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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en la Universidad Nacional
Agraria de la Selva-Tingo Maria, Perl; en los laboratorios de Analisis de
Alimentos, y Analisis de Semillas. Los objetivos fueron evaluar el contenido de
acido ascoérbico, antocianinas y polifenoles totales, en la cascara fresca y seca
de camu camu (Myrciana dubia McVaugh H.B.K), evaluar la actividad
antioxidante, usando diferentes tipos de radicales (DPPH, ABTS" y Peroxilo) y
correlacionar el contenido de éacido ascorbico y polifenoles totales con la
actividad antioxidante.

La extraccion, se realizd en medio acuoso con agitacidn, los resultados de las
evaluaciones de cada experimento, se analizaron en un D.C.A, con una prueba
de t - student con p < 0,05. Siendo el extracto acuoso de ia cascara de muestra
madura en estado fresco que presentd el mas alto contenido de acido
ascorbico y antocianihas con 21,95 mg Ac. Ascorbico/g muestra y 46,42 mg/L de |
cianidin-3-glucdsido respectivamente, mientras que la cascara seca de muestra
pintdén, presenté el mayor contenido de acido ascérbico y polifenoles totales
con 53,48 mg Ac. Ascorbico/g muestra seca y 7,70 mg Ac. Galico/g muestra seca,
respectivamente.

La mayor actividad antioxidativa, fue detectada en los extractos acuosos de la
cascara seca de muestra pintdn, con 1Cs,=46,20; 20,25 y 8,30 ug/mL frente a
los radicales DPPH, ABTS" y Peroxilo respectivamente.

La correlacion de la actividad antioxidante, con el contenido de acido ascoérbico
y polifenoles totales, respecto al radical DPPH fue de r = 0,999 y r = 0,999; para

el radical ABTS" r= 0,994 y r = 0,993, y para el radical Peroxilo r= 0,926y r =



0,923, respectivamente; disminuyendo el coeficiente de correlacién del acido
ascorbico y polifenoles totales para los radicales ABTS" y Peroxilo, suponiendo
que la inhibicién estaria influenciada por la accién de otros componentes no

evaluados en éste experimento.



SUMMARY

The preéent research was carries out at university Universidad Nacional Agraria
de la Selva, Tingo Maria, Per; in the laboratories of Food Analysis and Seed
Analysis. The objectives were to evaluate the content of ascorbic acid,
anthocyanins and total polyphenols, in the peel fresh and dry of camu camu
(Myrciania dubia McVaugh H.B.K), to evaluate their antioxidant activity using
different types of radicals (DPPH, ABTS" and Peroxyl) and correlate the content
of ascorbic acid and total polyphenols with the antioxidant activity.

The extraction, was carried out between watery ,with agitation, the results of the
evaluations of each experiment, were analyzed in a D.C.A, with a test of t-
student p < 0,05. Being the watery extract of samples of the peel mature in
fresh stéte, that present the biggest content of ascorbic acid and anthocyanins
with 21,25 mg ascorbic acid/g it shows and 46,42 mg/L de cianidin-3-glucosido
respectively, while in the peel dry of sample mid-ripe, present the biggest
content of ascorbic acid and total polyphenols with 53,48 mg ascorbic acid/g dry
sampie and 7,70 mg galic a;idlg dry sample respectively.

The biggest activity antioxidant it was detected in the watery extracts of the peel
dry of sample mid-ripe, with 1Cso = 46,20; 20,25 and 8,30 pg/mL in front of the
radical DPPH, ABTS" and Peroxyl respectively.

The correlation of the antioxidant activity, with the content of ascorbic acid and
total polyphenols, regarding the radical DPPH was of r = 0,999 and r = 0,999 for

the radical ABTS' r = 0,994 and r = 0,993 and for the radical Peroxyl r = 0,926

H

and r = 0,923, respectively; diminishing the coefficient of correlation of the

ascorbic acid and total polyphenols for the radical ABTS" and Peroxy! radical,



supposing that the inhibition would be influenced by the action of other

components evaluated in this experiment.



.  INTRODUCCION

El territorio peruano presenta una gran variedad de frutales nativos entre las
que se destaca el camu camu (Myrciana dubia McVaugh H.B.K), que se
encuentra en nuestra amazonia; ésta se caracteriza principalmente por su alto
contenido en acido ascorbico, que supera significativamente a citricos, como el
limén y la naranja (Villachicé, 1996), debido a ésta caracteristica el camu camu
presenta un gran interés para ser explotado en la agroindustria y farmacia

(UDA, 2000).

La forma de uso del camu camu esta limitada a la pulpa congelada, la que es

obtenida de la fruta en diferentes estados de madurez.

Los antioxidantes natural.es son preciados porque puéden ser usados en el
disefio de alimentos benéficos para la salud (funcionales o nutraceuticos); con
tendencia a usar menos aditivos quimicos (Sloan, 2002); debido a que tienen la
capacidad de neutralizar radicales libres, que son responsables de muchos

dafios al organismo (Zheng y Wang, 2001).

El mercado de éstos productos es uno de los mas emergentes, con niveles de
venta de 12,9 billones de délares en el afo 2001, proyectando un crecimiento

para el afio 2010 de 25,8 billones de ddlares (Sloan, 2002).

Los objetivos del presente trabajo de investigacion fueron:

- Cuantificar el contenido de antocianinas y acido ascérbico, en céscara

fresca de camu camu, asi mismo, cuantificar el contenido de antocianinas,



acido ascorbico, y polifenoles totales en la cascara seca de camu camu; en
tres éstados de madurez.

Evaluar la actividad antioxidante de la cascara seca de camu camu, en tres
estados de madurez, empleando diferentes modelos in Vitro: DPPH, ABTS”
y Peroxilos.

Correlacionar la actividad antioxidante con el contenido de acido ascdrbico y

polifenoles totales.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. CAMU CAMU
1. Aspectos generales

E! camu camu (Myrciana dubia McVaugh H.B.K) es una fruta naﬁva de
la Amazonia Peruana (Riva y Gonzales, 1996; UDA, 2000); que se
caracteriza por su alto contenido de acido ascorbico (Zapata y Dufour,

1993; Riva y Gonzales, 1996).

El camu camu es nativo de las zonas inundables, desarrollandose sin
problemas en las orillas de los rios, en aguas oscuras o claras por |
igual, resistiendo por méas de cinco meses bajo el agua (Riva y
Gonzales, 1996; UDA, 2000); se desarrolla a lo largo de los riosv
Ucayali y Amazonas, ubicandose la mayor cantidad de poblaciones
natufales entre las localidades de Requena y Pebas en Loreto, (UDA,
2000). Ademas, existen poblaciohes en los paises de Colombia,
Venezuela y Brasil (Riva y Gonza'les,.1996). Aln asi, es posible
propagarla exitosamente en condiciones no inundables, fuera de su
habitad natural, también puede adaptarse a condiciones de suelos
acidos, y de baja fertilidad, constituyéndose un potehcial importante

para recuperar tierras abandonadas (UDA, 2000).
2. Aspectos botanicos

a. Morfologia
El camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K) es un arbusto que

alcanza hasta 4 m de altura (Zapata y Dufour, 1993; Villachica,



1996), se ramifica desde la base formando varios tallos secundarios
que a su vez se ramifican en forma de vaso abierto. El tallo y las
ramas son glabros, cilindrices, lisos de color marrén claro o rojizo y

con corteza que se desprende en forma natural (Villachica, 1996).
b. Taxonomia

Seglin Riva y Gonzales (1996), el camu camu (Myrciaria dubia

McVaugh H.B.K), presenta la siguiente informacion taxonémica.

Division . Fanerogamas

Sub-divisidon : Angiospermas

Clase : Dicotileddneas

Orden : Myrtales

Familia . Myrtaceae

Genero . Myrciaria

Especie . Dubia HB.K
3. Fruta

La fruta, identificado como Myrciaria dubia McVaugh y reconocido
como el auténtico camu camu, alcanza la madurez optima entre los 60
y 70 dias, con un peso que oscila entre 7 y 22 gramos; de 1,5 a 3,0
centimetros de longitud, con una coloracion que va del granate a
morado, la cascara es de forma apergaminada; que contiene entre 1 a
4 semillas de forma chata y reuniforme aplanadas, de 8 a 15 mm de
largo por 6 a 11 mm de ancho, que estan cubiertas por una lamina de

fibrillas blancas (Riva y Gonzales, 1996). El peso de la pulpa y la



cascara representa entre el 69 y 79 % en peso del fruto, siendo la

proporciéon mayor en los frutos con dos semillas (Villachica, 1996).

Figura 1. Fruta de camu camu (Myrciaria dubia McVaugh H.B.K).

4. Composicién quimica de la pulpa de camu camu

El principal componente en la pulpa de camu camu, es el acido
ascorbico, con un promedio de 2,780 mg/100 g de pulpa, las proteinas
representan un 0,5 %, mientras que los otros constituyentes se
encuentran en cantidades similares a otras frutas tropicales (Villachica,

1996).

Zapata y Dufour (1993), realizaron un estudio de la composicion
quimica de la pulpa de fruta fresca en tres estados de madurez

(Cuadro 1 y 2), encontrando los siguientes componentes:



Cuadro 1. Anélisis quimico de camu camu en pulpa fresca.

