruta mas rica en vitamina C es la guayaba, aunque
también se encuentra en naranja, mandarina, pomelo y vegetales como el
tomate, brocoli, pimientos y espinaca. La ingesta de una naranja mediana
cubre casi el requerimiento diario de un adulto (PARKS y BOOYSE, 2002 y
LING et al., 2002).

El acido ascorbico es un compuesto que tiene excelente accion
reductora; cuando pierde un electron, se convierte en el radical ascorbato,
compuesto que tiene un electrébn desapareado en un sistema-p altamente
deslocalizado, por cuyo motivo es un radical libre muy poco reactivo, que lo
convierte en un buen antioxidante. Pero, una de sus principales propiedades
consiste en regenerar el a-tocoferol a partir de radicales tocoferoxilo (GUIJA et
al., 2005).

La vitamina C compuesto que el ser humano no lo puede sintetizar



16
y necesariamente debe ingerirlo en su dieta. Esta vitamina es un eficiente
antioxidante; pero, también puede actuar como un agente prooxidante cuando
se administra en altas dosis, especialmente cuando estd en presencia de
elevadas cantidades de metales de transicion, generando radicales hidroxilos
(SARDI, 2004).

El acido ascérbico es un importante antioxidante, asi como en las
funciones metabdlicas de las plantas, animales y humanos destacando a las
plantas como la principal fuente de produccion (Figura 2) (WHEELER et al,,
1998). Debido a que presenta una configuracion de lactona, en la que los
grupos hidroxilos asociados al doble enlace funcionan como agentes con alto
potencial reductor, lo que le permite, incluso, participar en la reduccion directa
del oxigeno, funcionando asi como sustrato donante en las reacciones de las
peroxidasas. También incluye la inhibicibn de la formaciéon de radicales
superéxido, o de nitrosaminas durante la digestion; ademas, es el agente que
reduce los radicales fenoxilo formados durante la actividad vitaminica E,

restableciéndola. (BENITEZ, 2006).
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Figura 2. La senda para la biosintesis del acido ascérbico dentro de las plantas
(WHEELER et al., 1998).

El acido ascoérbico tiene un efecto mediado por la interaccion
directa con varias especies reactivas de oxigeno, neutralizando el oxigeno
singlete, el ozono, captura radicales hidroxilo, también neutraliza otras
especies. Reactivas como el acido hipocloroso, éxido nitrico (ELEJALDE, 2001;
GARCIA et al., 2001).

El acido ascorbico es estable en estado seco (JHONSON, 1995),
sin embargo en solucion, esta sustancia llega a ser altamente reactiva,

_ especialmente en presencia de oxigeno, y metales como el hierro y el cobre,
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considerandosele como la defensa mas importante contra los radicales libres,
eliminandolos de los compartimientos hidrofilicos de la célula, de la matriz
extracelular y del sistema circulatorio, ademas, participa en la proteccion de las
moléculas hidrofébicas como las lipoproteinas del plasma sanguineo y de los
lipidos membranales ( ELEJALDE, 2001).

Esta demostrado que presenta accion antioxidante por que
reacciona directamente con los radicales peroxilos y regenera la vitamina E
oxidada en su forma activa en las membranas celulares (RODRIGUEZ et al.,
2001). Al ser una vitamina hidrosoluble se considera que es el antioxidante mas
importante del liquido extracelular, aunque participe también en la zona
intracelular (SERRA y TRIBO, 1991).

2.4. Polifenoles

Son compuestos producidos por el metabolismo secundario de
algunos vegetales. Su estructura base es un nicleo aromatico que contiene un
grupo hidroxilo libre o sustituido, se diferencian de otros compuestos que
también poseen estructura fendélica (monoterpenos) en su origen biosintético.
Se originan principalmente a través de dos rutas biosintéticas: la ruta del acido
shikimico y la ruta de los poliacetatos (VASCONCELLOS, 2001 y MARTINEZ-
FLORES et al., 2002).

En la ruta del acido shikimico se utilizan aminoacidos aromaticos
como fenilalanina y tirosina para formar los acidos cinamicos y sus derivados
(fenoles sencillos, acidos fendlicos y derivados, cumarinas, lignanos vy
derivados del fenilpropano). Por medio de la ruta de los poliacetatos se originan

quinonas, xantonas, orcinoles, etc., aunque algunos compuestos fendlicos
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como los flavonoides (antocianidinas, catequinas, acido galico e isoflavonas) se
pueden formar a través de rutas mixtas que combinan la via del shikimato y del
acetato (HERTOG et al., 1993 y MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

Entre las funciones de los compuestos fenoélicos esta la de proteger
al organismo contra enzimas que participan en la inflamacién; modifican el
metabolismo de las prostaglandinas y por lo tanto protegen de la aglomeracién
de plaquetas; pueden atrapar hierro y cobre evitando su participaciéon en la
producciéon de radicales libres; donan iones H* o electrones para inactivar
radicales libres y evitan la peroxidacién lipidica protegiendo a la membrana
celular de dano estructural que interfiere con el transporte de moléculas a
través de estas membranas, ademas de controlar el crecimiento y proliferacion
celular (HERTOG et al., 1993 y VASCONCELLOS, 2001).

Las frutas citricas son ricas fuentes de flavonoides, incluyendo los
compuestos diosmina y hesperidina se encuentran en toronjas y naranjas. El
acido elagico, presente en uvas, fresas, zarzamoras, arandanos, nueces y
otros alimentos es un ejemplo de un tipo de compuesto fendlico que actla
como un fitoquimico (HERTOG et al, 1993; VASCONCELLOS, 2001 vy
MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

Los compuestos fendlicos o polifenolicos, constituyen un amplio
grupo de sustancias quimicas, considerados como metabolitos secundarios de
numerosas especies de plantas. La oxidaciébn de los productos de los
compuestos fendlicos, al parecer son involucrados en la defensa de las plantas
contra la invasiéon de patégenos, incluyendo bacterias, fungi y virus, asi como

metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de estas
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(MARTINEZ- VALVERDE et al., 2000).

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los
vegetales y que protegen al organismo del dafo producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioletas y la polucion ambiental. Pueden
interactuar directamente con especies reactivas de oxigeno y son inhibidores
de la lipoperoxidacion, (GONZALES-TORRES et al., 2000). Son compuestos
fendlicos que pertenecen a los populares fitoquimicos, sustancias derivadas de
vegetales, con acciéon potencialmente beneficiosa para la salud y que
constituyen el principio activo de muchas plantas medicinales (O'REILLY et al,,
2001). El organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas
protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma
de suplementos. Estan ampliamente distribuidos en vegetales, representan
componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta humana
(AHERNE y O'BRIEN, 2002).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion
del hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante (MARTINEZ-FLORES et al., 2002). El mecanismo de accién de los
polifenoles esta vinculado a su capacidad para donar hidrégeno y a su accién
quelante de iones metalicos; la potente actividad antioxidante reside en sus
estructuras quimicas con un grupo o-difendlico, un doble enlace conjugado 2-3
y grupos hidroxilos en posiciones 3 y 5, lo que los torna muy eficientes contra

radicales hidroxilo y peroxilo. (GUIJA et al., 2005).
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Figura 3. Ruta de la pentosa fosfato para la sintesis de componentes fendélicos

en plantas (SHETTY et al,, 2005).
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2.5. Cromatografia liquida de alta performancia (HPLC)

Es una técnica de separacion de compuestos, que pemnite aislar,
identificar y cuantificar los compuestos desconocidos tales como vitaminas,
proteinas y compuestos activos como flavonoides, alcaloides y esteroles en
una muestra o solucion conocida. Para la cuantificacién de estos compuestos
se utiliza estandares especificos (HORIE y KOHATA, 2000).

