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RESUMEN

La presente investigacion, se realizd con el objetivo de estudiar el
efecto del ultrasonido sobre los componentes bioactivos de la pulpa de camu
camu, en almacenamiento. Los componentes bioactivos determinados fueron:
acido ascérbico mediante cromatografia liquida de alta precision (HPLC),
descrito por GOKMEN et al. (2000); determinaciéon de polifenoles totales se
realiz6 por el método reportado por PRICE y BUTLER (1975). La actividad
antioxidante se determiné empleandose los métodos: radical DPPH y catién
ABTS, descritos por BRAND-WILLIAMS et al. (1995) y por RE et al (1999),
respectivamente. Los resultados se evaluaron, mediante el DCA y la prueba de
Tukey (n=3; p<0,05). La pulpa madura mostr6 el mayor contenido de acido
| ascorbico y polifenoles totales con: 2151,11 y 791,14 mg x 100 g de pulpa
fresca; de igual manera la actividad ant.ioxidante de la pulpa madura super6 a
los otros estados de madurez, con Clsy: 7,43y 2,95 ug x mL™', DPPH y ABTS
respectivamente. La sonicacién mejoré la disponibilidad, de acido ascérbico y
polifenoles totales (2388,67 y 981,16 mg x100™" g de pulpa), a intensidad de 40
kHz por 1 y 7 minutos de exposicién. La actividad antioxidante, mas baja para
la pulpa sonicada, expresada en CI50 fue de 8,24 ugxmL™, para el DPPH y
2,1 ygxmL™, para el ABTS a intensidad de 40 kHz, a los 7 minutos y 10
minutos, respectivamente; mientras que la carga microbiana disminuy6 de 24 a
6 UFC xg". Durante el almacenamiento, disminuyé significativamente el
contenido componentes bioactivos y carga microbiana.
Palabras Claves: Myrciaria Dubia, Ultrasonido, Acido Ascérbico, Actividad

Antioxidante, Polifenoles Totales, Pulpa Camu-Camu, Peru.



. INTRODUCCION

Dentro de la diversidad frutal nativa existente en la Amazonia
peruana, el camu camu, es una fruta que se caracteriza por su alto contenido
de acido ascorbico de 1000-3000 mg x 100g™" (ROCA, 1965 y FERREYRA,
1959), siendo considerado de primer orden para la industria alimentaria,
farmacolégica y nufracéutica, con potencial econémico para la exportacion
(WEISS, 1998).

Los beneficios que ha demostrado poseer el camu camu, con
elevado contenido de componentes bioactivos (acido ascérbico, polifenoles y
otros), y gran capacidad antioxidante, hizo que diversos métodos de
conservacion se apliquen sobre la pulpa y fruto (RAMOS et al, 2002 y
AREVALO y KIECKBUSCH, 2005), con la finalidad de prolongar su vida util,
asegurando la calidad nutricional, funcional y organoléptica.

Actualmente es posible obtener pulpa de camu camu congelada,
concentrada, deshidratada, atomizada (VASQUEZ, 2000); pero también puede
obtenerse pulpa con alto valor agregado en sachets, polvos hidrolizables,
complementos vitaminicos, entre otros derivados (VEGA, 2002).

La exportacién de pulpa se destina principalmente al mercado

japonés. Se estima que el Jap6n requiere 230 mil Tn anuales, valoradas en 40



2
millones de ddlares. Las exportaciones del fruto hacia el mercado japonés
actualmente son de 220 Tn de camu camu y 110 Tn de pulpa (LOPEZ, 2004).

Los objetivos definidos para la investigacion fueron:

- Cuantificar el contenido de acido ascérbico, polifenoles totales,
actividad antioxidante mediante los métodos DPPH" y ABTS™, contenido de

mohos y levaduras en pulpa de camu camu verde, pinton y maduro.

- ‘Determinar el efecto ultrasonico en puipa de camu camu
madura, cuantificando acido ascérbico, polifenoles totales, actividad
antioxidante empleando los métodos DPPH' y ABTS™, contenido de mohos y

levaduras; a -20°C por 3 meses.



ll. REVISION DE LITERATURA
21. Camu-Camu
2.1.1. Aspectos botanicos

2.1.1.1. Generalidades

El camu camu, es una fruta nativa que crece principalmente en la
Amazonia Peruana, disminuyendo la concentracién de poblaciones naturales
del rio Amazonas hacia el Brasil (ALVES et al., 2002, ALLERSLEV, 2007 y
AREVALO y KIECKBUSCH, 2007). Crece principaimente en zonas de aguas
oscuras y claras, siendo éste un recurso con elevado potencial para el
desarrollo de la Amazonia peruana. La gran importancia del camu camu, radica
por ser fuente de vitamina C y alimento funcional (IMAN, 2000, ALVES et al.,

2002 y PETERS Y VASQUEZ 1986).

2.1.1.2. Morfologia

Myrciaria dubia, es un arbol de hasta 15 m de altura, con ramas
glabras, cilindricos de color marrén claro o rojizo y con cortezas que se
desprenden de forma natural, hojas oblongo - elipticas de 6,0 a 12,0 cm de
largo y de 2,5 a 3,5 cm de ancho, apice acuminado y base cuneada a obtusa,
glabras con un nervio medio impreso en el haz y con numerosos nervios
secundarios subparalelos y mas o menos perpendiculares al nervio medio. Las

inflorescencias son axilares, en cimulas de 2 a 3 flores, glabras y blancas. Los
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frutos son de 2 a 3 cm de diametro, rojizos a negros cuando madura

(VILLACHICA, 1996 y LOPEZ et al., 2004).

2.1.1.3. Taxonomia

El Camu camu pertenece a la familia botanica Myrtaceae, género
Myrciaria. Se ha clasificado como Myrciaria dubia (H.B.K) Mc Vaugh y como
Myrciaria paraensis Berg, pero los taxénomos han optado por M. dubia debido
a que ésta fue la primera denominacion valida utilizada (RIVA'Y GONZALES,

1996). A continuacién se presenta la clasificacion taxonémica (PROAPA-GTZ,

2000).
Tipo : Fanerégamas
Subtipo - Angiospermas
Clase : Dicotiledéneas
Orden . Myrtales
Familia : Myrtaceae
Género : Myrciaria
Especie  : Dubia HBK Mc Vaugh
2.1.2. Fruta

El fruto es globoso de superficie lisa y brillante, de color rojo
oscuro, hasta negro purpura al madurar; puede tener 2 a 4 cm de diametro; con
una a cuatro semillas por fruto, siendo lo mas comun dos a tres semillas. Peso
promedio alrededor de 8,4 g por fruto (FERREYRA, 1959 y VILLACHICA,
1996).
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Las semillas son reniformes, aplanadas con 8 a 11 mm de longitud

y 5,5 a 11 mm de ancho, aplanadas, cubiertas por una vellosidad bianca rala

de menos de un mm de longitud. El peso de 1,000 semillas secas esta entre

650 y 760 g, escurridas y oreadas a la sombra pesan entre 1000 y 1250
gx1000™ semillas (VILLACHICA, 1996).