Parametro Verde Pinton  Maduro
Acido ascérbico (g/Kg) 8,45 9,39 9,39
Acido dehidroascorbico (giKg) 0,19 0,25 0,31
Glucosa (g/iKg) 2,24 3,61 8,16
Fructosa (g/Kg) 3,7 ,5’07 9,51
Acido citrico (g/Kg) 29,82 2293 1981
Acido malico (g/Kg) 2,8 4,88 5,98
Acidez (Ac. Citrico) (g/Kg) 3,55 3,07 3,08
pH 2,44 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
Nitrogeno total 0,568 0,624 0,735

Aminoéacidos (mg/Kg)

Serina 299 371 637
Valina 89 168 316
Leucina 90 132 289
Glutamato 88 100 119
4-aminobutanato 71 93 108
Prolina 43 53 82
Fenilalanina T 22 43
Treonina 20 28 36
Alanina 17 28 34

Fuente: Zapata y Dufour (1993).



" Cuadro 2. Andlisis de micronutrientes (minerales), en pulpa fresca de

camu camu.
Micro nutrientes (mg/ Kg) Verde Pinton  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 21

B 0,4 0,5 0,5
Cu 0,5 0,7 - 0,8
Fe | 13 1,8 18
Mn 1,4 1,4 2,1

Zn 1,3 1,2 1.3
Cl 77 66 116

Fuente: Zapata y Dufour (1993).
B. RADICALES LIBRES Y ANTIOXIDANTES
1. Radicales libres

En el afio de 1954, la Doctora Rebeca Gerschman, sugirid por primera
vez, que los radicales libres eran agentes toxicos y generadores de
patologias (Garcia et al., 2001). |

Un radical libre es una especie capaz de existir independientemente, el
cual contiene uno o0 mas electrones desapareados (Garcia et al., 2001,

Halliwell et al., 1995 Gonzales-Torres et al, 2000; Thomas, 2000),



confiriéndole una configuracion espacial que genera una alta
inestabilidad, siendo extraordinariamente reactivo y de vida efimera
(Rodriguez et al., 2001), |

Los radicales libres son elaborados continuamente como un producto
del metabolismo normal de cada célula (Gonzéales-Torres et al., 2000;
Halliwell et al., 1995; Rodriguez et al., 2001). El desbalance entre la
produccién 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 fisioldgicos vy
bioquimicos, los cuales ocasionan el deterioro y muerte celular
(Rodriguez et al.; 2001).

Los radicales libres pueden generarse también a partir de fuentes
exégenas, como las radiaciones icnizante, ultravioleta, 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 liberacidon de radicales libres como el acetaminofén, andriamicina,
neomicina, polimixina B, la Kénamicina, la Gentamicina y el
Cloramfenicol, asi como factores organicos y metabélicos (dieta
hipercaldrica, dieta insuficiente en antioxidantes, diabetes, procesos
inflamatorios, traumatismos, y ejercicios extenuantes) (Halliwell et al.,

1995; Rodriguez et al., 2001).

En los Cuadros 3 y 4, se muestran algunas especies de radicales

libres, causantes de muchos danos al organismo.



Cuadro 3. Radicales libres derivados del oxigeno.

Caracteristicas

Radical Nombre
03 Oxigeno molecular
0, Anién superdxido

H.0, Peréxido de Hidrégeno

HO Hidroxilo

ROO Peroxilo

ROOH Hidroperdxidos

A pesar de su caracter radicalario,
es estable y moderadamente
agresivo (a*).

Otra variedad de oxigeno molecular
que se forma a partir de O, normal
por captura de un electrén (a*). Es
muy reactivo en medio hidréfobo,
pero no puede atravesar libremente
las membranas biologicas, en
condiciones ﬁsiolégicas puede
transformarse en perdxidc de
hidrégeno (b).

No es un radical, pero puede
generarlos rapidamente al estar en
contacto con idnes metalicos, como
el fierro y cobre (a*,b).

Es el mas reactivo y se le ha
relacionado con el dafo sufrido
directamente a las proteinas,
membranas celulares, ADN vy
lipidos (a*,b).

Formado a partir de hidroperoxidos
organicos como lipidos o por
perdida de wun hidrégeno de
hidroperoxidos organicos (a**).

Por ejemplo Lipido-OOH y Timina-
OOH (a™).

(*) Radicales Primarios o Inorganicos, (**) Radicales Secundarios u Organicos.

Fuente: a) Elejalde (2001); b) Gonzales-Torres et al. (2000).
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Cuadro 4. Otras especies de radicales libres.

Radical Nombre

Caracteristicas

ONOO™ Peroxinitrito

H Atomo de Hidrogeno
RS Tiol

RO Alcoxil

CCls Triclorometil

NO NO, Oxidos de Nitrégeno

Se forma a partir de la reaccién del
radical superdxido con el acido
nitrico (a, b). Se le ha relacionado
directamente  con la patologia de
varios desordenes neurodegene -
rativos como la enfermedad de
Alzheimer (a).

Es el radical libre mas simple (b).
Nombre general para un grupo de
radicales con un electrén
desapareado ubicado en el sulfuro
(b).

Radical ubicado en él oxigeno,
formado durante el rompimiento de
perdxidos organicos (b).

Radical desapareado ubicado en el
carbono; el CCl; se forma durante
el metabolismo de CCly vy
contribuye al efecto toxico de éste
solvente (b).

Ambos son radicales libres; el NO
se forma en vivo del aminoacido L-
arginina. El NO2 se forma cuando
el NO reacciona con el Oy, asi
mismo es causado por la
contaminacion del aire y el humo,
por la combustién de materiales
organicos (b).

Fuente: a) Gonzales-Torres et al. (2000); b) Halliwell (1995).
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2. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos gque son adicionados a productos
alimentarios, especialmente a aquellos que contienen lipidos (Sing et
al., 2001); También son definidos, como cualquier sustancia que a
bajas concentraciones en cdmparacién con el sustrato oxidable,
retrasa o inhibe significativamente la oxidacién de dicho sustrato a
radicales libres (Serra y Tribo, 1991, Thomas, 2000). El antioxidante al
colisionar con el Radical Libre (RL) le cede un electrén, oxidandose a
su vez y transforméandose en un RL débil no téxico (Rodriguez et al.,
2001). Los procesos de antioxidacién incluyen 1) Inhibicién de
radicales para prevenir su propagacion, 2) Hidrolisis enzimatica de
enlaces ésteres para remover acidos grasos peroxidados de lipidos, 3)
Quelamiento de idnes metalicos de transicidn, y 4) Reduccic")n de
peréxidos por catalisis enzimatica (Thomas, 2000). La importancia de
los antioxidantes es crucial ya que brinda proteccion contra las
enfermedades como la arterioéc!erosis, degeneraciones ligadas al

envejecimiento y el cancer (Serra y Tribo, 1991).
a. Antioxidantes sintéticos

En la actualidad, el uso de los antioxidantes sintéticos, tales como
el butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA), estan siendo
cuestionados y restringidos en la conservacién de alimentos,
debido a la propensién de producir cancer en el hombre (Sing et al.,

2001; Zheng y Wang, 2001).



b. Antioxidantes naturales

Dentro de los antioxidantes naturales podemos destacar a los

antioxidantes nutrientes y los no nutrientes (Serra y Tribo, 1991).

1) Antioxidantes nutrientes. Entre éstos podemos mencionar a la
Vitamina C, la que es eficaz para bloguear la formacién de
Nitrosaminas y Nitrosamidas (NNC), con actividad carcinégena.
La Vitamina E participa en la estabilizacién de las membranas,
la agregacion plaguetaria y algunas actividades enziméticas,
ademas mejora las lesiones dérmicas, corrige el balance entre
los acidos grasos esenciales (Serra y Tribo, 1991). |

2) Antioxidantes no nutrientes. Son compuestos fendlicos y
polifenélicos entre los que destacan los bioflavonoides y por otro
lado el ubiquinol, que regenera la forma activa de la Vitamina E.
Los alimentos que contienen éstos derivadosv son el té, café,
vino tinto, ceboila, ajo, aceitunas, soya, romero, salvia, etc.,
estos antioxidantes no pueden considerarse como vitaminas ya
que no son esenciales en la alimentacidén humana o animal, se

les considera pseudo vitaminas (Serra y Tribo, 1991).

c. Antioxidantes endégenos
La celula posee sistemas enzimaticos antioxidantes, capaces de
metabolizar los RL generados en los procesos redox celulares. La
catalasa (peroxisomas) y la glutation peroxidasa (GHX) (enzima
selenio dependiente de localizacién mitocondrial y citosdlica), que

descomponen el peroxido de hidrogeno y la Superoxido Dismutasa



(SOD) (metaloenzima mitocondrial y citosélica) que descompone el
O,, son los mas importantes. Las deficiencias de selenio, cobre,
cinc 0 manganeso pueden condicionar una inadecuada actividad de

las enzimas antioxidantes (Elejaide, 20001).

POLIFENOLES

Los compuestos fendlicos o polifendlicos, constituyen un amplio grupc de
sustancias quimicas, considerados como metabolitos secundarios de
numerosas especies de plantas (Martinez-Valverde et al., 2000; Friedman,
1997) (Figura 2), englobando mas de 8000 compuestos distintos
(Martinez-Valverde et al., 2000). Hernandez y Prieto (1999), mencionan
que los polifendles son un conjunto heterogénec de moléculas que
comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos

bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas.

La oxidacion de los productos de los compuestos fendlicos, al parecer son
involucrados en la defensa de las plantas contra la invasion de patdgenos,
incluyendo bacterias, fungi y virus, asi como metabolitos esenciales para
el crecimiento y reproduccion de éstas (Martinez-Valverde et al., 2000;
Friedman, 1997).