La tecnica HPLC describe el proceso en el cual la fase mévil
(liquido) es mecanicamente bombeado a través de una columna que contiene
la fase estacionaria (solido) y la cuantificacion de los analitos se realiza
mediante un detector (NIELSEN, 1998).

Segln NIELSEN (1998) el sistema HPLC consta de las siguientes
partes:

Bomba: Son dispositivos de alta tecnologia que tiene por funcién
entregar la fase movil a través del sistema, a un flujo variado en cantidades
exactas y de manera precisa.

Inyector: El fin del proceso de inyeccion es introducir la muestra en
un reservorio sujeto a accion de la bomba para luego ser llevado a la columna.

Columna: La columna es considerada como una herramienta para
la separacion de las moléculas presentes en la muestra que esta siendo
analizado.

Detector: El detector por lo general es ultravioleta (UV) o visibles
(VIS), es el instinto que detecta la presencia de las moléculas motivo de
analisis. Una vez que la muestra sale de la columna es presentada al detector

que identifica en funcibn a la absorbancia la cantidad presente de un
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determinado analito; luego el detector convierte esta interaccion en senal
electrénica que es enviada al sistema de datos. La magnitud de esta sefal es

graficada contra el tiempo.

HORNO

VAL VULA DE GRADIENTE
DE BAJA PRESION

Figura 4. Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Performancia (HPLC) en

gradiente de baja presién.



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El trabajo de investigacidon se desarrollé en los laboratorios de:
Centro de Investigacion para el Desarrollo Biotecnolégico de la Amazonia
(CIDBAM), Carnes, Analisis de suelos, Centro de Investigacion de Productos
Naturales de la Amazonia (CIPNA) y la Planta Piloto de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva, en Tingo' Maria, ubicado a 660 msnm, a 09° 17’ 08” de
Latitud Sur, a 75° 59’ 52” de Longitud Oeste, con una temperatura y humedad
relativa promedio de 24 °C y 83.5% respectivamente, en el Distrito de Rupa
Rupa, Provincia de Leoncio Prado, Region de Huanuco.
3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Materia Prima

El fruto de camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K), fue
obtenido del Distrito de Rupa Rupa (Tingo Maria), Provincia de Leoncio Prado,
Regién de Huanuco. |

3.2.2. Materiales de laboratorio

Microtubos de plastico de 1 a 2 mL, tubos de vidrio 10 mL, tubos de
plastico de 10 a 50 mL, cubetas de poliestireno (1cm X 1cm X 4,5 cm), papel
filtro de 0,2 ym, jeringa hipodérmica de 10 mL, vasos de precipitacién de 10 a
1000 mL, matraz volumétrico de 50 a 250 mL, bureta de 20 mL

semiautomatica, gradilla de metal, pastilla magnética, pizeta, espatula de acero
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inoxidable.
3.2.3. Materiales, equipos y maquinarias de proceso
Canastillas de polietileno de 50 X 30 cm, bolsas de polietileno de
alta densidad (0,1 mm), pulpeador HUNGARY modelo MSZ 152 (Budapest),
empacador al vacié modelo A 300/16 (MULTIVAC), Congeladora Seria.
3.2.4. Equipos para andlisis
Micropipeta (ACCUMAX 10 a 1000uL), pH-metro con termémetro
incluido (OAKTON pH 1100 series), Plato de calentamiento/ Agitador (VWR,
Heat: 30-400 °C, Stir: 60-1600 rpm), Balanza analitica (OHAUS Adventure Pro
AV 114; 0,0001g), Destilador de agua (GFL, D-30938 Burgwedel, Tipo 2004, N°
11207205J), Desionizador de agua (BARNSTEAD, EASY Pure I, RF/UV
ultrapure Water system), Homogenizador (BARNSTEAD intemacional, Maxi
Mix I, Modelo N° M37610-33, SERIAL N° 1254051228720), Refractémetro
(Carl Seiss), Estufa (TOMOS Heatring, Modelo: ODHG- 9240A),
Espectrofotdometro (Thermo Electron Corporation, modelo: Genesys'™ 6),
Centrifuga (Hettich Zentrifuge, modelo: MIKRO R22, Stir: 18000 rpm), Bario
maria con tiempo y temperatura regulable (GEMMYCO, Model: YCW-010E),
Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Performancia (HPLC) modelo LC-
10AVP (Shimadzu Scientific, MD, USA.). Equipado con: Desgasificador
(modelo: FCV - 10AL VP), Bomba (modelo: LC - 10AWP), Columna
cromatografica (C18-110R Gemini), Homo de columna (modelo: CTO -
10ASVP), Detector UV-Vis (modelo: SPD — 10AVVP), Controlador (Modelo:
SCL - 10AVP), Software de interfase CLASS — VP, Computadora compatible

USB - 62X, Inyector de muestra de capacidad 20 pl.
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3.2.5. Reactivos
1,1- Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), acido ascorbico, (+)-catequina,
metanol grado HPLC, acido acético, carbonato de sodio, Folin-Ciocalteu, 2,2-
azinobis (3-etilenobenzotiazolino-6 acido sulfénico) (ABTS), 2,2-azobis-(2-
amidopropano) hidrocloride (ABAP), hidroxido de sodio, Fosfato de sodio hepta
hidratado, Monofosfato de potasio, Acido ortofosférico, etanol 95 %, de Sigma
Chemical Co, (St. Louis, MO).
3.3. Métodos de analisis
3.3.1. Analisis fisicoquimico
— Soélidos solubles totales, método refractométrico reportado por
(MITCHAM et al., 2003).
— Acidez titulable, método potenciométrico reportado por (MITCHAM
et al., 2003).
— Determinaciéon porcentual de pulpa, cascara y semilla, método
gravimétrico reportado por (CUNHA et al., 2001).
— Humedad, método gravimétrico N° 950.46 AOAC (1995).
~ Determinacion de Cu, Fe, Zn y Mn, método de espectrofotometria
de absorcién atémica reportado por (SANDOVAL, 1994).
3.3.2. Determinacion de acido ascoérbico
Se realizé6 mediante el método de cromatografia liquida de alta
performancia (HPLC), reportado por (GOKMEN et al., 2000).
3.3.3. Cuantificacion de polifenoles totales
Se realiz6 mediante el método de espectrofotometria de absorcion

molecular reportado por (PONGSAWATMANIT et al., 2007).
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3.3.4. Cuantificacion de catequina
Se realiz6 mediante el método de cromatografia liquida de alta
performancia (HPLC), reportado por (DING ef al., 1999).
3.3.5. Evaluacion de la actividad antioxidante
3.3.5.1. Radical 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
Se realizé6 mediante el método desarrollado por Brand-
Williams et al, 1995, de inhibicion del radical DPPH’, reportado por
(SANDOVAL et al., 2002a).
3.3.5.2. Radical peroxilo
Se evalu6é mediante el método de TRAP (poder total de
actividad reductora), reportado por (SANDOVAL et al., 2002a).
3.4. Metodologia
3.4.1. indice de madurez (IM)
Se determiné utilizando los resultados de °Brix y Acidez, mediante
la ecuacion siguiente:
IM =° Brix/ Acidez
La medicion de los ° Brix se realiz6 empleando un refractometro Carl Seiss,
calibrado a 20 °C y la acidez, mediante titulacibn con una bureta
semiautomatica, utilizando hidroxido de sodio estandarizado 0,1 N hasta pH 8,1

medido con un pH metro digital (MITCHAM et al., 2003).