2.1.3. Composicion del Fruto

La caracteristica mas distintiva del fruto de camu camu es su alto
contenido de vitamina C, con valores que varian de 1660 — 2994 mgx100 g”* de
pulpa (MAEDA et al.,, 2007), superando a la acerola y frutos citricos como el
limén, naranja entre otros (VEGA, 2005). El camu camu se caracteriza ademas
por su alto contenido de antocianinas 30-54 mgx100 g, (ZANATTA et al.,
2005) y poseer niveles apreciables de minerales como el sodio, potasio, calcio
hierro, magnesio entre otros (JUSTI et al., 2000). Los multiples beneficios que
se le atribuyen al camu camu estan determinados por su composicién y el

aporte de sus componentes a la salud.



Cuadro 1. Composicién de la pulpa de camu camu

Zapata y Dufour', 1993 y

Justi et al., 2000

COMPONENTE
Villachica? 1996
Humedad (gx100g™") 94° 94,1
Proteina (gx100g™) 0,52 0,4
Grasa (gx100g™) - 0,2
Fibra (gx100g™") 0,6° 0,1
Carbohidratos (gx100g™) 4,7% 3,5
Ceniza (gx100g™) 0,22 0,3
Vitamina C (gx100g™) 2,787 1,41
Minerales
Sodio (mgxkg™) 27" 111,3
Potasio (mgxkg™) 7117 838,8
Calcio (mgxkg™) 65 157,3
Hierro (mgxkg™) 1,8 53
Magnesio (mgxkg™") 51 123,8
Manganeso (mgxkg™) 2,1 21,1
Zinc (mgxkg™) 1,3 3,6
Cromo (mgxkg™) - Nd*
Cobre (mgxkg™) 0,8 2,0
Cobalto(mgxkg™) - 0,1
Cadmio (mgxkg™") - 0,01

Fuente: ZAPATA Y DOUFUR' (1993); VILLACHICA? (1996) y JUSTI et al. (2000)

*Nd: No detectada



2.2. Radicales Libes y Antioxidantes
2.2.1. Radicales libres

Los radicales libres son especies moleculares activadas, dotadas
de un electron desapareado, ya sea por pérdida 0 ganancia de ellos, en un
nivel energético superior y por tanto dotadas de propiedades paramagnéticas
gue les confieren una alta e indiscriminada reactividad, cuya sobreexpresion
acttan como mutagénicos e inducen la transformacion de las células
(MOSQUERA et al., 2005 y CAVIA et al., 2007).

La vida media biolégica del radical libre es de microsegundos, pero
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté -a su alrededor
provocando un gran dafio a moléculas y a membranas celulares. Los radicales
libres no son intrinsecamente deletéreos. De hecho, nuestro propio cuerpo los
fabrica en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus (AVELLO
y SUWALSKI, 2007).

Los radicales libres se forman por transferencia de electrones |
secundaria a reacciones metabdlicas, las tres vias de formacién son: 1) Por la
ruptura homolitica del enlace covalente; 2) Por la pérdida de un electrén; y 3)
Por la adicién de un electron, siendo promovida su produccién por condiciones
externas: la contaminacion, altas temperaturas, radiaciones ionizantes, luz
ultravioleta, rayos X, medicamentos, el humo del tabaco, el smog, etc.
(GONZALES et al., 2001).

Las principales fuentes de radicales libres lo constituyen la
mitocondria, algunos organelas que poseen vacuolas llamadas peroxosimas y

leucocitos polimorfonucleares, que durante su metabolismo normal estos
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producen intermediarios parcialmente reducidos (RAPAPORT, 1993, DROST,
1996 y RODRIGUEZ, 2001).

Los principales radicales libres que se forman por reacciones

donde participa el oxigeno son:

2.2.1.1. Radical hidroxilo(OH-)

Radical libre con una vida corta, aproximadamente de 10"%a 10™"
segundos. La reacciéon del radical OH- con moléculas organicas produce
radicales libres secundarios, los cuales son muy reactivos con las proteinas,
carbohidratos, lipidos y acido desoxirribonucleico (DROST, 1996).

El radical hidroxilo se forma por la reduccién trivalente del O;; de
acuerdo a la siguiente ecuacioéon:

O+ 3¢ — OH + OH" (hidroxilo)+ O

2.2.1.2. Anién superéxido (02)
Se produce de la reaccién univalente del oxigeno molecular
(DROST, 1996).
O, + 1e- — O,- (anién superdxido)
Se calcula que del 1 a 3 % del oxigeno respirado se transforma en
radical superéxido, principalmente en la cadena de transporte de electrones
dentro de la mitocondria como en el reticulo endoplasmatico (ZENTELLA vy

SALDANA, 1996).



2.2.1.3. Peréxido de hidrogeno (H202)

El peréxido de hidrégeno es generado in vivo a partir de la reaccion
catalizada por la enzima superoxido dismutasa, o a partir de ia reduccion
divalente del oxigeno molecular (DROST, 1996):

O; + 2e- — H,0O; (perdxido de hidrégeno)

El H20, 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 el hierro (RODRIGUEZ, 2001).

2.2.1.4. Oxido nitrico NO

Es de los pocos radicales libres que no son perjudiciales, mas bien
utiles in vivo, es un segundo mensajero intracelular y participa en la regulacion
de la presién sanguinea. Esta sustancia es un potente agente vasodilatador y
puede actuar como neurotransmisor (ZENTELLA y SALDANA, 1996). El 6xido
nitrico (NO’) es sintetizado a partir del aminoacido l-arginina por las células
endoteliales vasculares, fagocitos, algunos tipos de neuronas y otras células. El
exceso de NO™ puede ser téxico, al dafar por ejemplo, proteinas con centro
sulfurohierro u otros elementos constituyentes de la membrana celular

(MONCADA y HIGGS, 1993 y RODRIGUEZ, 2001).
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2.2.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias quimicas que inactivan los
radicales libres o inhiben su produccion, cediendo un electron al radical libre,
oxidandose y transformandose en un radical libre débil que es inofensivo, en
algunos casos puede llegar a regenerarse (STEPHENS, 1996).

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno,
al reaccionar e interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las
especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes, en
un determinado microambiente-membrana plasmatica, citosol, nucleo o liquido
extracelular (VENEREO, 2002 y GUTIERREZ et al., 2007). Los antioxidantes
que se encuentran normalmente en el organismo se llaman enddgenos y
generalmente son sistemas enzimaticos, mientras que los antioxidantes
exdégenos son los que se ingieren con la dieta encontrandose en los alimentos
como las frutas y verduras (ROBBINS, 1995; STEPHENS, 1996; CARBONELL,

2001 y CAVIA, 2007).

2.2.2.1. Antioxidantes endégenos

Conformadas por sistemas enzimaticos, que intervienen en la
regulaciéon de especies oxidantes indeseables como el superéxido y peréxidos
antes que reaccionen e interaccionen con distintas biomoléculas induciendo
dafio celular (DROST, 1996, ZENTELLA y SALDANA, 1996 y CAVIA et al.,

2007).
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Cuadro 2. Sistemas enzimaticos antioxidantes.