1. Efectos antimutagénicos y anticarcinégenos

El reciente interés de polifendles en plantas se ha enfocado en el
potencial benéfico en la salud humana, con particular referencia a
los polifendles de frutas y  vegetales (Dreosti, 2000).
Generalmente, la inhibicion de mutagenicidad y de cancer,

desarrollado por los compuestos polifendlicos se debe a la capacidad



CO,+H,0 Luz UV Clorofila

> MONOSACARIDOS

| 1
l ¢ \ 4 v
AciDo PIRUVICO GLICOSIDOS) TETROSAS
OLIGOSACARIDOS — I ¢
ACETIL CoA v
ACIDO SHIKIMICO
POLISACARIDOS r-—J SeleLo MALONIL CoA L /
¢ PIRIMIDINAS KRDEEBS FENILALANINA
PORFIRINAS ! _
r CARBOHIDRATOS J V/ .................. ACETOGENINAS FENILPROPANOIDES
TIROSINA __
FRAGMENTOS ¢ | ,
DE C, [ 4
ACIDOS NUCLEICOS ACIDOS GRASOS
: l LISINA
v v
ACIDO MEVALONICO
| : —¥ AMINCACIDOS [ TIPIDGS FLAVONOIDES ORNITINA
¢ GERANIOL ¢ | |
GeraniL- ¥ ‘ ¥ ¢
, GERANIOL FARSENOL PORFIBILINOGENOS v
ESCUALENO * PEPTIDO TRIPTOFANO
l MONOTERPENOS POR TG ¢
SESQUITERPENOS ‘ PROTEINA
TRITERPENOS DITERPENOS

\4
CAROTENOLDES

Figura 2. Metabolismo general de los productos naturales. Fuente: Vargas (2000).
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de eliminar y atrapar potencialmente a los electréfilos dafiadores del
ADN, radicales libres y metales toxicos, hasta la inhibicion de enzimas
activadores de precarcindgenos, hasta carcinégenos (Friedman, 1997).
Generalmente, la absorcién y metabolismo de los polifendles es
influenciado por la solubilidad y estructura quimica (Dreosti, 2000). Es
evidente que algunos compuestos fendlicos, tanto los polifendles
extraibles o los solubles son metabolizados en el ftracto
gastrointestinal, los compuestos fendlicos simples libres, los
flavonoides (quercetina y genisteina) y los acidos fendlicos pueden ser
directamente absorbidos a través de la mucosa del intestino delgado

(Martinez-Valverde et al., 2000).

Relaciéon de los compuestos fendlicos con la calidad

organoléptica de los alimentos

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial
de los alimentos de origen vegetal, tanto frescas como procesadas,
como su contribucidbn al color a través de las antocianinas,
responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y purpura de la
mayoria de las plantas y de sus productos, las flavonas son Ios
responsables del sabor amargo en los citricos, las proantocianidinas o
taninos condensados constituyen la principal fraccién fendlica
responsable de las caracteristicas de astringencia de los alimentos
vegetales, aunque la intensidad de éstas sensaciones depende del
peso molecular-del compuesto presente en el alimento, observandose

que sdélo los taninos con un peso molecular entre 500 y 3000 daltons,
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pueden desarroilar una sensacion de astringencia, ademas, la reaccion
de oxidacién es catalizada por la enzima polifenol oxidasa, la que
produce un pardeamiento enzimatico en los alimentos, fenémeno de
vital importancia para asegurar la calidad de frutas y verduras durante

el procesado (Martinez-Valverde et al., 2000).

Cuadro 5. Fuentes dietéticas de polifenoles con actividad antioxidante.

Compuesto Alimentos

- Flavonoides Vegetales, vino, fruta, té

- Acidos Cinamicos y sus Café, frutas, té.

derivados

- Cumarinas Aceite de Oliva, avena, especias,
boniato

- Caiconas Frutas y vegetales coloreados, te,

aceites comestibles.
- Taninos hidrolizados Te, café, vino.

Fuente: Martinez-Valverde et a/. (2000).
ACIDO ASCORBICO

El acido ascorbico 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 produccién (Figura 3) (Mufoz,

1990; Wheeler et al., 1998).

El acido ascorbico 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
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reactivas como el acido hipocloroso, oxido nitrico (Elejalde, 2001; Garcia

et al., 2001; Rodriguez et al., 2001).

Las propiedades fisicas y quimicas del écido ascorbico, segun Jhonson

(1995) son:

- Peso molecular (g/mol)

- Punto de ebullicién

- Color

- Sabor

- Apariencia

- Solucidon en agua (mg/mL)

- Solucion en aceite vegetal (mg/mL)

- Solucion en etanol (mg/mL)

176,13
190
Blanco
Acido
Cristalina
330

<1

<1

Figura 3. Estructura quimica del acido ascorbico.
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El acido ascorbico es estable en estado seco (Jhonson, 1995), sin
embargo en solucién, ésta sustancia llega a ser altamente reactiva,
gspecialmente en presencia de oxigenc, y' metales como el hierro y el
cobre, 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
(Jhonson, 1995, Elejalde, 2001).

Encontrandose en frutas como las fresas, grosella, acerola, los citricos, el
pimiento, perejil, nabo, también se puede encontrar en el higado, rifidn y
leche, siempre y cuando la coccidén u otras manipulaciones no lo hayan
destruido (Serra y Tribo, 1991).

Estd demostrado que presenta accién antioxidante por que reacciona
directamente con los radicales peroxilos y regenera la Vitamina E oxidada
en su forma activa en las membranas celulares (Tribo, 1994; 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). Las hecesidades
organicas diarias son de 45 mg/dia, que son cubiertos habitualmente por
una normal alimentacién (Tribo, 1994), la FDA precisa entre 60-100
mg/dia; sin embargo, en determinadas circunstancias son necesarios
aportes mas elevados, como es el caso luego de intervenciones

quirGrgicas, procesos infecciosos y fumadores (Serra y Tribo, 1991).
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ANTOCIANINAS

Las antocianinas, son uno de los numerosos pigmentos naturales que se
hallan en la savia alveolar (Fernandez, 1995); si'endo responsable de
muchos de los colores de las frutas, vegetales, flores y otros tejidos de las
plantas (Cuadro 6) (Dao et al., 1998). Ellos juegan un rol definitivo en la
atraccion de animales, en la polinizacion, asi mismo desempefan un rol
en la resistencia contra el ataque de insectos (Wang et al., 1997). Ei
término de antocianina, fue utilizado por Marquat en 1835, para designar
a los pigmentos azules de las flores. Mas tarde se descubrio que no solo
el cdlor azul, sino que también el parpura, violeta, magenta y que todos los
tonos de rojo, rosado, escariata, que aparecen en muchas flores, frutas y
algunas hojas y raices de plantas, se deben a pigmentos gquimicamente

similares a las antocianinas de Marquat (Sing, 1997).

Cuadro 6. Color y distribucién de las mayores antocianinas en algunas

frutas y vegetales comunes.

Compuesto Color ' Frutas y Vegetales

Delphinidin Violeta Uva, granos oscuros, arandano

Cyanidin Rojo-naranja Fresa, zarzamora, cereza, col roja,
arandano, cebolla roja, maiz,

frambuesa, arandano, grosela negra.

Pelargonidin  Naranja Fresa, maiz.

Malvinidin Violeta Uva, arandano.

Peonidin Rojo Cereza, arandano, patatas dulces,
ciruela.

Fuente: Wang et al. (1997).
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El consumo de antocianinas en U.S, esta estimado en el rango de 180 -
215 mgl/dia, debido a la amplia distribucion y presencia en frutas y
vegetales (Cuadro 7) (Kuhnau, 1978).

A pesar de su alto potencial benéfico fisicldgico hacia los humanos, las
antocianinas no son bien estudiadas. No obstante, las antocianinas
muestran un efecto terapeutico positivo, incluyendo en el tratamiento
contra la diabetés (Scharrer y Ober, 1981), enfermedades a los senos en
mujeres (Leonardi, 1993), y la vision (Politzer, 1977; Timberlake y Henry,
1988).

Las antocianinas del Vaccinium myrtillus, previnieron la arterioesclerosis
inducida, en conejos (Kadar et al, 1979). Las antocianinas también
poseen potenciales fisioldgicos, como agentes antineoplasicos (Kamei et
al., 1995), agentes protectores contra la radiacion (Minkova et al., 1990;
Akhmadieva et al., 1993), agentes vaso tonicos (Colantuoni et al., 1991),
agentes vaso protectivos y antiinflamatorios (Lietti et al, 1976), agentes
quimioprotectores contra la toxicidad del platino y anticancerigeno
(Karaivanova et al., 1990) y como agente hepatoprotector contra el dafio
del carbon tetrachlorhidro (Mitcheva et al., 1993) y la posibilidad de otros
efectos debido a las diversas acciones en varias enzimas y procesos
metabdlicos (Carpenter et al.,1976; Wheeler et al., 1976; Ferrell ef al,
1979; Gibb et al., 1987; Saija et al., 1990; Constantino et al., 1995). Sin
mostrar efectos adversos en animales alimentados con colorantes
extraidos de uvas (Becci et al, 1983). Ademas no se han registrado

efectos adversos en humanos al consumir antocianinas, siendo aprobado



por la FDA (Administracién de Alimentos y Drogas) para el uso como

colorantes naturales (Timberlake y Henry, 1988).

Cuadro 7. Contenido total de antocianinas en algunés frutas y vegetales.

Frutas y vegetales

Antocianinas totales (mg/100g)

Arandano 25 - 495
Frambuesa

Negro 214 - 428

Rojo 20-60
Cereza dulce | 350 - 450
Arandano 78
Jugo de arandano 18 — 87
Fresa 7-30
Jugo de fresa 21 -~ 333
Uva roja 30-750
Pasas

Negro 250

Rojo 12-19
Manzana 10
Col roja 25
Cebolla roja 9-21

Fuente: Adaptado de Mazza y Miniati (1993); Kikoku et él. (1995).