También se midié el pH en el fruto pintéon y maduro de camu camu (MITCHAM
et al., 2003).

3.4.2. Preparacion de la muestra

Se procedi6 de acuerdo al diagrama de flujo esquematizado en la
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Figura 5. Las operaciones se describen a continuacion: Los frutos de camu
camu en sus dos estados de madurez fueron recepcionados, seleccionados,
lavados con agua blanda, eliminando toda impureza adherida en su superficie.
Luego se pulpe6 utilizando un tamiz de 1mm de luz, seguidamente se envasoé
al vacio a presién y tiempo de 100 mB/2min en bolsas de polietileno de 0, 1
mm de espesor y almacenados a -10°C. Finalmente se peso la pulpa, cascara

y semilla, para luego determinar el porcentaje, respectivamente (CUNHA et al.,

2001).
Camu camu
v
v v
Pintén Maduro
v ¥
v
Recepcion
r Frutos pequefios
Seleccion > y
‘ Frutos picados
Agua blanda _, Lavado ~» Agua + Impurezas
Escurrido L » Agua
¢ Cascara
Tamiz: 1mm de luz Pulpeado {
‘ Semillas
Bolsa de polietileno .
de alta densidad Envasado 100mB/ 2min

3
! !

Pulpa pinton Pulpa maduro

Figura 5. Diagrama de flujo para la obtencién del rendimiento en pulpa, cascara

y semilla del fruto de camu camu en dos estado de madurez.
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3.4.3. Determinacion de humedad
Para determinar la humedad se homogenizé y se tomé una
muestra representativa de la pulpa congelada. De esta se peso tres muestras
de 5 + 0,1g en lunas de reloj, luego fueron secadas las muestras en la estufa
hasta que el peso sea constante a 105 °C. Al cabo de este tiempo se coloco en
un desecador por media hora y luego se peso (AOAC, 1995).
3.44. Determinacion de minerales
Se usé un espectrofotdmetro de absorcion atémica, modelo AA
55B (VARIAN Australia Pty Ltd), el cual trabajo con aire (50) y acetileno (80).
Se prepar6 estandares de concentraciones de 0.03 - 10 pgg Cu /mL; 0.06 - 15
Mg Fe/mL; 0.01 -2 pg Zn/mL y 0.02 - 5 ug Mn /mL, los que fueron usados
para obtener la curva estandar de cada mineral. La pulpa pesada se colocé en
microtubos de 1.5 mL, se centrifugé a 10 000 r.p.m/5 min a una temperatura de
4 °C, luego se tom¢é una parte del sobrenadante, se adicioné agua desionizada,
se homogenizod la mezcla y se realizo la lectura de las distintas concentraciones
de los diferentes minerales asi como de la muestra por triplicado. El resultado
de Cu, Fe, Zn y Mn se expres6 en mg del mineral/ Kg de pulpa (SANDOVAL,
1994).
3.4.5. Determinacion de acido ascérbico
Se utiliz6 como fase movil una solucion a 0,2 M de KH.PO,
ajustado a un pH de 2,4 con H3;PO, y microfiltarada con filtros de 0.2 ym. La
programacion fue a un flujo de 0.5 mL/min y la deteccion se realizé6 a 254 nm.
Se prepard la solucién estandar de L-(+)-acido ascorbico (100 pg/mL), de la

cual se preparé las soluciones de 10 - 50 pg/mL. La pulpa congelada, fue
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separada en microtubos de 1.5 mL, para ser centrifugadas a 10 000 r.p.m/5 min
a una temperatura de 4 °C, luego se tomé una parte del sobrenadante y se
adicioné agua desionizada (F.D = 500), se homogenizé la mezcla y se filtré con
membranas de 0.2 ym, finalmente, se inyecté 20 pL tanto del estandar como
de la muestra y se realizé la lectura durante 15 minutos. Para la cuantificacién
de acido ascoérbico, se utilizd valores del area bajo la curva, absorbancia y
concentraciones de los estandares y/o muestras. Se utilizé el software Class-
VP del sistema del HPLC para obtener la ecuacion de la curva estandar, y
estimar la cantidad en mg acido ascorbico /100g de pulpa (GOKMEN et al.,
2000).

3.4.6. Cuantificacion de polifenoles totales

Se realiz6 mediante el método de espectrofotometria de absorcion
molecular reportado por (PONGSAWATMANIT et al., 2007) con modificaciones
como sigue. Se prepard solucion al 20% Na; COs y solucion estandar de 1 mM
(+)-Catequina en metanol. Luego se agregd a cada tubo 1.58 mL de agua
desionizada y 20 uL de muestra, control y estandares por triplicado. De Ila
solucion de 1 mM (+) —catequina, se prepar6 soluciones diluidas de 100 - 3000
pg/mL. Luego se agregd 100 pL de solucién de Folin-Ciocalteu 2N a cada
muestra, control y estandares, a estas mezclas se incubdé por 1 minuto a
temperatura ambiente, luego se neutralizé la reaccion agregando 300 pL de
Na; CO; al 20% y finalmente se incub6 por 2 horas a temperatura ambiente,
para una completa reaccion. La absorbancia fue leida a 700 nm tanto para la
muestra, control y estandar. La cuantificacion de polifenoles totales fue

expresado en mg (+)-catequina Equivalente/ 100g muestra.
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3.4.7. Cuantificacion de catequina
Se utilizd como fase mévil una soluciéon (agua: metanol: acido
acético) (700:300:1) v/v, la cual fué filtrado (0.2 ym). La programacion fue a un
flujo de 1 mL/min y la detecciéon se realizd a 270 nm. Se prepar6 solucion
estandar de (+)-catequina (200 pg/mL) y de la cual se prepard soluciones
diluidas de 10 - 140 pg/mL. La pulpa congelada se separ6 en microtubos de 1.5
mL, para ser centrifugadas a 10 000 r.p.m/5 min a una temperatura de 4 °C,
luego se tomd una parte del sobrenadante, se adicioné agua desionizada (F.D
= 3), se homogenizé la mezcla y se filtr6 con membranas de 0.2 ym, finalmente
se inyectd 20 L de estandar y/o muestra. Para la cuantificacién de catequina
se utilizé valores del area bajo la curva, la absorbancia y las concentraciones
de los estandares y/o muestra. Se utilizé el software Class-VP del sistema del
HPLC para obtener la ecuacién de la curva estandar y a la vez se us6 para
estimar la cantidad en mg (+)-catequina /100g de pulpa (DING et al., 1999).
3.4.8. Evaluacion de la actividad antioxidante
3.4.8.1. Radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

Este método, se basa en la reduccion de la absorbancia
medida a 515 nm del radical DPPH, por antioxidantes. Con modificaciones el
método reportado por (SANDOVAL et al., 2002a). Se hizo reaccionar 25 pL del
sobrenadante previamente centrifugada a 10000 rpm/5min y diluido en agua
(1:20 viv) con 975 pl de DPPH (100uM) en etanol al 96 %, la absorbancia fue
monitoreada a 515 nm, a intervalos de 15 Segundos durante 5 minutos, por
triplicado. La cinética de inhibicion de la actividad antioxidante fue expresada

en términos de IC5o y expresando como equivalente de acido ascérbico (AAE).
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— Coeficiente de Inhibicion (ICs)
Se determiné mediante un anadlisis de regresion del
porcentaje de inhibicién versus la concentracion necesaria de la pulpa, para

inhibir el 50 % del radical DPPH, mediante la ecuacion siguiente.