Enzima Reaccion

Observaciones

Superoxido
dismutasa (SOD) H;0

Catalasa (CAT) Conversién de H,0O,

en H,Oy O,

Glutation Reducciéon de

peroxidasa (GPX) hidroperoxidos a

expensas de GSH
Glutation Reduccién a GSSG a
reductasa GSH. Este dltimo

necesario para la
reaccion catalizada
por la glutation

peroxidasa

Dismutacion de O, a

Existen varios tipos:

1. CuzZn SOD: Espacio
intermembranal mitocondrial,
citosol y nucleo.

2. Mn SOD: Matriz mitocondrial.
Es la isoforma funcionalmente
mas importante.

3. Extracelular: Producida por
fibroblastos y células
endoteliales.

Presente en todos los tejidos,
pero mas abundante en
hepatocitos y eritrocitos.

Se puede medir en plasma, y a
nivel subcelular se encuentra en
citosol y mitocondrias de todas
las células, en especial
hepatocitos

Requiere NADPH, el cual es
proporcionado por la via de las
pentosas fosfato.

Fuente: FRIDOVICH (1975) y URBINA, (2008)
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2.2.2.2. Antioxidantes exégenos

Los antioxidantes exdgenos, son los que se ingieren con la dieta
encontrandose en diversos alimentos como las frutas y verduras (PINEDA,
2005). Los antioxidantes exdgenos actuan como moléculas suicidas, ya que se
oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser
continua, mediante la ingestién de los nutrientes que los contienen. Estos son:
vitamina C, vitamina E, betacarotenos, flavonoides, licopenos, entre otros

(VENEREO, 2002).

2.3. Polifenoles

Los compuestos fenélicos o polifenoles provienen del metabolismo
secundario de las plantas, son un conjunto heterogéneo de moléculas, que
comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos
bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas (LIN, 1996; HAN et al., 2007,
HERNANDEZ, 1999 y HERNANDEZ et al., 2003). Se originan principalmente a
través de dos rutas biosintéticas: la ruta del acido shikimico y la ruta de los
poliacetatos (PINEDA, 2005).

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 y
derivados del fenilpropano). Por medio de la ruta de los poliacetatos se originan
quinonas, xantonas, orcinoles, etc, aunque algunos compuestos fenélicos como

los flavonoides (antocianidinas, catequinas, acido galico e isoflavonas) se
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pueden formar a través de rutas mixtas que combinan la via del shikimato y del

acetato (PINEDA, 2005).

PENTOSA FOSFATO GLUCOLISIS

Glucosa

Glucosa-6-P [ Glucosa-6-P
{ 6-fofogluconolactona } [ Fructosa-6-P
¥ I
[ Ribulosa-5-P ] ‘ |
¥ .
Ribosa-4-P Fosfoenol Piruvato PEP ]

\‘[ VIA DE SHIKIMATO ]‘/
Acetil CoA

( 3-dioxiarabino heptulosonato—?—P (DAHP) ]

]

[ Eritrosa-4-P ] y
‘ [ Via del Acetato Malato ]

[ Shikimato ]

|

[ Corismato ]

Fenilalanina

Tirosina Tript6fano

Cinnimato

[ FENOLES ]———— LIGNINA

Figura 1. Ruta de la pentosa fosfato para la sintesis de componentes

Fendlicos en plantas
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Estos compuestos desempefian un papel protagénico en la
fisiologia de la planta, la regulacion del crecimiento, su desarrollo y la
interaccion con otros organismos (RASKIN, 1992), actuando como agentes
alelopaticos y contra invasiones de hongos, bacterias y virus (HARBORNE,
1993); en relaciones de mutualismo en la atraccién de polinizadores y
dispersores de semillas (RAMOS et al.,, 1998); en funciones defensivas
causando toxicidad (FOO et al., 1997).

Entre las funciones de los compuestos fendlicos en la nutricién
humana 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 aglomeracion de plaquetas; pueden atrapar hierro y cobre
evitando su participacion en la produccion de radicales libres; donan iones H' o
electrones para inactivar radicales libres y evitan la peroxidacion lipidica
protegiendo a la membrana celular de dafo estructural que interfiere con el
transporte de moléculas a través de estas membranas, ademas de controlar el
crecimiento y proliferaciéon celular (PINEDA, 2005).

Entre los mecanismos de accién de los polifenoles, para que estos
funcionen mejor en mezclas, es que en éstas existen diferentes compuestos
con diferente capacidad antioxidante, siendo los mas reactivos aquellos que
reduzcan a los radicales mas activos, como el alcoxilo y lipoperéxido, mientras
que los menos activos actien generando a los primeros, por ello mientras que
no se conozcan bien las proporciones 6ptimas de las mezclas se recomienda
su uso a partir de la fuentes naturales y no de forma aislada (RAMOS y

MUNOZ, 2005).



15

2.4. Acido Ascoérbico
E! 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. La vitamina C interviene en la
totalidad de nuestros metabolismos: sintesis del colageno, sintesis hormonales,
estimulacion de la cicatrizacion (RAMOS et al.,, 2002). Ademas, la vitamina C
contribuye al mantenimiento del sistema inmunolégico y facilita la absorcion de

nutrientes (incluyendo el hierro) en el sistema digestivo.

Cuadro 3. Propiedades Fisico quimicas del acido ascorbico

Aspecto y color . Blanco

Olor - Inodoro
Presioén de vapor . No aplicable
Densidad relativa . 1,65
Solubilidad en agua : 33g/100 mi
Punto de ebullicién . No aplicable
Punto de fusion (se descompone) : 190-192°C
Peso molecular : o 176,1

Fuente: BADUI, (1990)

El acido ascérbico es estable en estado seco, sin embargo en
solucion, esta sustancia llega a ser altamente reactiva, especialmente en
presencia de calor, agua, oxigeno, 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 (JHONSON, 1995). Ademas, participa en
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la proteccion de las moléculas hidrofébicas como las lipoproteinas del plasma
sanguineo y de los lipidos membranales (JHONSON, 1995 y ELEJALDE,

2001).

2.5. Uitrasonido

El ultrasonido se define como una forma de energia que viaja en
ondas de sonido iguales o mayores a 20000 vibraciones por segundo. Otra
definicion es como cualquier sonido de frecuencia mas alla de lo que el oido
humano puede escuchar por ejemplo arriba de 16 kHz (JARAMILLO et al,
2005).