1. Estructura quimica

Las antocianinas

numerosas,

estan basadas

quimicamente en una Unica estructura aromética, aquella de la
cianidina, y todas son consideradas derivadas de ella por adiciéon o
sustraccion de grupos hidroxilo por metilacion o glicosidacion, dando
una amplia variedad de colores (Figura 4 y Cuadro 8) (Fernandez,

1995; Sing, 1997). Fenia y Hoagland, mencionados por Fernandez
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(1995), manifiestan que los azlcares encontrados unidos a las
antocianinas, en mayor proporcién son: Glucosa, ramnosa, galactosa,
xilosa y arabinosa, también pueden tener una o mas moiéculas de
acido p-cumarico, ferdlico, caféico, acético, parahidroxibenzoico, unido

a la molécula de azucar por esterificacion.

Figura 4. Estructura general de la antocianina y partes sustituidas de

algunos compuestos comunes. Fuente: Wang et al. (1997).

Cuadro 8. Partes sustituidas de las antocianinas.

Aglicona 3 5 7 3 4 5
Delphinidin OH OH OH OH OH OH
Cyanidn  OH OH OH  OH OH H
Pelargonidin OH OH OH H OH H
Malvinidin OH OH OH OCH;, OH OCH;
Pennidin OH OH OH OCH; OH H

Fuente: Wang et al. (1997).



2. Factores que influyen en la estabilidad de las Antocianinas

Por la existencié del “electrén deficiente”, los nucleos flavilium de las
antocianinas son altamente reactivas y por lo tanto, 'sufren facilmente
cambios indeseables en la estructura y color, bajo diversas
condiciones de procesamiento y almacenamiento de productos

alimenticios (Femandez, 1995), siendo acelerada por los siguientes

factores:

pH. El color presentado por las antocianinas es altamente influenciado
por el pH del medio (Figura 5) (Dao et a/, 1998). A pH 3 0 menos, el
pigmento esta presente como sales flavilo de color rojo, a pH 8 es de
color violeta, a pH 11 de color azul, debido a estos cambios de color

fueron llamados “camaleones” vegetales (Sing, 1997).

Azucares. La funcién de los azicares sobre la estabilidad de las
antocianinas es muy compleja, se ha observado que la fructosa es
mas perjudicial que la glucosa y que la sucrosa. Respecto a esto nos
indica que las especies reactivas en la degradacion de antocianinas

son el Furfural e Hidroximetiifurfural (Sing, 1997; Fernandez, 19995).

Enzimas. Otro de los factores a la que ha sido atribuida la perdida de
la antocianina ha sido atribuido a la actividad del sistema enzimético
antocianaza y fenolasa, asi mismo la polifencloxidasa contribuye a la

destruccion de la antocianina (Fernandez, 1995).
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"R|i Ry = H. OH or OCH3

R3 = O-glycoside
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Figura 5. Trasformaciones estructurales de las antocianinas en solucién
acuosa a diferentes valores de pH. 1 = Cation flavilium (color
rojo a anaranjado), 2 — 4 = Bases neutraies quinoidales (color
purpura a violeta), 5§ - 7 = Bases quincidales ionizadas
(colorazul), 8 = Pseudobase carbinol (colores claros), 9 =
Pseudobase calcona (colores claros). Fuente: Dao et al.,

(1998).



25

Acido ascérbico y oxigeno. La presencia de acido ascoérbico produce
decoloracién de la antocianina, probablemente por la indirecta
oxidacion por el perdxido de hidroégeno que se forma durante la
oxidacion aerébica del acido ascorbico, de igual manera las

antocianinas son oxidadas en presencia del oxigeno (Fernandez,

1995; Sing, 1997).

La inestabilidad puede ser evitado por la reaccién de las antocianinas
con otros flavonoides, como el Flavan-3-ols, que estabiliza la base
quinoidal y mejora la resistencia al diéxido de sulfuro (usado como
conservante). Alternativamente a ésto, es posible emplear
antocianinas aciladas el cual es mas estable que los analogos no

acilados (Dao et al., 1998).



l. MATERIALES Y METODOS

A. LUGAR DE EJECUCION

El trabajo de investigacidn se ejecutd en los laboratorios de Anaélisis de
Alimentos y Semillas, de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, en
Tingo Maria, ubicado a 665 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, Regidn Huanuco.
B. MATERIA PRIMA Y REACTIVOS
1. Materia prima

El camu camu (Myrciaria dubia Mc Vaugh H.B.K) obtenido del sector la
Chancadora fundo “Nueva Esperanza”, Provincia de Padre Abad

(Aguaytia), Regidn Ucayali.
2. Reactivos

2,2-diphenyl-1-picrilhydrayl (DP'PH), 2,2"-azobis-amidinopropano (ABAP)
2,2-azinobis(3 - etilenobenzotiazolino - 6 acido suifénico) (ABTS), de
Sigma Chemical Co, USA,; persulfato de potasio, acido galico, acido
ascorbico, cloruro de sodio, fosfato de potasio, difosfato de sodio,
cloruro de hierro, ferrocianuro de potasio, acido clorhidrico, de Panreac
Quirﬁica S.A. Espafia; Etanol de 96°; 2 6-diciorofenciindofencl de Riedel

de Haen Alemania.
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C. MATERIALES

1. Materiales de laboratorio

Se usé matraces, vasos de precipitacion de 50 y 100 mL, fiolas de 50 y
100 mlL, boisas de polietileno de densidad media, tubos de ensayo,
gradillas, probetas de 10 y 100 mlL, termometro de 0 - 100 °C,
micropipetas de 20 - 200 uyl y 200 - 1000 pL, tips de 200 y 1000 uL,
tubos de plastico de 15 y 50 mL, cubetas de poliestireno (1 cm X 1 cm X

4.5 cm), papel filtro N° 40, pizeta.

2. Equipos de laboratorio

Se usé.balanza analitica de Ohaus (0.0001 g). Co, Suiza; potencidémetro
de Inolab. Co, Alemania; refractémetro de Labor MIN, Hungria; estufa de
Lab-line, USA; refrigeradora de Admiral, USA; espectrofotometro
Génesis 8-England, con interfase de salida a un ordenador Tipo 486. con
monitor Samsung 15”; agitador magnético, empacadora a vacio (Marca:
Muitivac — Modelo: A300/76 — Presion de trabajo: 999-1 mbar), molino
de cuchiilas (Marca: Laboratory Miil - Modelo: 04 — Serie: 641102 - Tipo:

335-1310), secador a vacio ( de 0 — 1 Kp/cm?, 0 — 100 °C serie 334,051).
D. METODOS DE ANALISIS
1. Cuantificacion de antocianinas

Se realizd por el método del pH diferencial reportado por Rapisarda et al.

(2000).
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2. Cuantificacion de acido ascérbico
Se realiz por el método reportado por Hung y Yen (2002).
3. Cuantificacion de polifenoles totales

Se realizd6 mediante el método de Azul de Prussian, reportado por Price

y Butier (1977).
4. Evaluacion de la actividad antioxidante
a. Radical 2,2-diphenyi--picrithydray! (DPPH)

Se evalué mediante el método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), de inhibicion del radical DPPH®, modificado por Sandoval et

al. (2001).

b. Catién 2,2-azinobis(3 - etilenobenzotiazolino - 6 acido sulfénico)

(ABTS™)
Se evalué mediante el método descrito por Pelligrini et al. (1999).
c. Radical peroxilo

Se empled el método de TRAP (poder total de actividad reductora)

modificado por Sandoval et al. (2001).



E. METODOLOGIA
1. Cuantificacién de antocianinas, acido ascorbico y polifenoles totales

en la cascara de camu camu

a. Preparacion de la muestra
Primera etapa. Los frutos de camu camu, en tres estados de madurez
(maduro, pinton y verde) fueron separados de su pulpa, céascara y
semilla, en forma manual con la ayuda de un tamiz, en pulpa se
realizé la medicién de pH, °Brix, la medicion de acidez se realizé por el
método de titulacion potenciométrica, reportado por la A.Q.AC,
2789.56; 569.482 (1995), lograndose establecer el indice de madurez
(°Brix / % Acidez), en cascara se evalud ei contenido de antocianinas
y acido ascorbico, realizandose la extracciéon acuosa de acuerdo a o
indicado por Sandoval et al. (2001) y Buratti et al. (2001).
Segunda etapa. La cascara restante, se secd a vacib, (60 Kplcm? y
48 °C % 2), luego fue molido en un molino de cuchillas, con malia de 1
mm de abertura, seguidamente fue empacada a vacié (presion: 250
mbar), y almacenado a temperatura de congelacién, para
posteriormente evaluar el contenido de acido ascérbico, antocianinas,
polifenoles totales y actividad antioxidante, realizandose la extraccion
acuosa de acuerdo a lo indicado por Sandoval et al. (2001) y Buratti et
al. (2001).

b. Cuantificacion de antocianinas
Se pesd 0,5 g de muestra y se sometié a agitacién por 15 minutos

usando como solvente agua (Sandoval et al., 2001 y Buratti ef al,
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2001), dei filtrado, se tomé dos alicuotas (i:ada alicuota de 2 mL). Una
alicuota se diluyo con el buffer de pH 1,0 y la otra alicuota con buffer
de pH 4,5, la absorbancia fue registrada a 510 nm, la concentracion
de antocianinas fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

C(mg/mL) = (Aph=1,0= Aph=s 5)*482,82(1000/24825)"DF .............. (1)

Donde: 484,82 es la masa molecular de la cianidina-3-glucésido,
24825 es la absortividad molar a 510 nm, a pH =1,0; pH =45 es la
correccion de la formacion de productos de degradacion, DF es el

factor de dilucién.