%InhibicionDPPH = [(Ab sConirol = AbsMuestr “)] x 100

AbsControl

Abs Control: es la absorbancia a tiempo = 0 min y Abs Muestra: es la

absorbancia a tiempo = 5 min.

— Poder antirradical
El poder antirradical, referido a la eficiencia de un
antioxidante, fue evaluado mediante la metodologia descrita por (Brand-
Williams et al., 1995). |
Para tener mejor claridad sobre la capacidad que tiene un
antioxidante para inhibir radicales libres, en esta parte del trabajo, se hizo uso
del Softward de Sistema de Modelamiento Molecular- Hyperchem (Version
6,01- 2000), determinando el Analisis Conformacional de Minima Energia,
reportado por VAJRAGUPTA et al. (2000) y VILLANUEVA et al. (2005).
3.4.8.2. Radical Peroxilo
Se realiz6 mediante el método de TRAP (poder total de
actividad reductora). Se prepararon soluciones de 2,25 mM 2 2-azinobis (3-
etilenobenzotiazolino-6 acido sulfonico) (ABTS), 20 mM 2,2-azobis-(2-
amidopropano) hidrocloride (ABAP) y PBS (Solucién buffer fosfato: 154 mM
Cloruro de sodio, 2.7 mM Fosfato de sodio heptahidratado y 1.5 mM Fosfato de

potasio monobasico) ajustado el pH a 7.4. Luego los radicales peroxilos fueron
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generados mediante el tratamiento de la mezcla de 10 mL de 2.25 mM ABTS,
10 mL de 20 mM ABAP y 80 mL de PBS (pH 7.4) a 70°C por 20 minutos,
finalmente, se hizo reaccionar 10 pyL de sobrenadante previamente
centrifugada a 10000 rpm/5min y diluido en agua (1:20 v/v), con 990 uL de la
solucién de radicales ABTSe*, la cual se enfri6 durante 10 minutos; la
absorbancia fue leido a 414 nm a intervalos de 15 segundos durante 5 minutos
(SANDOVAL et al., 2002a). La cinética de inhibicién de la actividad antioxidante
fue expresada en términos de ICso y expresando como equivalente de acido
ascoérbico (AAE).

— Coeficiente de Inhibicion (ICs)
Se determin6 mediante un andlisis de regresiéon del
porcentaje de inhibicién versus la concentracion necesaria de la pulpa, para

inhibir el 50 % del radical peroxilo, mediante la ecuacion siguiente.

(4bsControl — AbsMuestra)
AbsControl

% InhibicionPeroxilo = [ ] x100

Abs Control: es la absorbancia a tiempo = 0 min y Abs Muestra: es la

absorbancia a tiempo = 5 min.
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Figura 6. Secuencia para la determinacion del acido ascérbico, polifenoles totales, catequina y actividad antioxidante.
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3.5. Analisis estadistico
El analisis estadistico de los datos se realizd por medio del
programa STATGRAPHICS Plus versién 5.1, 2004 Statistical Graphics Corp.

3.5.1. Variables
3.5.1.1. Variables independientes
Estado de madurez

Dias de almacenamiento

3.5.1.2. Variables dependientes
Cantidad de acido ascérbico (mg /100g de pulpa),
actividad antioxidante (ug/mL), polifenoles totales (mg Eq (+)-catequina/100g
de pulpa) y catequina (mg/100g de pulpa).
3.5.2. Estadistica descriptiva
Se emplearon en los valores de analisis de indice de madurez,
humedad y minerales, rendimiento en pulpa, cascara y semilla fueron
expresados como promedio + desviacion estandar (CALZADA, 1976).
3.5.3. Analisis de regresion lineal
Los datos de absorbancia registrados para los modelos in vitro del
radical DPPH y peroxilo fueron evaluados mediante un Arl para determinar el
ICso (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; CALZADA,1976), asimismo los datos de
absorbencia de polifenoles totales, acido ascorbico y catequina para ser
expresados en términos de Equivalente (+)-catequina, acido ascérbico y (+)-
catequina, respectivamente (CALZADA,1976).
3.5.4. Analisis de varianza

Los valores de ICs y cantidad de acido ascorbico, polifenoles
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totales, catequina, se evaluaron estadisticamente mediante un disefio completo

al Azar — DCA, con tres repeticiones y la significancia estadistica usando la

prueba de t, student’s y Tukey con p<0,05 (CALZADA, 1976).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis fisicoquimico

El indice de madurez (°Brix / Acidez), mediante el cual, se midi6 la
madurez fisiolégica del fruto, fue de 1, 85 £ 0, 024 y 2, 26 + 0,029; para la fruta
pinton y maduro de camu camu, respectivamente (Cuadro 3 y Figura 7), en
donde el estadio de desarrollo de la fruta, generalmente esta asociado con la
comestibilidad optima, afirmando el sabor del fruto y del jugo (DEL PILAR et al.,
2007).
Cuadro 3. Resultados de los analisis fisicoquimicos realizados al fruto de camu

camu en dos estado de madurez.

Parametro Pintén Maduro
pH 2,30+0,1 2,36+ 0,2
°Brix (%) 5,52+0,04 6,83+0,04
Acidez (Ac. Citrico) (g/Kg) 2,98+ 0,03 3,01+ 0,02
°Brix/Acidez (relacion) 1,85+ 0,024 2,26 £ 0,029
Humedad 90,29 + 0,96 91,98 £ 0,78

Datos expresados en media + SD, n=3.

VILLANUEVA (2003), obtuvo indice de madurez de 1,90 y 2,41
para el fruto pinton y maduro de camu camu, respectivamente. Asimismo
(ZAPATA y DUFOUR, 1993) determiné el indice de madurez de 1,8 para el

fruto pinton y 2,2 para el fruto maduro de camu camu. Observandose que los
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resultados (Cuadro 3) coinciden con los valores reportados por Villanueva,
Zapata y Dufour (Anexo |, Cuadro 14).

En cuanto a la humedad se determiné valores de 90,29 + 0,96 y
91,98 + 0,78 por ciento para la pulpa pintbn y maduro de camu camuy,
respectivamente (Cuadro 3). Observandose que los resultados encontrados
coinciden con lo reportado por (RIVA y GONZALES, 1996 y FLORES, 1997)

quienes mencionan que la humedad del fruto va de 91,95 a 94,40 por ciento.

= n
- (L) N %)

indice de madurez (°Brix/%Acidez2)

(=
(8,4}
A

Pinton Mauro
Pulpa de camu camu
Figura 7. indice de madurez de la pulpa de camu camu en dos estados de
madurez.
4.2. Evaluacion del rendimiento en el fruto pinton y maduro de camu
camu.

4.2.1. Balance de materia en la obtencion de la pulpa.
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El rendimiento en el fruto se realizd mediante un balance de

materia, tomando 15 kg de fruto (pinton y maduro), que fue convertido a 100 kg
como base tal como se observa en los Cuadros 4y 5.