2.5.1. Ondas de Ultrasonido

Las ondas ultrasonicas son similares a las ondas de sonido, pero
sus frecuencias son demasiado altas para ser percibida oido humano. La
transmisiéon del sonido se produce debido a los movimientos ordenados y
periédicos de las moléculas de los medios de comunicacién, con la energia de
movimiento pasa a las moléculas adyacentes, sin transferencia de materia. Por
lo general, el rango de frecuencias percibidas por los seres humanos es de 20
Hz a 20 kHz, mientras que el ultrasonido es de alrededor de 20 a 1,2x10"® kHz
(frecuencia mas alta que puede ser transmitido por soélidos o liquidos). El
ultrasonido tiene las propiedades de las ondas sonoras, como reflexion, la
interferencia, la absorcion y dispersion, y puede ser propagado a través de
solidos, liquidos y gases. v |

Las ondas de sonido pueden ser paralelas o perpendiculares a la

direccion de viaje a través del material, y se llaman como ondas longitudinales
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y transversales, respectivamente (Figura 2). En la transversal, el movimiento de
las particulas son perpendiculares a la direccién de propagacion las de ondas.
Como los liquidos y los gases no son compatibles con el esfuerzo cortante en
condiciones normales, las ondas transversales s6lo se propagan a través de
los sélidos.
| En las ondas longitudinales, la direccion del movimiento de las
particulas es el mismo que el movimiento de las olas. Estas ondas son capaces
de viajar en los soélidos, liquidos o gases, por lo que son ampliamente usados

en aplicaciones de ultrasonidos (BARBOSA-CANOVAS et al., 2007).

(a) Direccion de la onda (b) Direccion de la onda

—— > —— >
e (T

Movimiento de la particula Movimiento de la particula

Figura 2 Tipos de ondas de sonido: (a) ondas longitudinales, (b) ondas

transversales.

2.5.2. Principio de funcionamiento de los equipos de ultrasonido
El ultrasonido es generado por una corriente eléctrica que es
transformada en energia de sonidb por medio de diferentes transductores;
existen tres tipos de transductores ultrasénicos:
- Transductores conducidos por liquido; son aquellos en los que el
liquido es forzado a atravesar por una lamina muy delgada causando que la

lamina vibre. Por cada momento de vibracién de la cara principal de la lamina,



18
produce una presion de onda mientras dué la “cara posterior genera cavitacion
en el liquido. Esta generaciéon de presion y cavitacion en el liquido da una
fuente muy grande de energia, con lo que se genera ondas de sonido.

- Transductores de magneto rigido; dispositivos electromecanicos
que utilizan materiales ferromagnéticos, materiales que cambian de tamafio por
la presencia de un campo magnético. Sus desventajas: el campo de frecuencia
se encuentra por debajo de 100 kHz y los sistemas son eficientes al 60%.

- Transductores piezoeléctricos; son los mas usados para la
generacién de ultrasonidos, utilizan materiales ceramicos que contienen
materiales piezoeléctricos como el titanio de bario o metaniobato de plomo.
Los materiales piezoeléctricos son muy quebradizos, por lo que se sujetan
entre materiales metalicos. Sirve para proteger al material cristalino, como
también evitar que se recaliente. Estos transductores son mas del 95%
eficiente electivamente y pueden operar todo intervalo ultrasénico.

El generador ultrasénico (Figura 3) convierte el voltaje a energia
eléctrica de alta frecuencia (40 kHz). Esta energia se transmite a un transductor
piezoeléctrico donde se convierte en vibraciones mecéanicas. Las vibraciones
se intensifican por la punta de titanio, creando ondas de presién en el liquido

(Figura3).

GENERADOR ELECTRONICO
DIFUSOR

+— 00O
Fuente ::l []
T ot

TRANSDUCTOR

PRESION
ULTRASONICA

Figura 3 Esquema general de un generador de ultrasonido
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2.5.3. Efecto del ultrasonido en los tejidos

La cavitacion es la formacién y actividad de burbujas en un liquido.
Las burbujas formadas pueden ser de gas o vapor de cualquier tipo de liquido
bajo diversas condiciones (BARBOSA-CANOVAS et al., 2000).

Se utilizan intensidades muy altas, las presiones y tracciones que
sufre el medio atravesado por el ultrasonido pueden llegar a ser tan grandes
que literalmente, se desgarre, por lo que sobre el hueco se concentrara mas el
haz. Este fenbmeno se denomina cavitacién. Si que puede ocurrir que en la
traccion, al atravesar un liquido organico, se produzcan pequefas burbujas del
gas disuelto en ese liquido. Es la llamada seudocavitacion (JARAMILLO et al.

2005; MANAS et al. 2000).

2.5.4. Efecto del ultrasonido sobre los microorganismos

El efecto bactericida del ultrasonido es generalmente atribuido por
la cavitacién intercelular generada, en donde los chogques micro-mecanicos son
creados por la continua formacién y ruptura de burbujas microscépicas
inducidas por presiones que fluctian bajo el proceso de ultrasonicacién. Estos
choques interrumpen componentes estructurales y funcionales celulares hasta
el punto de lisis de la célula (BENEDITO et al., 1995 y MANAS et al., 2000).

El dafio microbiolégico al aplicar diferentes amplitudes de onda de
ultrasonido va a depender de factores criticos como el tiempo de contacto con
el microorganismo, la cantidad y composicion del alimento y la temperatura

durante el tratamiento (ALZAMORA et al., 2000).
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2.5.5. Aplicacion del Ultrasonido en alimentos

El ultrasonido de bajo poder y gran frecuencia (<1Wxcm2,
>100kHz), ha sido ampliamente usado en el monitoreo de alimentos o su
procesamiento (ZBIGNIEW ef al., 2007; BARBOSA-CANOVAS et al., 2007). La
aplicacion del ultrasonido ha sido usado en un rango amplio de alimentos
teniendo en cuenta particularmente la velocidad, atenuaciéon e impedancia o
parametros relacionados para medir muchas caracteristicas tales como
cambios de fase y distribucion del tamano de la particula (BARBOSA-
CANOVAS et al., 2007).

Mientras que el ultrasonido de baja frecuencia (10-100Wccm?, 20-
100 kHz), es usado normalmente para alterar las propiedades de un material o
afectar el progreso de un proceso. Pudiendo producir cambios fisicos, quimicos
efectos mecanicos. Aplicandose generalmente en combinacion con otras
tecnologias de procesamiento para mejorar la eficiencia del proceso
(BARBOSA-CANOVAS et al., 2007).

Ha sido ampliamente usado por las extremas presiones y
temperaturas ocasionadas por la cavitaciébn, generando injuria a la pared
celular, contribuyendo al calentamiento local produciéndose radicales libres que
causan dafian el ADN (AHMED y RUSSELL, 1975 y BARBOSA-CANOVAS et
al., 2007).

El ultrasonido ha demostrado poseer efectividad antimicrobiana,
destruyendo una variedad de microorganismos incluyendo bacterias, esporas

de bacterias, levaduras, hongos, esporas de hongos, protozoos y virus
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(GARCIA et al., 1989; CICCOLINI et al., 1997; GALLEGO, 1998 y BARBOSA-
CANOVAS et al., 2007).

El ultrasonido incluso puede combinarse con la sanitizacién de
productos minimamente procesados, para incrementar la efectividad del lavado
y la reduccién de Sallmonella typhimurium (SEYMOUR et al., 2002).