. Cuantificacion de acido ascérbico

-Se hizo reaccionar 100 pL de extracto acuoso, con 800 yL de 2,8
diclorofenolindofenol, registréandose la absorbancia a 515 nm,
obteniéndose las cantidades de acido ascérbico con la siguiente
ECUACION. AB15nm ™ Acomtrol™ AmUestra - -+« oeevenieneeuraeerneeeniaeraiasermaeaenss (2)
Previamente se construyé una curva patron (Anexo - I, Figura 24),
donde la Absorbancia control fue obtenida por la reaccién de 100 pL

de acido oxalico al 0,4%, con 900 uL de 2,6 diclorofenolindofenol.

. Cuantificacion de polifencles totales

Se tomd 1 ml del extracto acuoso y se adiciond 3 mbL de FeCl; 0,1M
en HCl 0,1N, y 3 mL de 0,008M K;Fe(CN)s la absorbancia fue
registrada a 720 nm. Paralelamente se construyé una curva patron
(Anexo - llI, Figura 25), los resultados se expresaron en g Acido

Galico / g cascara seca.
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Figura 6. Secuencia para la determinacion del indice de madurez, acido ascorbico, antocianinas y polifenoles totales,

en la cascara de camu camu.
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2. Evaluacion de la actividad antioxidante en la cascara seca de camu

camu en tres estados de madurez

a. Radical 2,2-diphenyl-1-picrithydrayl (DPPH)

Se hizo reaccionar 50 yL de muestra con 950 ul. de DPPH (100 uM)

en etanol al 96 %, la absorbancia fue monitoreada a 515 nm, a

intervalos de 30 segundos durante 10 minutos. Para la determinacion

de la_actividad antioxidante, los resultados fueron expresados en

términos de ICso, K2 ¥ Poder Antirradical (Brand-Williams et al.,, 1995).

1)

2)

Coeficiente de inhibicidn (ICs)

_Se determind mediante un analisis de regresién del porcentaje de

remanente versus la concentracion necesaria de los extractos,
para inhibir el 50% del radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995).
El porcentaje de remanente del radical DPPH fue calculadq de la
siguiente manera:
%DPPHgrem = [(DPPH)/(DPPHY]* 00, .. ..o (3)
Donde (DPPH);es la absorbancia del radical DPPH al final de la
reaccién, (DPPH); es la abscorbancia del radical al inicio de la
reaccidon. El valor de I1Csq, fue expresado en términos de Acido
Ascorbico Equivalente (AAE) (Kim et al., 2002)
Constante de velocidad K;
Comprendio las siguientes etapas:
i) Construccién de la curva de calibracién

Se construy6é una curva de calibracion del radical DPPH con

concentraciones de 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100 uM.



(98]
(F¥)

ii) Constante de velocidad K>

Los valores de absorbancia obtenidos por Ia decoioracién del
DPPH para cada concentracion de las soluciones de trabajo
de la cascara de camu camu en tres estados de madurez, en
estudio, fueron analizados mediante -el programa
STATISTICA/W ver 5,0 (Stat Soft Inc, 1993). Para el célculo
del parametro “b” se uso el modelo matematico propuesto por
Porto et al. (2000).

Ecuacion: A=+ ) (4)

Donde: A, es la absorbancia en cualquier tiempo t.
ay b, son constantes
{, es el tiempo de la reaccidn
En el Anexo - IV y la Figura 25, se muestra la curva, que
sirvié para calcular el valor de K, para los extraétos acuosos
de la cascara de camu camu en tres estados de madurez.
3) Poder antirradical
El poder antirradical, referido a la eficiencia de un antioxidante,
fue evaluado de acuerdo a la metodologia descrita por Brand-
Williams et al. (1995).
Para tener una 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 (Versidbn 6,01 - 2000), determinando el Analisis



34

Conformacional de Minima Energia, reportado por Van Acker et

al. (1996); Vajragupta et al. (2000) y Webb et al. (2000).

b. Catién 2,2, - azinobis (3 - etilenbenzotiazolino-6 acido sulfénico)

C.

(ABTS")

100 yl de las diluciones de los extractos acuosos de cascara de
camu camu seco en tres estados de madurez y a diferentes
concentraciones, se hizo reaccionar con 900 pyL de ABTS' por un
tiempo de 10 minutos, registrandose la absorbancia a 734 nm a

intervalos de 30 segundos.

La actividad antioxidante fue expresada como ICsq, y en términos de
Acido Ascérbico Equivalente (AAE) (Kim et al., 2002), obtenido de
una curva estandar construido en el rango de 1 - 25 uM de acido

ascorbico (Anexo - V, Figura 31). (Pelligrini et al., 1999).

Radical peroxilo

10 pL de los extractos acuosos a diferentes concentraciones de la
cascara seca de camu camu en diferentes estados de madurez, se
hizo reaccionar con 990 uL de la solucion stock de radical peroxilo.
La disminucion de la absorbanéia fue registrada a 414 nm a
intervalos de 30 segundos durante 10 minutos. La actividad
antioxidante fue expresado como ICsp, ¥y en términos de Acido
Ascérbico Equivalente (AAE) (Kim et al.,, 2002) (Anexo - VI, Figura
36), obtenido de la construccidn de la curva estandar en el rango de

1 — 20 uM de acido ascédrbico.
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Extraccidn acuosa

Reaccion del extracto acuoso
con los radicaies libres
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\ 4
Evaluacion de la actividad antioxidante

Figura 7. Secuencia experimental para evaluar la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de la cascara de

camu camu, usando diferentes radicales.



Cascara seca de
camu camu
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Figura 8. Secuencia experimental para evaluar la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de la cascara de

camu camu por el método del radical DPPH®.
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camu camu

Preparacién del extracto acuoso a diferentes
concentraciones Cq, C2, Cz, C4, Y Cs

Reaccion con el ABTS”

R, Ro Rs
L ]

Monitoreo de absorbancia a 734 nm
cada 30 segundos por 10 minutos

Determinacion del ICso , expresado en
Acido Ascérbico Equivalente

Leyenda: |
Ci(i=1,23,4y5) . Concentracién (ug/ml)
Ri(i=1,2y3) . Repeticiones

Figura 9. Secuencia experimental para evaluar la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de la cascara de

camu camu por el método del cation ABTS”.
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Figura 10. Secuencia experimental para evaluar la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de la cascara de

camu camu por el método del radical Peroxilo.
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ANALISIS ESTADISTICO

1. Analisis de regresion no lineal (ARnol)

Los datos de absorbancia registrados para los modelos in vitro del
radical DPPH®, Cation ABTS", y radical Peroxilo fueron evaluados
mediante un Arnol para determinar el ICso (Brand-Williams et al,

1995).

. Analisis de regresion lineal

Los datos de absorbancia registrados para los modelos in vitro del
radical DPPH?°, cation ABTS" y radical Pe‘,roxilo, fueron sometidos a un
analisis de regresion lineal para determinar el K, , asimismo los datos
de absorbancia de polifenoles totales y acido ascérbico, para ser
expresados en términos de Acido Galico Equivalentes (AGE) y Acido
Ascérbico Equivalente (AAE), respectivamente (Espin et al., 2000; Kim

et al., 2002; Calzada, 1976).

. Estadistica descriptiva

Los valores calculados en las pruebas de actividad antioxidante,
polifencles totales, acido ascoérbico y antocianinas fueron expresados
como promedio + desviacidon estandar (Calzada, 1976; Rodriguez,

1991).

. Analisis de varianza

Los valores de ICsp y cantidad de acido ascérbico, antocianinas y
polifenoles totales, se evaluaron estadisticamente mediante un Disefio
Completo al Azar -DCA-, con tres repeticiones, usando la prueba de t

student p < 0,05 (Calzada, 1976; Rodriguez, 1991).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. iNDICE DE MADUREZ

En la Figura 11, se muestra los resultados del indice de madurez

realizados al fruto de camu camu, en tres estados de madurez.

25 -

Indice de madurez (°Brix/% Acidez)

Maduro Antén Verde
Pulpa de camu camu

Datos expresados en media + SD, n= 3, p < 0,05.

Figura 11. indice de madurez de la pulpa de camu camu, en tres estados

de madurez.

El indice de madurez (°Brix/% Acidez), mediante el cual, se midi6 la
madurez fisiolégica del fruto, fue de 2,41 + 0,03; 1,90 £ 0,01 y 1,31 £ 0.01
(p < 0,05), para la fruta madura, pintén y verde respectivamente, que nos
indica, el estadio de desarrollo de la fruta, que estd generalmente
asociado con la comestibilidad 6ptima (Wills ef al., 1984). Zapata y Dufour

(1993), obtuvieron 2,2; 1,8 y 1,6 para la fruta madura, pinton y verde,
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respectivamente. Observandose que los resultados obtenidos coinciden
con los resultados obtenidos por Zapata y Dufour (1993) (Anexo - |).

CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS

En el Cuadro 9, se muestra que el contenido de antocianinas,
observandose que en estado fresco la cascara madura de camu camuy,

presenta mayor contenido.

Cuadro 9. Contenido de antocianinas en la cascara de camu camu.

Cascara Cianidina-3-glucésido {mg/L)'
Fresco Maduro 46,42 + 0,522

Pintén 3,83 +0,11°
Seco Maduro ND

Pint6n ND

'Datos expresados en media + 8D, n=3, p < 0,05. ND: No detectado.