Cuadro 4. Balance de materia en la obtencion de pulpa pintén.

Materia en movimiento

Operacion Ingresa Sale Continua RO RP
Kg Kg Kg (%) (%)

Recepcién 100 0 100 100 100

Seleccion 100 1,2 98,8 98,8 98,8

Lavado Fruto = 98,8 0 148,8 100 1488

Agua =50
Escurrido 148,8 49,8 99 66,53 99
Pulpeado - 99 C+S=4498 52,38 52,91 52,38

merma = 1,64

Envasado 52,38 0 52,38 100 52,38

R.O: rendimiento por operacion; R.P: rendimiento por proceso; C: cascara; S: semilla.

Se observa en el Cuadro 4 el balance de materia, donde la mayor
pérdida se da en la operacion de seleccién y pulpeado en el fruto pintdn, con
rendimiento por operacion de 98,8% y 52,91%; respectivamente.

En la seleccion se perdié 1,2 kg, debido a que se descarté aquellos
frutos defectuosos; en el pulpeado se elimindé cascara, semilla (44,98 kg) y
merma (1,64 kg); donde se puede apreciar la mayor pérdida por operacion y

por proceso.



40

Cuadro 5. Balance de materia en la obtenciéon de pulpa maduro.

Materia en movimiento

Operacion Ingresa Sale Continua RO RP
Kg Kg Kg (%) (%)

Recepcion 100 0 100 100 100

Seleccién 100 1,5 98,5 98,5 98,5

Lavado Fruto = 98,5 0 148,5 100 1485

Agua = 50
Escurrido 148,5 49,8 98,7 66,46 98,7
Pulpeado 98,7 C+S5=43,39 54,96 55,68 54,96

merma = 0,35

Envasado 54,96 0 54,96 100 54,96

R.O: rendimiento por operacion; R.P: rendimiento por proceso; C: cascara; S: semilla.

De acuerdo al Cuadro 5 en el balance de materia y rendimiento en
la obtencion de la pulpa maduro, las operaciones con mayor pérdida fueron
seleccion y pulpeado, con rendimiento por operacion de 98,5% y 55,68%;
respectivamente.

En la seleccion se perdié 1,5 kg, debido a que se descart6é aquellos
frutos defectuosos; en el pulpeado se elimindé cascara, semilla (43,39 kg) y
merma (0,35 kg); donde se puede apreciar la mayor pérdida por operacion y

por proceso.
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Cuadro 6. Resumen del rendimiento (%) en pulpa, cascara, semilla del fruto

pintén y maduro de camu camu.

Rendimiento (%)

Fruto
Pinton Maduro
Pulpa 52,91 +1,01° 55,68 + 1,18°
Cascara y semilla 4543 +1,37° 43,96 + 1,25°
Merma 1,66 £ 0,112 0,36 + 0,10°

Datos expresados en media + SD, n=3. Diferencia significativa p<0,05, evaluado mediante una prueba de

t, student’s.

" VILLACHICA (1996) menciona que el rendimiento en pulpa es de
50 a 55 por ciento, siendo la proporcién mayor en los frutos con poca semilla
(dos semillas), lo que concuerda con los resultados obtenidos (Cuadro 6 y
Figura 8) ya que al final del proceso se obtuvieron valores de 52,91 + 1,01 y
55,68 + 1,18 por ciento de rendimiento en pulpa pintbn y maduro de camu
camu, respectivamente; observandose también (Cuadro 6 y Figura 8) que el
mayor rendimiento en pulpa presenta el fruto maduro de camu camu en
comparacion al fruto pinton de camu camu (p<0,05), debiéndose a que en el
fruto maduro de camu camu se encontré solo dos semillas en la totalidad de

frutos muestreados y coincidiendo con lo mencionado por (VILLACHICA, 1996).



42

70 5

8 pinton

W maduro

Rendimiento %

Pulpa Cascara y semilla Merma

Frutode camu camu

Figura 8. Rendjmiento en pulpa, cascara y semilla del fruto pintébn y maduro
de camu camu.

4.3. Determinacion de minerales

El contenido de minerales, se calculé6 mediante la ecuacion de la
curva estandar de Cu, Fe, Mn y Zn (Anexo IV, Figura 26, 27, 28 y 29), se puede
observar en el Cuadro 7 que los resultados de micronutrientes como Cu, Fe,
Mn y Zn encontrados en pulpa pintdn y maduro de camu camu, coinciden con
los valores reportados por (ZAPATA y DUFOUR, 1993), para Cu, Fe y Mn
(Cuadro 2); y notandose una diferencia en cuanto al contenido de Zn con las
muestras evaluadas, esta diferencia podria deberse al pH del suelo donde fue

sembrado el cultivo de camu camu, ya que en la mayoria de los suelos el zinc
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se presenta naturalmente en pequenas cantidades y su solubilidad disminuye
al elevarse el pH y exceso de humedad presente en el suelo (QUINONES,
1991).

Cuadro 7. Resultados de los analisis de micronutrientes realizados a la pulpa

fresca de camu camu.

Minerales (mg/Kg) Pinton Maduro
Cu 0,83 + 0,02 0,97+ 0,02
Fe 1,89 £ 0,02 1,95 £ 0,02
Mn 1,47 £ 0,06 2,16 £ 0,04
Zn 6,01+ 0,08 6,72 £ 0,05

Datos expresados en media + SD, n=3. Diferencia significativa p<0,05, evaluado mediante una prueba de

t, student’s.

4.4. Determinacion de acido ascorbico

En el Cuadro 8 y Figura 9, se muestra los resultados del contenido
de acido ascorbico (p<0,05).
Cuadro 8. Evaluacién del contenido de acido ascérbico en la pulpa de camu

camu durante el almacenamiento a -10°C.

Almacenamiento mg / 100g pulpa
(Dias) Pintén Maduro
0 1864.64 + 19.6° 1931.32 + 27.6%
30 1796.36 + 18.8°% 1860.57 + 34.3%,
60 1764.02 + 30.9°, 1865.37 + 30.3%
90 1847.39 + 28.9°, 1910.98 + 34.8%

Datos expresados en media + SD, n =3, (a-b, x-y-z) diferencia significativa (p<0,05), evaluado mediante la

prueba de t, student’s y kutey.
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Figura 9. Evaluacién del contenido de acido ascérbico en la pulpa de camu
camu durante el almacenamiento a -10° C.

Como se‘ puede observar en el Cuadro 8, la pulpa pinton y maduro
de camu camu presentd una perdida de acido ascorbico de 0,93% y 1,05 %,
respectivamente, después de los 90 dias de almacenamiento a -10°C,
estadisticamente esta perdida de acido ascérbico es no significativo (p<0,05),
se puede afirmar que esta variacion del contenido de acido ascérbico, presenta
relacion con el contenido de acidez, debido a que los acidos presentes en la
fruta, facilitan la degradacién del acido ascérbico, asi como la presencia de
enzimas y el deterioro por la presencia de agua, que es proporcionado por la
fruta (LEE y CHEN, 1998), ya que el acido ascérbico es estable en estado seco
y en solucién llega hacer altamente reactiva (JHONSON, 1995 y RODRIGUEZ
et al., 2001) como también su degradacién se debe a la accién de la enzima

acido ascorbico oxidasa presente en el fruto pintén y maduro (BIDWELL, 1990),
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no se aprecia una perdida considerable ya que las enzimas actGan muy
lentamente a -10°C. Por tal motivo se puede expresar que la pulpa maduro de
camu camu presenté mayor contenido de acido ascérbico que la pulpa pintén
de camu camu (p<0,05), como se observa en el cuadro y figura mencionado.