Otra de las aplicaciones de importancia del ultrasonido de poder es
en la bioquimica por su capacidad para causar lisis en la pared celular y liberar
su contenido (MASON et al., 1996). Subsecuentemente el ultrasonido de poder
ha demostrado que puede usarse para activar enzimas inmovilizadas
aumentando el transporte de substratos hacia la enzima. E incluso las mismas
enzimas pueden ser afectadas por el ultrasonido y puede utilizarse como un
método para su inhibicion (ZIBNIEW et al., 2007 y MASON et el., 1996).

El ultrasonido mejora significativamente la extraccion de
componentes contenidos dentro de las plantas y semillas. Los efectos
mecanicos que produce el ultrasonido alteran las paredes celulares, facilitando
el pase del solvente mejorando de esa manera el proceso de transferencia de
masa (CHENDKE‘y FOGLER, 1975; MASON y ZHAO, 1994 y BARBOSA-
CANOVAS et al., 2007).

2.6. Conservacion de Pulpas

Durante el procesamiento minimo de frutos, la ruptura de los tejidos
causa la mezcla de enzima y substrato. Esta sucesiéon de cambios fisicos,
fisiolégicos y bioquimicos traen consigo la disponibilidad de nutrientes

necesarios para la proliferacion de microorganismos. La inhibicién de las
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reacciones enzimaticas y del crecimiento microbiano en alimentos, se puede
efectuar, mediante la extraccidbn de calor del sistema disminuyendo su
temperatura, reduciendo de esa manera los dafos inducidos por las enzimas y
microorganismos (GARCIA Y RIOS, 2001).

La aplicaciéon de bajas temperaturas en la conservaciéon de pulpas
ralentiza incrementa su vida en almacenamiento, mas no detiene las
reacciones fisicoquimicas y bioquimicos que gobierna el deterioro. Durante el
almacenamiento hay un cambio lento de la calidad organoléptica. La pérdida de
calidad de las pulpas depende primordialmente de Ia temperatura de
almacenamiento. El crecimiento microbiano estd practicamente detenido a -
18°C, sin embargo los cambios enzimaticos y no enzimaticos continGian a tasas
mas lentas durante el almacenamiento (BARBOZA-CANOVAS et al., 2007).

Dada la alta perecibilidad de las pulpas, el almacenamiento en
congelamiento, puede constituirse en una alternativa adecuada para aumentar
el tiempo de vida de la fraccion comestible. En la congelacién, al pasar el agua
del estado liquido al sélido, disminuye en gran medida las reacciones que
conllevan el deterioro de la pulpa, lograndose extender el periodo de uso del
producto (MEJIA et al., 2006).

El almacenamiento congelado debe garantizar la calidad del
producto a traves del tiempo; en este sentido se deben tener en cuenta criterios
tales como: calidad sensorial, microbiolégica, fisica y quimica, con el fin de
mantener su aceptacion por parte de los consumidores (LISIEWSKA Y
KMIEECIK, 2000; REDMOND et al., 2003). La calidad de un alimento esta

definida, en buena medida, por la percepciéon que tenga el consumidor de él.
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En este punto, las caracteristicas sensoriales son de gran importancia, pues
juegan un papel fundamental en la determinacién de las condiciones
adecuadas de almacenamiento del alimento. La calidad sensorial es el reflejo
de las caracteristicas microbiologicas, fisicas y quimicas, por lo que se
constituye en una herramienta valiosa e integral para el diagnéstico de la

calidad del producto (GARCIA Y RIOS, 2001 y MEJIA et al., 2006).



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de Ejecucion

El trabajo de investigacion se ejecut6 en los laboratorios Analisis de
Alimentos, Microbiologia de los Alimentos, Centro de Investigacién y Desarrollo
Biotecnologia de la Amazonia (CIDBAM) y Centro de Investigacion de
Productos Naturales de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, ubicada
en la ciudad de Tingo Maria; ubicada a 660 m.s.n.m., con una humedad relativa
de 84% y una temperatura promedio anual de 24 °C, investigacion llevada a

cabo durante el periodo de agosto a diciembre del afio 2008.

3.2. Materia Prima

Los frutos de Myrciaria dubia Mc Vaugh (Camu camu) utilizados en
los ensayos preliminares y definitivos para el desarrollo de la investigaciéon
procedieron de la Asociaciéon de Productores de camu camu del Distrito de
Manantay, Provincia de Coronel Portillo, Regién de Ucayali, ubicada a 150
m.s.n.m., con una temperatura media promedio de 26,4°C y una humedad
promedio de 84.24 %.

En la cosecha de los frutos, se tuvo en cuenta la experiencia del
agricultor que se guiaron de la coloracién de los mismos para su recoleccion.

Para luego determinar su indice de madurez, mediante relacion de contenido
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de solidos solubles totales (SST) y la acidez titulable (AT), mediante la
siguiente relacion IM = SST/%A. El transporte se realizo en jabas de plastico de
25 kilogramos de capacidad. Las jabas fueron cubiertas de papel periédico

para evitar dafios excesivos al fruto durante el transporte.

3.3. Materiales, Equipos y Reactivos
3.3.1. Materiales
Se usaron los siguientés materiales: vasos de precipitado (100, 50
y 25 mL), matraces (500 y 250 mL), fiolas (1000 y 10 mL), pipetas (1 y 10 mL),
micropipetas (20-200 y 100-1000 L), tips (200 y 1000 uL), tubos de ensayo,
microtubos (2 mL), placas petri , gradillas, microfiltros de 20 pm, jeringas 10
mL, microjeringa100 pL, cubeta de polietilieno (1x1x4,5 cm), bolsas de

polietileno de densidad media.

3.3.2. Equipos

Se usaron los siguientes equipos: HPLC modelo LC-10AVP
(Shimatzu Scientific, MD, USA.), equipado con: bomba modelo LC-10ATVP,
columna cromatografica C18-110R Gemini, horno de columna modelo CTO-
10ASVP, detector UV-VIS modelo SPD-10AVVP, controlador modelo SCL-
10AVP, software de interfase CLASS-VP, Computador Compatible USB-52X y
un inyector de muestra de capacidad de 20 pL; potenciometro modelo 3510
(JENWAY);, balanza analitica modelos Scout Pro SP2001 (0,0001 g); centrifuga
modelo MIRKO 22R (Hettich); equipo de ultrasonido JAC® Ultrasonic 1002 Lab

Companion; refrigeradora; espectrofotémetro Genesys 8-England; empacadora
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de vacio (Multivac — Modelo: A300/76); desionizador de agua marca Easy Pure
Il RF/UV; pulpeador modelo MSZ (Budapest, Hungary).
3.3.3. Reactivos

Se usaron los siguientes reactivos: 2,2-diphenyl-1-picrilhydrayl
(DPPH), 2,2-azinobis(3-etilenobenzotiazolino-6 acido sulfénico) (ABTS),
persulfato de potasio (K;S:;0g), etanol de 96°, acido clorhidrico (HCI),
ferricianuro de potasio (KFe3(CN)g), cloruro de hierro (FeCl;), fosfato
dihidrogenado de potasio (KH,PO,), acido orto fosférico (H3;PO,), acido

ascorbico, acido galico.