El proceso de extraccion es afectado por factores de temperatura, la
velocidad de agitacion, polaridad del solvente, el tamafio de la particula
que permiten lograr un buen contacto del sélido con el solvente, los que
incrementan el proceso de difusion, mejorando la transferencia de los
diversos componentes solidos, disminuyendo el tiempo de extraccion,

(Geankoplis, 1982; Singh y Heldman, 1998).

Luego del secado, las antocianinas no son detectadas, debido a que
sufrieron degradacion, basicamente al reaccionar con el acido ascorbico
(Ozkan, 2002), asi como también con el peroxido de hidrégeno, que se

forma a partir de la reaccion del acido ascérbico con el agua, y las
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enzimas presentes en la Céscara de la fruta (Ozkan, 2002; Sing, 1997;

Fernandez, 1995).

Ozkan (2002), investigd la degradacién cinética de antocianinas de frutas
como la granada, fresa y cereza, usando peroxido de hidrogeno -a
diferentes concentraciones y temperaturas, encontrando que en solucién
acuosa, el peroxido de hidrégeno puede facilmente descomponerse en
productos muy reactivos como el anién Perhidroxil (HOO") y el Hidroxil
(*OH), llegando a la conclusion que el radical *OH es la especie mas
reactiva que ataca al anillo benceno de los compuestos fendlicos,
degradando al sustrato en CO,; y H,O, asimismo da a conocer que las
quinonas formadas por la oxidaciéon de fenoles, pueden favorecer el
deterioro de las antocianinas, estableciendo que la degradacion cinética,
fue del modelo de primer orden, logrando calcular el tiempo necesario de
degradacion del 50 % de antocianinas, encontrando que las antocianinas
de la cereza presentan mayor resistencia, atribuyéndosele a la presencia
de cianidinas, ademas estas frutas, poseen cantidades insignificantes de

acido ascorbico.
CUANTIFICACION DE ACIDO ASCORBICO

En la Figura 12, se muestra los resultados de la cuantificaciéon de &cido

ascorbico en la cascara de camu camu.
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Figura 12. Contenido de acido ascorbico en la cascara de camu camu en

estado fresco y seco.

Como se puede observar, la mayor cantidad de Aacido ascérbico en
estado fresco se presenta en la cascara de camu camu madura con 21,95
+ 1,18 mg Ac. Ascérbico/g muestra, seguida por el pintén 20,50 + 0,39 mg Ac.
Ascorbico/g muestra y luego la verde 13,78 + 1,24 mg Ac. Ascorbico/g muestra,
(p < 0,05). Luego del secado, la mayor cantidad de acido ascorbico se
presenta en la cascara del fruto pintén con 53,49 + 9,40 mg Ac. Ascérbicolg
muestra, Seguido por la cascara del fruto maduro 16,41 + 3,64 mg Ac.
Ascorbico/g muestra y luego la cascara del fruto verde 15,38 £ 5,81 mg Ac.
Ascorbico/lg muestra (p < 0,05), ésta variacién de concentracién de acido

ascoérbico, presenta relacién con el contenido de acidez (Anexo - I), debido
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a que los acidos presentes en la fruta, facilitan la degradacion del acido
ascdrbico, asi como la presencia de enzimas, antocianinas, paralelamente
el acido ascorbico es deteriorado por la presencia de agua, que es

proporcionado por la fruta (Lee y Chen, 1998; Bradshaw et al., 2001).
CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES

En el Cuadro 10, se muestra los resultados de la cuantificacion de
polifenoles totales (p < 0,05), para el cual se construyd una curva patrén
(Anexo - lil, Figura 24). Esta prueba se basa en la reduccion de los iones
Fe** a Fe®, por los polifenoles mostrando una coloracién azul, formando
el complejo ferrocianuro-ferroso, registrandose una maxima absorbancia a
720 nm teniendo como ventaja: a) La rapidez y simplicidad de la prueba
debido a la formaciéon del color azul, lo que ofrece sensibilidad y
versatilidad para la determinacion espectrofotométrica, b) Los resultados
son directamente medidos del contenido de polifenoles solubles (Larry y
Butler, 1977), obteniéndose en el extracto acuoso de la cascara pinton de

camu camu, mayor contenido de polifenoles.

Cuadro 10. Contenido de polifenoles totales en la cascara seca de camu

camu.

Cascara mg Ac. Galico/g
Maduro 6,02 £0,48°
Pintén 7,70+ 0,26°
verde | 595+ 0,132

'Datos expresados en media + SD, n = 3, p < 0,05.
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Kahkomen et al. (1999), cuantiﬂéaron el contenido de polifenoles _usando
el método de Folin-Ciocalteu, en muestras de cascara de papa (Solanum
tuberosum Rosamunda, 4,3 mg AGE/peso seco), papa (Solanum
tuberosum Matilda, 2,5 mg AGE/peso seco), remolacha (Beta vulgaris
esculenta, 4,3 mg AGE/peso seco), tomate (lycopersicum esculentum, 2,0
mg AGE/peso seco), en hierbas medicinales de lupinus azul (Lupinus
angustifolius, 4,7 mg AGE/peso seco), romero de pantano (Andrémeda
- polifoliaglaucophylla, 32,8 mg AGE/peso seco), tomillo (Tymus vulgaris,
17,1 mg AGE/peso seco), y en el trebol rojo (red clover, 7,8 mg AGE/peso

seco).

De acuerdo a éstos resultados, la cascara de camu camu, presenta
mayor contenido de polifenoles que la cascara de papa, remolacha,
tomate, lupinus azul y trébol rojo, siendo superado solo por las muestras

de tomillo y romero.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

1. Radical 2,2 diphenyl-1-picrilhydrazyl (DPPH)

En las Figuras 13, 14 y 15, se muestran las cinéticas de reaccion del
radical DPPH frente a los extractos acuosos de la cascara seca de

camu camu en tres estados de madurez.



46

—— 250 pg/mL. —— 200 pg/mL. —— 150 pg/mi.
~=— 100 pg/mL 50 pg/mlL

Abs (515 nm)
o o o O =
N DO =N

i

T T T

100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)

o

Figura 13. Cinética de reaccion del radical DPPH frente al extracto

acuoso de la cascara de camu camu maduro.
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Figura 14. Cinética de reaccién del radical DPPH frente al extracto

acuoso de la cascara de camu camu pinton.
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Figura 15. Cinética de reaccion del radical DPPH frente a los extractos

acuosos de la cascara de camu camu verde.

E! radical DPPH, es util para evaluar la actividad antirradical de
polifenoles (Lebeau et al., 2000), asi como la toxicidad en células y
extractos microbianos (Ko ef al., 1998; Larrauri ef al., 1998; Hu y Kitts,

2000).

Los resultados de la actividad antioxidante de la cascara de camu
camu, muestran que el exiracto acuoso de ia cascara pinton tuvo
mayor eficiencia para inhibir el radical DPPH con 92,89 + 0,44 %;
seguido con 90,17 £ 3,02 % y 82,62 + 8,54 %; para la cascara del fruto

maduro y verde respectivamente (p < 0,05) (Figura 16).

Los resultados, obtenidos por Yen y Chen (1995), que evaluaron la
actividad antioxidante con diferentes muestras de té, encontraron que
el té pouchong, presenté mayor inhibicién, seguido por el té verde, el té

oolong y té negro con 66,1 %,59,4 %, 54,6 %y 49 %, respectivamente.
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Asimismo, la actividad antioxidante de extractos de Yacén realizado
con diferentes solventes como el cloroformo, acetato de etilo, y
acetona, inhibieron un 13,8 %; 17% y 20,5 % respectivamente (Yen et
al, 1999), del cual destacamos que los extractos acuosos de las
muestras de cascara de camu camu presentan mayor actividad para

inhibir el radical DPPH.

% Inhibicion DPPH

pinton maduro verde
Céascara de camu camu

Datos expresados en media £ SD, n = 3, p < 0,05. Evaluado luego de 10

minutos de reaccion.

Figura 16. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH, frente a los

extractos acuosos de la cascara de seca camu camu.
a) Coeficiente de inhibicion (ICg)

De acuerdo con éste parametro, bajos valores de ICs, reflejan una
alta actividad para inhibir radicales libres (De Ancos et al., 2000),
obteniéndose que el mayor porcentaje de inhibicion presenta el

extracto acuoso de la cascara de camu camu pinton (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Coeficiente de Inhibicion ICsg, de la cascara de camu

camu seca frente al radical DPPH.

Cascara ICsp (ug/mt)’ AAE* (UM)

Maduro 114,2 +0,98° 20,61 +0,30°2
Pint6n 46,20 +0,10° 21,24 +0,16 %
Verde 117.8 +0,65° ' 20,48 +0,49°

'Datos expresados en media + SD, n = 3, p < 0,05. Evaluado luego de 10
minutos de reaccién. AAE* Acido Ascorbico Equivalente. uM: Micromolar.

Observandose diferencia (p < 0,05), entre los extractos acuosos de
la cascara de camu camu en diferentes estados de madurez,
calculados medianie el porcentaje remanente del radical DPPH
(Anexo - IV, Figuras 27, 28 y 29).

De las muestras en estudio, la muestra de cascara del fruto pintén
es 2,47 y 2,54 veces mas fuerte que las muestras de cascara del
fruto maduro y verde.