La variaciéon del contenido de acido ascoérbico esta influenciado
también por las condiciones edafoclimaticas de cada piso ecolégico donde se
desarrolla el cultivo de camu camu, como lo demuestra los estudios realizados
por ZAPATA y DUFOR (1993); JUSTI et al. (2000); DIB TAXI (2001);
RODRIGUEZ (2002); ELESBAO et al. (2002); KIECKBUSCH et al. (2006) y
AREVALO et al. (2006), quienes encontraron valores de acido ascérbico en
pulpa de camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K) Iguape-SP/Brasil
(1721,7 mg / 100g pulpa); Registro-SP/Brasil (2084 mg / 100g pulpa); Manaus
/Brasil (1355 mg / 100g pulpa); Manaus/Brasil (1300 mg / 100g puilpa); Nanay-
Lo/Pert (845-939 mg / 100g pulpa); Belém/Brasil (1910-2061 mg / 100g pulpa)
y (1380-1490 mg/100 g pulpa), respectivamente; cuyos resultados obtenidos
en diferentes muestras de camu camu, recolectados en Peru y estados de
Brasil, variando desde 845 a 2084 mg/100g pulpa; coincidiendo con los
obtenidos por el presente estudio (Cuadro 8 y Figura 9). Afirnando que la
concentracion de acido ascorbico puede esta influenciado por las condiciones
edafoclimaticas donde se desarroll6 el fruto.

4.5. Cuantificacion de polifenoles totales

En el Cuadro 9 y Figura 10, se muestra los resultados de la

cuantificacion de polifenoles totales (p<0.05), para el cual se construyd una

curva patron (Anexo I, Figura 17).'
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Cuadro 9. Evaluacion del contenido de polifenoles totales en la pulpa de camu

camu durante el almacenamiento a -10°C.

Almacenamiento mg (+)-Catequina Equivalente / 100 g pulpa
(Dias) Pintén Maduro
0 107,7 + 3,8%, 248,1  3,6%
90 107,1 + 2,5 143,6 + 1,4%

Datos expresados en media + SD, n=3. (a-b, x-y,1-2) diferencia significativa p<0,05; evaluado mediante

una prueba de t, student’s.

B Pinton ®Maduio

150 1

mg Eq (+) Catequina/i00g pulpa

Dias

Figura 10. Evaluacién del contenido de polifenoles totales en la pulpa de camu
camu, durante el almacenamiento a -10°C

Segun los resultados obtenidos (Cuadro 9) se observa que no

existe diferencia significativa en cuanto al contenido de polifenoles totales

durante los 90 dias de almacenamiento a -10°C en la pulpa pinton de camu

camu (p<0,05), mientras que en la pulpa maduro de camu camu existe una
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diferencia altamente significativa en cuanto al contendido de polifenoles totales
durante los 90 dias de almacenamiento a -10°C (p<0,05), mostrandose con la
perdida del 42,12% de polifenoles totales en la pulpa maduro; se puede afirmar
que la variacién de los polifenoles totales esta directamente relacionado con la
presencia de enzimas en cada estado fisiolégico y las condiciones existentes
en el medio (EBERHARDT et al., 2000), ya que los compuestos fendlicos
constituyen sustratos susceptibles de ser oxidados por enzimas como polifenol
oxidasa y peroxidasas en presencia de oxigeno tanto en el estado maduro y
senescencia (BIDWELL, 1990), asimismo generan quinonas por la oxidaciéon de
los fenoles y estas favorecen el deterioro de las antocianinas presente en la
pulpa maduro en su totalidad (RADI et al., 1997), mientras en la pulpa pintén
todavia se encuentran enzimas reguladoras (fenilalanina amonialiasa) de la
sintesis de fenoles durante las ultimas etapas del crecimiento del fruto e inicios
de la maduracion (SALISBURY y ROSS, 1996). Por lo tanto la pulpa maduro de
camu camu presenta mayor contenido de polifenoles totales que la pulpa pintén
de camu camu (p<0,05); como se muestra los resultados en el Cuadro 9 y
Figura 10. Ademas la accién de las enzimas (polifenol oxidasa o peroxidasas)
en la degradacion de los polifenoles es muy lenta a -10 °C aun existiendo
oxigeno (oxigeno presente en las paredes celulares tanto en la pulpa pinton y
maduro) en el medio, asi mismo las pocas quinonas generadas también
favorecieron el deterioro de las antocianinas en mayor proporcion en pulpa
maduro de camu camu.

4.6. Cuantificacion de catequina

En el Cuadro 10 y Figura 11, se muestra los resultados de la
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cuantificacion de catequina (p<0,05), para el cual se construyé una curva
patron (Anexo |, Figura 16).

Cuadro 10: Evaluacién del contenido de catequina en la pulpa de camu camu

durante el almacenamiento a -10°C.

Almacenamiento mg (+)-Catequina/100g pulpa
(Dias) Pintén Maduro
0 10,68+0,39% 18,09+0,58°
90 10,46+0,25% 12,38+0,48%

Datos expresados en media + SD, n=3. (a-b, x-y,1-2) diferencia significativa p<0,05; evaluado mediante

una prueba de t, student’s.
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Figura 11. Evaluacién del contenido de catequina en la pulpa de camu camu
durante el almacenamiento a-10° C.

Como se observa en el Cuadro 10 no existe diferencia significativa
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en el contenido de catequina en pulpa pintbn de camu camu durante los 90
dias de almacenamiento a -10°C (p<0,05) y en cuanto a la pulpa maduro de
camu camu existe una diferencia significativa durante los 90 dias de
almacenamiento a -10°C (p<0,05), representada por la perdida de 31,56% de
catequina. Esta diferencia de perdida de catequina esta relacionado con la
presencia de enzimas en cada estado fisiolégico (EBERHARDT et al., 2000),
ya que los compuestos fendlicos constituyen sustratos susceptibles de ser
oxidados por enzimas como polifenol oxidasa y peroxidasas en estado maduro
y senescencia (RADI et al., 1997), mientras en la pulpa pintdon todavia se
encuentran enzimas reguladoras (fenilalanina amonialiasa) de la sintesis de
fenoles durante las Ultimas etapas del crecimiento del fruto e inicios de la
maduracién (SALISBURY y ROSS, 1996); esta perdida se le atribuye a la
accion de las enzimas polifenol oxidasa presentes en mayor proporcién en la
pulpa maduro de camu camu, quienes en presencia del oxigeno que aun
existente en la paredes celulares de la pulpa maduro a podido degradar a la
catequina y no pudiendo apreciarse una perdida mucho mayor debido a que las
enzimas actian muy lentamente a temperaturas de -10°C. Por consiguiente
podemos decir que la pulpa maduro de camu camu presenté mayor contenido
de catequina que la pulpa pintén de camu camu (p<0,05), como se muestra en
el Cuadro 10 y Figura 11.
4.7. Evaluacion de la actividad antioxidante

4.7 1. Radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH’)
— Coeficiente de Inhibicion (ICs)

Los valores de coeficiente de inhibicién (ICsp) mostrados en el
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Cuadro 11 fueron calculados mediante un andlisis de regresion lineal (Anexo
lll, Figura 18, 19, 20 y 21).
Cuadro 11. Valores de ICsp de la pulpa pinton y maduro de camu camu frente al

radical DPPH, evaluados durante 90 dias de almacenamiento a -

10°C.
ICs0 (Hg/mL)’ AAE*(ppm)
Almacenamiento Pulpa
DPPH" DPPH"
Pinton 16,1+ 0,19 5,4 +0,11
0 dias
Maduro 135+0,18 1@ 460,14
Pinton 16,5+ 0,38 * 5,5 +0.21
90 dias
Maduro 14,5+ 0,19 '@ 49 +0.13

TDatos expresados en media + SD, n=3, (a-b,1-2) diferencia significativa p<0,05, evaluado mediante una

prueba de t, student’s. Medido luego de 5 minutos de reaccion. AAE?: acido ascarbico equivalente, ppm.