3.4. Métodos de Analisis
3.4.1. indice de madurez
Se determiné por medio de la relaciéon que se establece entre los
Sélidos Solubles (SST) y la Acidez Titulable (AT), mediante la siguiente
férmula:

M = SST 1
= g v (1)

e Sdlidos solubles, método N° 932.12 (AOAC, 1 995).

e Acidez titulable, método N° 642.15 (AOAC, 1 995).

3.4.2. Cuantificacién de componentes bioactivos
3.4.2.1. Cuantificacién de acido ascérbico
Método descrito por GOKMEN et al., (2000).
3.4.2.2. Cuantificacion de Polifenoles Totales

Método de azul de prussia (PRICE y BUTLER, 1975).
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3.4.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante
3.4.3.1. Radical 2,2 diphenyl-picrilhydrayl (DPPH):
Método del Radical 2,2 diphenyl-picrilhydrayl (BRAND-WILLIAMS
et al., 1995).
3.4.3.2.Cation 2,2 azinobis (3-benzotiazolino-6-acido sulfénico)
(ABTS):
Método del Cation 2,2 azinobis (3-benzotiazolino-6-acido sulfénico)

(RE et al., 1999).

3.4.4. Cuantificacion del contenido de mohos y levaduras
Método para el contaje de mohos y levaduras en alimentos

(CAMACHO et al., 2009).

3.5 Metodologia
3.5.1. indice de madurez

Preparacion de Muestra

Los frutos en tres estados de madurez se recepcionaron, pesaron y
lavaron con agua clorada a 150 ppm.

Para realizar los analisis de soélidos solubles: se calibr6 el
refractometro con agua destilada; luego se agreg6 3 gotas de pulpa de camu
camu, hasta cubrir homogénea y completamente el prisma y se anot6 la
lectura.

Para los analisis de acidez titulable, se utiliz6 la pulpa de camu

camu, que fue separada cuidadosamente de la semilla y cascara. Para la
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medicién de la acidez titulable, se pes6 1 g de pulpa de camu camu y disolvié
en 25 mL de agua destilada, se agité y filtrd. Al filtrado se le afiadio 3 gotas de
fenolftaleina (al 1% en alcohol al 95%) y se procedi6 a titular con hidréxido de
sodio (NaOH) 0.1 N, hasta el viraje de color, se anoté el gasto y se realizaron
los calculos.

Una vez obtenidos los datos se aplico la formula (1) del item 3.1.1.,

para determinar el indice de madurez.

3.5.2. Cuantificacion de componentes bioactivos y actividad
antioxidante de la pulpa de camu camu en tres estados de
madurez
Los frutos fueron pulpeados, con tamiz de 0,5 mm de luz y paletas
cubiertas de goma. La pulpa fue embolsada en polietileno de densidad media
de 7cmx15cm, con un peso de 100 gramos y almacenada a -20°C, hasta los
analisis correspondientes.
| La metodologia experimental seguida para la cuantificacién de

componentes bioactivos y actividad antioxidante en la pulpa de camu camu en
tres estados de madurez se observa en la figura 4.

3.5.2.1. Cuantificacion de componentes bioactivos

3.5.2.1.1. Cuantificacion de acido ascérbico

Se preparé una solucién de acido ascérbico a concentraciones de

10, 20, 30, 40 y 50 ugxmL™, se inyect6 20 L al HPLC y se construy6 a partir

de sus respectivas lecturas la curva estandar (A-l).
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La pulpa de Camu camu, fue separada en alicuotas 1,5 ml en micro
tubos, que fueron centrifugadas a 10000 rpm x 5 min™ a una temperatura de
4°C. Luego de ser centrifugada se separ6 el sobrenadante, se filtré en filtro de
0,2 ym e inyect6 al HPLC.

Para la cuantificacién de acido ascérbico se utilizé valores la
miliabsorbancia (mUA), teniendo en cuenta el tiempo de retencién. Se utilizé el
software Class-VP del sistema del HPLC, con el cual se obtuvo la ecuacion
generada por el estandar de acido ascérbico, que se utilizé6 para estimar la
cantidad de acido ascérbico (mg de acido ascérbico x 100g™ de pulpa fresca)
presente en la pulpa de Camu camu.

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

significativa se aplicé la prueba de Tukey (p<0,05).

3.5.2.1.2. Cuantificacion de polifenoles totales
La curva estandar se realiz6 preparando soluciones de: 0,1; 0,08;
0,06; 0,04; 0,02 y 0,01 mM, cada dilucién se prepar6 por triplicado. Se agregé
a cada tubo 200 pL de la soluciones e hizo reaccionar con 600 pL de FeCl;
0,1 M en HCI 0,1N por 10 minutos, luego se adi_cioné 600 pL de KsFe(CN)s
0,008 M por 10 minutos, concluido el tiempo de reaccién se coloco en el
espectrofotdbmetro y anoto la lectura. Con los resultados obtenidos se grafico

concentracion vs absorbancia, se procedi6 a determinar la ecuacion (A-1l).
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Se pesd 1 gramo de pulpa fresca y diluyé en 20 mL de agua
destilada y desionizada. Solucién a la cual se llamé extracto acuoso de 50000
Mg x mL ™.
Se tom6 200 pL de extracto acuoso y se adicioné 600 pL de FeCls
0,1 M en HCI 0,1N se hizo reaccionar por 10 min, luego se afadié 600 uL de
KsFe(CN)s 0,008 M, se hizo reaccionar por 10 minutos, la absorbancié fue
registrada a 720 nm. A partir de los resultados se expresaron en acido galico
equivalente (AGE) x 100 g™' de pulpa.
Los resultados fueron analizados mediante un Disefio Completo al
Azar (ANVA), en caso de existir diferencia significativa se aplico la prueba de

Tukey (p<0,05).

3.5.2.2. Evaluacién de la actividad antioxidante
3.5.2.2.1. Radical 2,2 Diphenyl-Picrilhydrayl (DPPH)

En este ensayo la actividad antioxidante se mide en términos de
donar hidrégeno o de la capacidad captadora de radicales, usando el radical
violeta DPPH que absorbe a 517 nm. La reduccién y estabilizacién de este
radical por los antioxidantes da lugar a la decoloracion de éste, produciendo
una disminucién de la absorbancia la cual se puede medir a la Iongitud de onda
antes mencionada.