Estos resultados tienen una correlacion directa con el contenido de
acido ascorbico r = 0,999 y polifenoles r = 0,999 (Anexo - 1V, Figura
30), de la cual deducimos que éstos componentes actlian
directamente en la reaccién de inhibicidn frente al radical DPPH.
Lebeau et al. (2000), caicularon valores de ICso con estandares
puros de BHT (12,56 ug/mL), Quercetina (0,43 ug/mL), Flavonas
(46,84 pg/mt). Asimismo Ramos (2002), calculé valores de 1Cso
para el té verde y hierba luisa, obteniendo 32,43 ug/mL y 134579

ug/mL, respectivamente, observandose que la muestra de cascara
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de camu camu pintdn, presenta el mejor coeficiente de inhibicién,
respecto a la muestra de hierba luisa, las flavonas y las cascaras
de camu camu maduro y verde, siendo superados por el Té, BHT y
Quercetina.

Constante de velocidad (Ka)

El valor de K; es un parametro que diferencia a los compuestos de
acuerdo a la reactividad intrinseca. La disminucién de la lectura de
absorbancia del DPPH® fue ajustadc a la ecuacidon de la curva de
calibracion del DPPH. [Abs.] = 0,013[uM] R? = 0,999, obteniendo
asi la concentracién real del DPPH reducido al final de la reaccién,
el valor de “b”, fue calculado usando el modelo muitiplicativo,
propuesto por Porto et al. (2000), éstos valores fueron piotéados
con las respectivas concentrac;ones de las muestras en estudio,
donde la pendiente de la ecuacion es el valor de K.

En el Cuadro 12 se observa que el valor de K; de la cascara
pintona demostrd tener mayor capacidad de reaccion que ios
valores de K, de la cascara maduro y verde.

Cuadro 12. Constante de velocidad de reaccion (K») paraAel radical

DPPH frente a los extractos acuosos de la cascara seca de camu

camu.

Cascara Kz (mg/mbL) 'Ln(s)y™” R?
Maduro 132 £0,11° 0,97
Pinton 404 +0,18° 0,95
Verde 1,27 £0,02° 0,99

"Datos expresados en media £+ SD, n = 3, p < 0,05. Evaluado luego de 10
minutos de reaccién.
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Lebeau et al. (2000), y Espin et al. (2000), realizaron calculos de
actividad antioxidativa con estandares puros de flavonas (1,2 L.mol
' s, Vitamina E (1,87(mg/mL)'s™), BHT (0,05(mg/mL)"'s™"), BHA
(0,42(mg/mL)'s™), lo que significa, que las muestras en estudio
poseen una buena actividad de secuestro de radicales.

El valor de K; obtenido por Ramos (2002), en la que evalué la
actividad antioxidativa del té verde y hierba luisa, fue de 2,3
(mg/mL)"Ln(s)’ y 0,06 (mg/mL)"Ln(s)". De acuerdo a nuestros
resultados, el siguiente orden en funcién a la mayor velocidad de
reaccion es: cascara de camu camu pinton > té> vitamina E>
céscara de camu camu maduro > cascara de camu camu verde>
flavonas > BHA > BHT. Estableciéndose que la cascara de camu
camu pintdn, presenta la mayor velocidad de reaccion (Kz = 4,04
(mg/mL)‘1 Ln(s)“), debido a la mayor cantidad de &cido ascdrbico
presente (Figura 12).

Poder antirradical (ARP)

El valor de ARP, en parte explica la capacidad que tiene el

antioxidante, para neutralizar un radical libre (donacion de

. hidrégenos), teniendo una relacién directa con la accién inhibidora

(Brand Williams et al., 1995). El valor del ARP para los extractos
acuosos de cascara de camu camu madura, pintdén y verde fueron
de 0,88 + 1,01; 2,17 + 0,18 y 0,85 + 3,94. Brand Williams et al.
(1995), calcularon el ARP con estandares puros de &cido

rosmarinico, BHA, BHT, a-tocoferol obteniendo valores de 6,9; 4,17
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4.2 y 40 respectivamente. Para un mejor entendimiento del ARP,
se simuld la reaccion del acido ascorbico frente al radical DPPH,
usando el software Hyperchem. calculando las propiedades
fisicoquimicas, de orbitales moleculares (Exomo Y ELumo), carga del
electron, potencial electrostatico; determinando asi ia relacion entre
la estructura - actividad (Figura 17) (Van Acker et al., 1996; Webb
et al, 2000; Vajragupta et al., 2000), que correlacionan con la
Actividad Biolégica (Webb et al., 2000).

En la Figura 18, se observa el mecanismo de reaccion del acido

ascorbico, por parte del radical DPPH.

Figura 17. Potencial electrostatico 3D (A) éacido 'ascérbioo, (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 hidrégeno, debido a la diferencia
en la banda de energia entre el radical
DPPH y el acido ascérbico (5,19 eV)
(Figura 19), en la cual, el contorno de
color verde, representa la region positiva,
con menor capacidad oxidante, mientras
que la regidn fucsia, con menor
capacidad 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 accion en el
siguiente atomo de oxigeno, que sufrié la
perdida de la molécula de hidrégeno,

hasta establecerse el equilibric de

energia.

De acuerdo a ésta reaccion, el acido
ascorbico cede dos hidrégenos,
explicando asi su eficiencia como un

excelente antioxidante.

Figura 18. Mecanismo de reaccion del acido ascérbico frente al radical

DPPH. Evaluado mediante simulacién con Hyperchem.
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Figura 19. Potencial electrostatico 2D - Mapa de Contorno (A)

radical DPPH (B) acido ascorbico, optimizado

mediante Mecénica Molecular. Color verde (menor

capacidad oxidante), color fucsia (con

capacidad reductora).
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Cation 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline - 6 acido sulfénico)
(ABTS")

Este radical, es utilizado ampliamente para medir la actividad
antioxidante en el plasma sanguineo, y fluidos biolégicos (Re ef al.,
1998, Psotova et al, 2001), asi como para los carotenoides y
compuestos fendlicos (Pellegrini et al., 1999), adicionaimente se
puede medir el potencial antioxidante de muestras de drogas
(Calbiochem, 2000).

La actividad antioxidante fue evaluada a 734 nm, con cinco diferentes
concentraciones, comprendiendo un rango optimo de inhibicién. Ei
porcentaje de inhibicidn fue calculado luego de diez minutos de

reaccion, para cada extracto (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion de los extractos acuosos de la

cascara de camu camu seco, frente al cation ABTS".
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De los resultados mostrados en la Figura 20, ée aprecia un
incremento proporcional entre el porcentaje de inhibicion del ABTS®
y la concentracion de los extractos obtenidos de la cascara de camu
camu en los diversos estados de madurez, obteniéndose un
porcentaje de inhibicion de 99,35 + 0,46 %; 75,23 + 13,81 % y 67,39
t+ 2,99 %; (p < 0,05), para las muestras de cascara de fruto pintén,

verde y maduro respectivamente.

En la reaccion de reduccion del ABTS" frente a los extractos acuosos
en estudio, monitoreado a 734 nm, se observa que el mayor
porcentaje de inhibicién esta comprendido entre 0 - 2 minutos (Figura
21). La reaccién de la actividad antioxidante del Acido ascorbico y
otros compuestos fendlicos frente al ABTS" presenta una cinética de

reaccion bifasica (Kim et al., 2002).

110 -
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60 -
50
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20 | —s— maduro

% Inhibicién ABTS*

0 2 4 6 8 10
Minutos
Figura 21. Reaccién de inhibicion del cation ABTS®, frente a los

extractos acuosos de la cascara seco de camu camu (50

pg/mL). Evaluado luego de diez minutos de reaccién.
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Coeficiente de inhibicion (I1Cs)

E! calculo del correspondiente valor de ICsq, fue realizado mediante
el plotéo de los porcentajes de inhibicidon, respecto a sus

respectivas concentraciones (Anexo - V; Figuras 32, 33 y 34).

En el Cuadro 13, se muestra el coeficiente de inhibicidn ICsq, de la

céascara seco de camu camu frente al cation ABTS".

Cuadro 13. Coeficiente de inhibicién 1Cso, de la cascara seco de

camu camu frente al cation ABTS".

Cascara ICso (pg/mL.)’ AAE* (M)

Maduro 33,76 +5,47° 11,63+ 0,45°
Pintén 20,25 +0.19° 13,22+ 0,26°
Verde 32,54 +134° 12.07 + 0,18°

1'Datos expresados en media + SD, n=3, p < 0,05. Evaluado luego de 10 minutos
de reaccion. AAE*: Acido Ascérbico Equivalente.uM: Micromolar.

El valor de ICs para la cascara del fruto maduro, pintén v verde fue
de 33,76; 20,25 y 32,54 pg/mL respectivamente, éstos valores de
ICsp, comparados con los obtenidos por Sandoval et al. (2002), en
la que evaluaron la actividad antioxidante con muestras de ufia de
gato (Uncaria tomentosa y uncaria guianensis), y en los que
obtuvieron valores de 7,7 pug/mL y 4,8 pg/mL, evidencian ser mas
eficientes que las muestras de camu camu, debido a que los
extractos de ufia de gato, antes de los experimentos fueron
liofilizados, asi mismo éste recurso presenta buenas propiedades

antiinflamatorias.
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El coeﬁcienté de correlacion frente al acido ascorbico y polifenoles
totales fue de r = 0,994 y r = 0,993 (Anexo - V; Figura 35),
destacando una correlacién positiva, para el extracto acuoso de la
cascara de camu camu pinton, reflejado en el contenido de acido
ascorbico y polifenoles totales (Figura 12, Cuadro 10), éstos
resultados demuestran que en la cascara del fruto maduro y verde,
el acido ascorbico y lo polifenoles no son los tnicos responsables
de la actividad antioxidante, suponiendo la accién de terceros
componentes (Prior ef al.,, 1998; Kahkomen et al., 1999; Zheng y

Wang, 2001).