De acuerdo con éste parametro, los bajos valores de
coeficiente de inhibicién (ICso), reflejan una alta capacidad para inhibir radicales
libres (VILLANUEVA, -2003). En el Cuadro 11 se observa que la actividad
antioxidante frente al radical DPPH en la pulpa pinton y maduro de camu camu
muestra una diferencia no significativa durante el almacenamiento (p<0,05),
éstos resultados demuestran que el acido ascoérbico es el responsable de la
actividad antioxidante frente al radical DPPH (VILLANUEVA, 2003) y de cierta
manera los polifenoles porque aun existiendo perdida de polifenoles durante el
almacenamiento en la pulpa maduro de camu camu se a mantenido la actividad
antioxidante durante los 90 dias de almacenamiento; es importante destacar
que las determinaciones de capacidad antioxidante realizadas in vitro, dan sélo

una aproximacion de lo que podria ocurrir en situaciones mucho mas complejas
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(in vivo), donde ocurre una gran cantidad de reacciones bioguimicas, y en
donde los resultados finales de una mezcla estan determinados no solamente
por la suma de las capacidades antioxidantes de los compuestos presentes,
sino que ademas, por los variados efectos sinérgicos o inhibitorios que se
producen entre estos componentes y el ambiente al cual pertenecen (ZUNIGA,
2005).

POURMORAD et al. (2006) calcul6 valores de ICsp en extracto
de Mellilotus officinalis (18 pg/mL) y estandares puros de BHT (40 ug/mL),
Quercetina (0,25 pg/mL), también RAMOS (2003) y SANDOVAL et al. (2002b)
calcularon valores de ICso en extracto acuoso de Camellia sinensis (32 ug/mL)
y Uncania guianensis (13 ug/mL), respectivamente. Asi mismo (VILLANUEVA,
2003), calculé valores de ICs para los extractos acuosos de cascara de camu
camu maduro, pintén y verde, obteniendo 114,2 ug/mL, 46,20 pg/mL y 117,8
pg/mL, respectivamente. Segun los resultados (Cuadro 11) se observa que la
pulpa de camu camu maduro present6é el mejor coeficiente de inhibicion con
respecto a las muestras de pulpa pintbn de camu camu (p<0,05), extracto
acuoso de cascara de camu camu maduro, pintén, verde, Mellilotus officinalis,
Camellia sinensis y estandar puro de BHT, siendo superados por el extracto
acuoso de Uncaria guianensis y quercetina; sin embargo las muestras
investigadas presentan una eficiente actividad antioxidante para proteger las
células contra el estrés oxidativo, ya que estan en el rango de la eficiencia de
Camellia sinensis (32 uyg/mL) y Uncarnia guianensis (13 pg/mL), ideales para

desarrollar alimentos o bebidas funcionales.
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— Poder antiradical

El valor de ARP, en parte explica la capacidad que tiene el
antioxidante, para neutralizar un radical libre (donacién de hidrégenos),
teniendo una relacion directa con la accion inhibidora (BRAND WILLIAMS et
al., 1995). El valor del ARP para la pulpa pinto y maduro al 0 dia fue 6,1+ 0,14 y
6,9 £ 0,1; y a los 90 dias fue 6,2+ 0,1y 7,4 + 0,1, respectivamente. BRAND
WILLIAMS et al. (1995), calcularon el ARP con estandares puros de acido
cafeico, acido protocatequina, acido rosmarico, BHT, BHA ;)bteniendo valores
de 9,1; 7,1; 6,9; 4,2; 4,1 respectivamente. Se puede observar que la pulpa
maduro tiene mejores valores de ARP que los compuestos puros de acido
protocatequina, acido rosmarico, BHT, BHA; solo siendo superado por el acido
cafeico. Para un mejor entendimiento del ARP, se presenta la simulacion de
reaccion del acido ascorbico frente al radical DPPH, usando el Software
Hyperchem Ver 6.01, Calculando las propiedades fisicoquimicas, mediante los
descriptores de energia del orbital de alta ocupacién molecular (Exomo) Y
energia del orbital de baja ocupacién mo‘lecular (ELumo), carga del electrén,
potencial electrostatico; determinando asi la relacién entre la estructura —
actividad (Figura 12) (VILLANUEVA, 2005), que correlacionan con la actividad

bioloégica (WEBB et al., 2000).
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Figura 12. Potencial electrostatico 3D (A) acido ascérbico (B) radical DPPH,

optimizado mediante mecanica molecular. Color verde (menor

capacidad oxidante), color fucsia (con menor capacidad reductora).
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Figura 13. Potencial electrostatico 2D (A) acido ascérbico (B) radical DPPH,
optimizado mediante mecanica molecular. Color verde (menor
capacidad oxidante), color fucsia (con menor capacidad reductora).

En la primera etapa, el acido ascérbico cede un hidrogeno,

debido a la diferencia en la banda de energia entre el radical DPPH y el acido
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ascorbico (5,19 eV) (Figura 13), en la cual, el contorno de color verde,
representa la regidon positiva, con menor capacidad oxidante, mientras que la
regibn fucsia, con menor capacidvad reductora, representa la region
desfavorable en la zona estérica.

Produciéndose una cesion de transferencia de electrones del
doble enlace, hacia el oxigeno, que quedo oxidado, repitiendo la misma accién
en el siguiente atomo de oxigeno, que sufrid la perdida de la molécula de
hidrégeno, hasta establecerse el equilibrio de energia.

De acuerdo a esta reaccién, el acido ascérbico cede dos hidrogenos, aplicando

asi su eficiente como un excelente antioxidante.

CH,OH CH,OH
HC—OH HC—OH

6 oD%

Figura 14. Mecanismo de reaccion del acido ascérbico frente al radical DPPH
evaluado mediante simulacién con hyperchem.
4.7.2. Radical Peroxilo
— Coeficiente de Inhibicion (ICs)

Se muestran en el Cuadro 12 los valores del coeficiente de
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inhibicién (ICsp), calculados mediante un analisis de regresion lineal (Anexo lli,
Figura 22, 23, 24 y 25).
Cuadro 12. Valores de ICso de la pulpa pinton y maduro de camu camu frente al

radical peroxilo, evaluados durante 90 dias de almacenamiento a -

10°C.
ICs0 (Hg/mL)’ AAE*(ppm)
Almacenamiento Pulpa
Peroxilo Peroxilo
Pintén 5,3 +0,08 1,1 +0,13
0 dias :
Maduro 41+0,13" 0,9 +0,01
Pintén 56 +0.052 1,2 +0.08
90 dias
Maduro 41+005" 0,9 +0.03

TDatos expresados en media + SD, n=3, (a-b,1-2) diferencia significativa p<0,05, evaluado mediante una

prueba de t, student’s. Medido luego de 5 minutos de reaccion. AAE?: acido ascérbico equivalente, ppm.