Se pesdé 1 gramo de pulpa fresca y diluy6 en 20 mL de agua
destilada y desionizada. Solucién a la cual se llamé extracto acuoso de 50000
ug x mL™. A partir de ésta se prepararon diluciones de 300, 100, 30 pg x mL™",

para la pulpa madura 25 ug x mL"; 475, 100, 40 ug X mL™, para la pulpa pinton
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y 450, 100, 40 pg x mL™, para la pulpa verde. Se hizo reaccionar 50 pL de las
diluciones del extracto acuoso con 950 puL de DPPH (100 mM), en etanol al

96%, la absorbancia fue monitoreada a 517 nm, por 5 min.
Los datos de Clsy fueron analizados mediante una Disefio
Completo al Azar y en los tratamientos donde hubo diferencia se aplico la

prueba de Tukey (p<0,05)
3.5.2.2.2. Catidn 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-Acido
Sulfénico) (ABTS)

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

Se pes6é 1 gramo de pulpa fresca y diluyé en 20 mL de agua
destilada y desionizada. Solucién a la cual se lamd extracto acuoso de 50000
pg x mL™". A partir de ésta se prepararon diluciones: 275, 100, 20 ug x mL™,
para la pulpa madura; 350, 100, 30 ug x mL™ para la pulpa pintén y 400, 100,
40 ug x mL™", para la pulpa verde.

Se hizo reaccionar 20 yL de extracto de pulpa de Camu camu con
980 pL de ABTS™, hasta obtener de 20-80% de inhibiciéon. Los resultados
fueron expresados en términos de Clso en ug/mL.

Los datos de Clsp, fueron analizados mediante un disefio completo
al azar (DCA) y en los tratamientos donde existié diferencia significativa se

realizo la prueba de Tukey (p<0,05).
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Pulpa de camu camu

| I

Verde Pintéon Maduro

R1 R1 R1

1 | I

l

Cuantificacion de acido ascérbico, polifenoles totales,
actividad antioxidante: Radical DPPH y cation ABTS

Figura4 Metodologia Experimental para la cuantificacion de componentes

bioactivos de la pulpa de camu camu en tres estados de madurez

3.5.2.3. Cuantificacion de Mohos y levaduras

Se pes6 10 gramos de pulpa y diluydé en una solucion
amortiguadora de agua peptonada al 0,1%, a la que se llamo dilucién 1. Se
agitoé la muestra por 1 minuto. Luego se tomé 1 mL de la dilucién 1 y diluyé
nuevamente en 9 th de agua peptonada al 1% y agité por 1 mintuo, ésta se
llamd dilucion 2. Se tomé 1 mL de la dilucién 2 y diluyé en 9 mL de agua
peptonada y agité por 1 minuto, ésta solucién se llamé dilucién 3. Se depositd 1
mL de cada dilucién en placas petri y se le adicioné 15 mL de agar OGY. La

lectura se realiz6 a los 4 dias.

3.5.3. Tratamiento ultrasénico y almacenamiento de la pulpa de
camu camu.
La pulpa de camu camu, que presenté el mayor contenido de

componentes bioactivos, fue sometida al tratamiento ultrasonico. Embolsadas
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en polietileno de densidad media y sonicada por intervalos de 0, 1, 3, 5, 7 y 10
minutos a 40 kHz. Cada bolsa con un contenido de 100 gramos de pulpa.
Luego selladas a vacio y almacenadas hasta su analisis respectivo. La
metodologia experimental seguida se observa en la figura 5.

La pulpa sonicada, fue llevada a almacenamiento de -20°C, por un
tiempo de 3 meses (90 dias), cada 30 dias se realizaron las evaluaciones del
contenido de componentes bioactivos y mohos y levaduras.

Los resultados fueron analizados mediante un disefio completo al

azar con arreglo factorial de 4x6 a un nivel de significancia del 5%.

3.5.3.1. Cuantificacion de componentes bioactivos.
3.5.3.1.1. Cuantificacién de acido ascorbico
La metodologia seguida para la cuantificacion de acido ascorbico a

este nivel se describe en el item 3.5.2.1.1.

3.5.3.1.2. Cuantificacion de Polifenoles totales
La metodologia seguida para la cuantificacién de polifenoles totales

a este nivel se describe en el item 3.5.2.1.2.

3.5.3.2. Determinacioén de la Actividad Antioxidante
3.5.3.2.1. Radical 2,2 Diphenyl-Picrilhydrayl (DPPH)
La metodologia seguida para la cuantificacion de la actividad
antioxidante mediante el radical DPPH a este nivel se describe en el item

3.5.2.21.
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3.5.3.2.2. Cation 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-acido
sulfénico) (ABTS)
La metodologia seguida para la cuantificacion de la actividad
antioxidante mediante el cation ABTS acido ascérbico a este nivel se describe

en el item 3.5.2.2.2.

Pulpa de camu camu

Tratamiento Ultrasénico a 40 kHz
(Minutos)

Testigo 1 3 5 7 10

I | | | | |

Almacenamiento
(Dias)

r1 2 r3

Cuantificacion de acido ascérbico, Cuantificacion de Polifenoles
Totales, Actividad Antioxidante; Radical DPPH y Cation ABTS
Cuantificacion del Contenido de Mohos y Levaduras

Figura 5 Metodologia experimental para evaluar la conservacion de la pulpa

de camu camu tratada con ultrasonido, durante el almacenamiento.
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3.5.3.3. Cuantificacion de mohos y levaduras
La metodologia seguida para la cuantificacion de mohos vy

levaduras a este nivel se describe en el item 3.5.2.3.



Iv. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. indice de Madurez

En el Cuadro 4 se muestran los valores de °Bx, % Acidez e indice
de Madurez de la pulpa de camu camu de tres estados de madurez. (A-lll).
Cuadro 4 So¢lidos Solubles Totales (°Bx), % Acidez, e lndice de madurez

(IM) de la pulpa de camu camu en 3 estados de madurez.

SST (°Bx)* % Acidez* IM = °Bx / % Acidez*
Verde 4,8+ 0,051° 2,53 £ 0,042° 1,91 £0,014°
Pinton 5,8 + 0,051° 2,43 £ 0,012 2,37 +0,019°
Maduro 6,8 + 0,089° 2,30 + 0,024° 2,96 + 0,059°

* Datos expresados en media + SD, n=3

Los resultados obtenidos muestran que el indice de Maduracion fue
de: 1,91; 2,37 y 2,96 para los frutos verde, pintén y maduro respectivamente;
existiendo diferencia estadistica(A-lll). Los resultados obtenidos son
coincidentes con los obtenidos por ZAPATA y DUFOUR (1993), quienes
determinaron valores de: 2,2; 1,8 y 1,6 para los frutos maduro, pintén y verde.
Mientras que VILLANUEVA (2001), obtuvo valores de: 2,41; 1,90; y 1,31 para
el indice de madurez del fruto de Camu camu maduro, pintén y verde
respectivamente. El indice de madurez esta relacionado directamente con la

cantidad sdlidos solubles presentes en la fruta ELESBAO et al (2002),
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demostré que los °B_x del Camu camu pueden variar de acuerdo al lugar donde
se gultivan; por tanto el indice de madurez varia de acuerdo a la zona de cultivo
del fruto.

Los sélidos solubles totales (°Bx) son usados como indice de
maduracién para algunos frutos, e indican la cantidad de sustancias que se
encuentran disueltos, siendo constituidos en su mayoria por azucares. En el
camu camu el contenido de sacaridos es minimo. El aumento de contenido de
azucar aumenta con la maduracion del fruto. GOMES et. al (2002); ANDRADE
(2005) y ALVES (1996), coinciden los resultados: 4,8; 5,8 y 6,8; para los frutos
verde, pintén y maduro respectivamente.