3. Radical peroxilo

En la Figura 22, se muestran las reacciones del radical peroxilo, frente

al extracto acuoso de la cascara seco de camu camu.

100 1

S 90
%
] 80 - . /../==
@ -
e 70 X

.. ~
g o -
x 50 _ = e RCUTO
:S 40 4 e e RINEON
E 30 4 _. —eae vErde
€ 20] /7
R 104 Y

0 T T T T T
0 5 10 156 20 25

30
pg/mL
Figura 22. Inhibicién del radical peroxilo frente a los extractos acuosos

de la cascara de camu camu. Evaluado luego de diez

minutos de reaccion.
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En el presente experimento, la reaccion de inhibicion del radical
peroxilo, por las muestras de cascara de camu camu (5 — 25 pg/mL),
presentd una buena eficiencia, que fue determinado por la adicién de
los extractos acuosos (100 uL), con 900 uL de radical peroxilo. La
disminucion de la absorbancia fue medida continuamente cada 30
segundos por un tiempo de 10 minutos. Obteniéndose el siguiente
orden en cuanto a porcentaje de inhibicidn: Extracto acuoso de
- cascara de fruto pintdn > extracto acuoso cascara de fruto verde >
extracto acuoso cascara de fruto maduro (p < 0,05), con 96,70 + 1,07

%, 82,38 £ 0,30 % y 77,45 £ 1,71 respectivamente.

a. Coeficiente de inhibicion (ICs)
-Cuadro 14. Coeficiente de Inhibicién 1Csg, de la cascara seco de

camu camu frente al radical peroxilo.

Cascara 1Cs0 (pg/mL)’ ' AAE* (UM)

Maduro 14,39 + 0,082 10,53 + 0,422
Pinton 830 +0,85° 11,09+0,21°2
Verde 12,21 +0,35° 10,74+ 0,14°

'Datos expresados en media + SD, n = 3, p < 0,05. Evaluado luego de 10
minutos de reaccién. AAE* Acido Ascérbico Equivalente.uM: Micromolar

La formacion del radical peroxilq es un paso importante en la
peroxidacion de lipidos (Sandoval et al., 2001). Los valores de {Csg
de los extractos acuosos para el radical peroxiio fueron de 8,30;
12,21 y 14,39 pg/mL (p < 0,05), para las muestras de cascara de
frutos pintdn, verde y maduro respectivamente. Sandoval et al.

(2001), evaluaron la actividad antioxidante de la maca (Lepidium
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meyenii), frente al radical peroxilo obteniendo un valor de ICsq de
430 pg/mL destacandose una mayor eficiencia de las muestras de
cascara de camu camu, indicando que las muestras en
experimento contribuyen a la disminuciéon de la formacién de
radicales peroxilo (Dean et al, 1993; Sandoval et al, 2001),
presentando una correlaciéon lineal con el contenido de acido
ascérbico (r = 0,926) y polifencles (r = 0,923) (Anexo - VI; Figura
40); destacando que en las muestras de cascara de fruto maduro y
verde (Figura 12, Cuadro 10), la acciéon de inhibicion, esta
influenciado por otros componentes presentes en la muestra. (Prior

et al,, 1998; Kahkomen et al., 1999; Zheng y Wang, 2001).



V. CONCLUSIONES

- La cascara de camu camu en estado fresco que presentd el mayor
contenido en antocianinas y acido ascérbico fue la madura con 46,42 mg

Cianidina-3-glucosido /Ly 21,85 mg Ac. Ascérbico/g muestra respectivamente.

Al estado seco, no se detecté en la cascara la presencia de antocianinas;
el mayor contenido en acido ascdrbico y polifenoles totales lo presentsé en
la cascara del fruto pinton con 53,49 mg Ac. Ascérbico /g muestra y 7,70

mg Ac. Gélico/g muestra, respectivamente.

- La mayor actividad antioxidativa lo presentd el extracto acuoso de la
cascara del fruto pintdn, con 1Csy = 46,20 pg/ml; 20,25 pg/mL y 8,30

pg/mL frente a los radicales DPPH; ABTS" y Peroxilo respectivamente.

- La correlaciéon de la actividad antioxidante, con el contenido de acido
ascorbico y polifenoles totales, respecto al radical DPPH fue de r = 0,999
y r = 0,999; para el cation ABTS  r = 0,994 y r = 0,993, y para el radical
Peroxilo r = 0,926 y r = 0,923, respectivamente; disminuyendo el
coeficiente de correlacién del acido ascérbico y polifenoles totales para el
cation ABTS' y radical peroxilo, suponiendo que la inhibicién estaria
influenciada por la accidén de otros componentes no evaluados en éste

experimento.



V. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antioxidante de la cascara de camu camu, usando
otros tipos de radicales, como son: E! radical Hidroxilo (*OH),;
Peroxinitrito, Capacidad de Absorbancia de Radicales Oxigeno (ORAC),

Poder Antioxidante Reductor de Fierro (FRAP).

Cuantificar el contenido de Proantocianidina, ya que en pruebas

preliminares, demostré tener presencia.

Realizar pruebas en cultivos celulares, debido a que la muestra en
estudio demostrd tener buena eficiencia para neutralizar los radicales

peroxilo, siendo éstos responsables de dafio celular.

Evaluar en almacenamiento la actividad antioxidante de la cascara de

camu camu sometido a diferentes temperaturas.

Realizar estudios de secado en la cascara de camu camu.
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Anexo |

Comparacion de °Brix, % de Acidez y pH en muestras de Camu Camu.

Camu camu °Brix % Acidez pH

Maduro 7.5* 6.8** 3.11*+£0.04 3.08** 2.69* 2.56*
Pinton 5.5 55 2.89* £ 0.02 3.08** 2.67* 253"
Verde 45 56* 3.43’; +0.02 3.55* 2,57 244

* . Datos obtenidos experimentalimente, n=3 = SD.

** . Datos obtenidos por Zapata y Dufour (1993).
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Figura 23. Curva patrén para la cuantificacion de acido ascérbico.
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Figura 28. Remanente de la reaccion del radical DPPH frente al extracto

acuoso de la cascara pintén de Camu Camu.
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Figura 29. Remanente de la reaccién del radical DPPH frente al extracto

acuoso de la cascara verde de Camu Camu.
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Figura 32. Remanente de la reaccién del cation ABTS® frente al extracto

acuoso de la cascara madura de Camu Camu.
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acuoso de la cascara pintéon de Camu Camu.
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Figura 34. Remanente de la reaccion del ABTS" frente al extracto acuoso de la

cascara verde de Camu Camu.
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acuoso de la cascara maduro de Camu Camu.
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Analisis de varianza para el coeficiente de inhibicion ICs en la cascara

en estado seco de Camu Camu frente al radical DPPH.

F.V g.l. S.C F calculado Pr>F
Tratamiento 2 938178 936,51 0,0001
Error 6 30,05

Total 8 9411,83

Analisis de varianza para el acido ascoérbico equivalente (AAE) de las
muestras de cascara de Camu Camu seca frente al radical DPPH.

FV g.l S.C F calculado Pr>F
Tratamiento 2 0,96 - 3,88 0,0001
Error 6 0,74
Total 8 1,70

Anadlisis de varianza para la capacidad de reaccion (K:;) de los
extractos acuosos de la cascara de Camu Camu en estado seco frente
al radical DPPH.

F.V g.l. S.C F calculado Pr>F
Tratamiento 2 15,26 163,85 0,0001
Error 6 0,28

Total 8 15,54




Anexo Vli

Analisis de varianza para el contenido de vitamina C en la cascara en

estado fresco de Camu Camu.

F.V g.l. S.C Fcalculado Pr>F
Tratamiento 2 11392,49 5589,27 0,0001
Error 6 6,11

Total ' 8 11398,60

~ Analisis de varianza para el contenido de vitamina C en la cascara en

estado seco de Camu Camu.

FV g.l SC Fcalculado Pr>F
Tratamiento 2 28275565 3134,82 0,0001
Error 6 270,60

Total 8 28302624

Anaiisis de varianza para el contenido de poiifenoles totales en la

cascara en estado seco de Camu Camu.

FV a.l S.C F calculadc Pr>F
Tratamiento 2 5,89 26,82 0,0001
Error 8 0,66

Total 8 6,55




Analisis de varianza para el acido ascorbico equivalente (AAE) de las
muestras de cascara de Camu Camu seca frente al radical peroxiio.

F.V g.l. S.C Fcalculado Pr>F
Tratamiento 2 0,48 2,98 0.0001
Error 6 0,48

Total 8 0,96




Analisis de varianza para el coeficiente de inhibicion ICsp en la cascara
en estado seco de Camu Camu frente al Cation ABTS".

FV g.l S.C F calculadc Pr>F |
Tratamiento 2 335,28 15,86 0,0001
Error 6 6340

Total 8 398,68

Andlisis de varianza para el acido ascoérbico equivalente (AAE) de las

muestras de cascara de Camu Camu seca frente al cation ABTS".

FV gl S.C Fcalculade Pr>F
Tratamiento 2 4,03 20,35 0,0001
Error 6 0,59

Total 8 4,63

Analisis de varianza para el coeficiente de inhibicién ICs en la cascara
en estado seco de Camu Camu frente al radical peroxilo.

F.V g.l S.C F calculado Pr>F
Tratamiento 2 57.35 102.44 0.0001
Error 6 1.68

Total 8 59.03