Los valores de ICso para la pulpa pintdbn y maduro de camu
camu al 0 dia fue de 5,3 £ 0,08 ug/mL y 4,1 £ 0,05 pg/mL; y a los 90 dias fue
5,6 £ 0.05 yg/mL y 4,1 + 0.13, respectivamente (p<0,05) como se observa en el
Cuadro 12, estos resultados muestran que no hay diferencia significativa
(p<0,05) en la actividad antioxidante frente al radical peroxilo durante el
almacenamiento tantd en la pulpa pintbn y maduro de camu camu;
demostrando asi que el acido ascorbico y los polifenoles no son los Unicos
responsables de la actividad antioxidante frente al radical peroxilo, suponiendo
la accion de terceros componentes (KAHKOMEN et al, 1999; ZHENG vy
WANG, 2001).

SANDOVAL et al. (2002a) y SANDOVAL et al. (2002b), evalu6

la actividad antioxidante de Lepidium meyenii y Uncaria guianensis, frente al
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radical peroxilo obteniendo un valor de ICso de 430 ug/mL y 4,8 pug/mi,
respectivamente. Asi mismo VILLANUEVA (2003) evalud extracto acuoso de
cascara de camu camu pinton frente al radical peroxilo, obteniendo un ICsy de
22,1 yg/mL. Segun los resultados (Cuadro 12) se puede afirmar que la pulpa
maduro de camu camu muestra una mayor actividad antioxidante frente al
radical peroxilo en comparacién con la pulpa pintén (p<0,05), Lepidium
meyenii, Uncaria guianensis y extracto acuoso de cascara de camu camu
pintén. Se puede indicar también que las muestras en experimento contribuyen

a la disminucion de la formacién de radical peroxilo.



V. CONCLUSIONES

— Durante los 90 dias‘de almacenamiento a -10°C la variacién de la actividad
antioxidante en pulpa pintén y maduro de camu camu fue no significativo
frente al radical DPPH y peroxilo, respectivamente (p<0,05).

— La pulpa pintébn y maduro de camu camu presenté una perdida de acido
ascorbico no significativo, respectivamente (p<0,05), después de los 90 dias
de almacenamiento a -10°C. Durante los 90 dias de almacenamiento a
-10°C en la pulpa pintén de camu camu no se observo diferencia significativa
en la perdida de polifenoles totales (p<0,05), mientras que en la pulpa
maduro la diferencia fue altamente significativo con una perdida del 42,12%
de polifenoles totales (p<0,05). La variacion de la catequina durante los 90
dias de almacenamiento es no significativo en la pulpa pintén y en la pulpa
maduro la variaciéon es significativo (p<0,05), mostrandose una perdida del
31,56% de catequina. De las muestras evaluadas la pulpa maduro de camu
camu present6 la mayor actividad antioxidante con valores de ICsp = 13,5 +
0,18 pg/mL y 4,1 + 0,13 pg/mL frente al radical DPPH y peroxilo,
respectivamente (p<0,05); el mayor contenido de acido ascérbico con valor
de 1931.32 + 27.6 mg / 100g pulpa (p<0,05); el mayor contenido de
polifenoles totales con valor de 248,1+0.66 mg (+)-Catequina Equivalente /
100 g pulpa (p<0,05) y el mayor contenido de catequina con valores de

18,09+0,58 mg (+) Catequina/100g pulpa (p<0,05).



Vi. RECOMENDACIONES

— Evaluar la actividad antioxidante de la pulpa de camu camu, usando el
radical hidroxilo (OH’), peroxinitrito, capacidad de absorbancia de radicales
oxigeno (ORAC), peroxidacion lipidica y poder antioxidante reductor de fierro
(FRAP).

— Realizar pruebas in vivo (cultivos celulares), debido a que la muestra en
estudios demostré tener buena eficiencia para neutralizar los radicales
peroxilo, siendo estos responsables del dano celular.

— Evaluar el contenido de antocianinas (Malvidin 3,5-diglycoside, Cyanidin 3-
glycoside, Pelargonidin) y carotenoides (p-caroteno) en pulpa de camu

camu.
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Anexo — |
Cuadro 13. Comparacion de pH, °Brix y % acidez en muestras de camu camu

de acuerdo al estado fisiologico.

Camu camu pH °Brix % Acidez
Pinton 2,30+ 0,1* 2.67* 5,52+0,04* 5.5 2,82+0,03* 2.98*
Maduro 2,36x0,2* 2.69** 6,83x0,04* 7.5 3,10+0,02* 3.11*

*Datos obtenidos experimentaimente, n = 3 + SD; ** Datos obtenidos por Villanueva (2003).

Cuadro 14. Comparacion de indice de madurez en muestras de camu camu de

acuerdo al estado fisiolégico.

Camu camu Indice de madurez
Pintén 1,957 + 0,024* 1.80** 1.90***
Maduro 2,203 + 0,029* 2.20** 2.41***

*Datos obtenidos experimentalmente, n = 3 + SD; ** Datos obtenidos por Villanueva (2003); *** Datos

obtenidos por Zapata y Dufour (1993).
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Figura 15. Curva patrén para la cuantificacion de acido ascérbico por HPLC.
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Figura 17. Curva patron para la cuantificacion de polifenoles totales.
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion de la reaccion del radical DPPH frente a las

diferentes concentraciones de la pulpa maduro de camu camu a los

90 dias.
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diferentes concentraciones de la pulpa pintén de camu camu al 0

dia.
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Figura 21. Porcentaje de inhibicién de la reaccién del radical DPPH frente a las

diferentes concentraciones de la pulpa pintén de camu camu a los

90 dias.
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Figura 22. Porcentaje de inhibiciéon de la reacciéon del radical peroxilo frente a
las diferentes concentraciones de la pulpa maduro de camu camu

al 0 dia.
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ANEXO - IV

05 -
04 4
£
<
~
5 |
& 03
o
<
=
8 02 - y=0.036x + 0.005
< R*=0.996
01
0 - v . v r . 3
0 2 4 8 3 10 12

Cu{pg/mL)

Figura 26. Curva patrén para la cuantificacion de Cu por espectrofotometria de

absorcion atomica.
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Figura 27. Curva patrén para la cuantificacion de Fe por espectrofotometria de
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Figura 28. Curva patrén para la cuantificacion de Zn por espectrofotometria de
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600 600
500 /00
5
400 2 i)
g
3
o
X
S aw < w 3
g 2
2004 20
100 100
0 s - = 0
S T S T S SR S LY S S ST S SR
Minutes
A)
a0 500
450 450
4004 400
350 = 350
2
™
[3a)
300 o 300
1
3
S = = 5
£ 2
200 200
150 180
100 100
50 50
D T T T T T T T T T T T ¥ T T T T Ll T T T v ¥ T T T T T T T D
o123 a4 s e T8 g0 1 12 13 1415
. e . L LS N . . .
(B)

Figura 30. Cromatograma del acido ascoérbico, detectado mediante el Software
de interfase CLASS — VP del HPLC en pulpa maduro (A) y pinton

(B) de Camu camu.