El porcentaje de Acidez para el camu camu, se expresa como
acido citrico equivalente, ANDRADE (2005). La acidez es un importante
parametro de conservacion en frutas reflejando procesos de descomposicion
del alimento, sea por hidrolisis, -oxidacién o fermentacion. (OLIVEIRA et. al,
1999). La acidez, varia en funcién de multiples factores como variedad, zona y
tipo de cultivo, maduracioén, etc. Los resultados encontrados fueron: 2,53; 2,43
y 2,30; para los frutos verde, pintdn y maduro respectivamente. SILVA y
ANDRADE (1996), analizaron los frutos de Camu camu, cosechados en la
proximidades de Manaus, obteniendo valores 2,63 y 2,86; para los estados de

verde y maduro, respectivamente.



38
4.2. Cuantificacion de componentes bioactivos y actividad antioxidante
de la pulpa de camu camu en tres estados de madurez
4.2.1. Cuantificacién componentes bioactivos
4.2.1.1. Cuantificacion del acido ascérbico
El Cuadro 5, se muestra el contenido de acido ascoérbico en la
pulpa de Camu camu, obtenido a partir de la curva de calibracion (A-1). Existe
diferencia estadistica significativa entre los estados de madurez (A-1V).

Cuadro 5. Contenido de acido ascérbico en la pulpa de camu camu

Estado de madurez mg AA x 100 g’ de pulpa fresca*
Verde 1778,84 £ 67,19°
Pintén - 1874,49 + 42,95°
Maduro 2151,11 + 164,362

*Datos expresados como media * SD, n=3, p<0,05

El estudio coincide con ALVES et al., (2002), quienes mencionan
que la pulpa de camu camu pintén y madura contienen 1910 y 2061 mgAAx100
g’ respectivamente.

Mientras que LEE y KADER (2000), mencionan que el contenido de
acido ascorbico en frutas puede variar de acuerdo a la madurez. Muchos
autores llegan a la conclusién, que la pulpa madura de camu camu, es la que
posee el mayor contenido de éste componente (AREVALO y KIECKBUSCH,
2005; ALLERSLEV, 2007 y GUIJA et al., 2005). Por su parte ANDRADE et al.,

(2005), encontr6 que el contenido de acido ascorbico en la pulpa de camu

camu, a medida que pasan los dias (desde 56 a 113), después de formado el
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fruto se incrementa desde 2489,33 hasta 3133,06 mg de acido ascérbico
x100g™.

Estudios realizados sobre la sintesis de acido ascérbico en frutos
como la fresa, papaya, pimento verde, guayaba de pulpa blanca y roja, en dos
estados de madurez (pintén y maduro) demuestran que el contenido de acido
ascorbico se incrementa de acuerdo evoluciona la madurez (BARATA-
SOARES et al., 2004).

BARBOZA-CANOVAS et al. (2007), mencionan que a medida que
sucede la maduracion el contenido de acidos organicos en los frutos
disminuyen, debido al proceso natural de respiracion e incluso puede ocurrir un
proceso de interconversion de los azucares a acidos organicos y de esa
manera la concentracién de algunos acidos incrementaran su contenido.

El acido ascérbico, cumple funciones importantes en el desarrolio
de la planta, sin embargo a pesar de ser un compuesto importante, no queda
muy clara la explicacién fisiolégica de la gran variaciéon de su concentraciéon en
los diversos 6rganos de almacenamiento de la planta y entre especies
individuales (HANCOCK et al., 2003 y TEDONE et al., 2004), aunque se ha
demostrado en papas que la sintesis de acido ascorbico se realiza en el floema
de la planta, para luego ser transportado a 6rganos de almacenamiento como

la raiz (FRANCESCHI y THARLYM, 2002 y TEDONE et al., 2004).

4.2.1.2. Cuantificacion de polifenoles totales
El contenido de polifenoles totales en la pulpa de camu camu en

tres estados de madurez obtenidos a partir de la curva de calibracion (A-ll), se
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muestra en el Cuadro 6 y Figura 6. Donde se encontré evidencia estadistica
para mencionar que hay diferencia significativa entre los tres estados de
maduracion (A-V).

Cuadro 6. Contenido de polifenoles totales en la pulpa de camu camu en tres

estados de madurez.

Estado de madurez mg AGE x 100 g" de pulpa fresca*
Verde 611,41 + 5,69°
Pinton . 610,23 £ 2,64°
Maduro 791,14 £ 2 562

*Datos expresados como media + SD, n=3, p<0,05

Como se observa en el Cuadro 6 y la Figura 6, la evolucion del
contenido de polifenoles totales va correlacionada con el incremento de la
madurez fisiolégica, presentandose el valor maximo en la pulpa madura con
791,14 mg AGEx100g™.

El reconocimiento de la madurez del fruto de camu camu viene
dado por el cambio de coloracién de la cascara, desde verde hasta rojo vino
una vez alcanzado su madurez final, tal cambio esta asociado al contenido de
polifenoles del tipo de las antocianinas en la céscéra (INGA et al, 2001; VEGA,

2005 y MAEDA et al., 2006).
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Figura 6. Contenido de polifenoles totales en pulpa de camu camu en tres
estados de madurez.

VILLANUEVA (2001), realiz6 estudios sobre la cascara de camu
camu encontrando que el mayor contenido de polifenoles totales posee la
cascara del fruto pintén, maduro y verde, con 7,7; 6,0 y 5,9 mg AGE x g” de
cascara seca respectivamente.

De acuerdo va ocurriendo el proceso de maduracién se incrementa
el contenido de polifenoles, debido a la produccién de antocianinas que
modifican la coloracién de la cascara (MAEDA ef al, 2006 y CONDE et al.,
2007).

El incremento del contenido de polifenoles en la pulpa de camu
camu, se debe en gran medida al pulpeado, que consiste en la extraccién del
mesocarpo mediante el estrujamiento, separandola de la cascara y semillas. La
accion mecanica rompe las células epiteliales del exocarpo que contiene gran

cantidad de componentes bioactivos como los polifenoles, mezclandose con el
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mesocarpo, llevandose a cabo la difusion de componentes desde la cascara
hacia la pulpa, adquiriendo asi sus caracteristicas peculiares (BLAZQUEZ et

al., 2005 y CONDE et al., 2007).

4.2.2. Evaluacion de la capacidad antioxidante

4.2.2.1. Radical 2,2 Diphenyl-Picrilhydrayl (DPPH)

Los resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante se
presentan en el cuadro 7, se muestra que el menor Coeficiente de Inhibicién
- (Clsp), lo presenta el estado maduro seguido por el verde y el pintén segun el
analisis estadistico (A-VI).

Cuadro 7. Coeficiente de inhibicién (Clsg) de la pulpa de camu camu para el

radical DPPH
Estado de madurez Clso (Mg x mL™)*
Verde 10,96 + 0,20°
Pinton 12,38 + 0,18°
Maduro 7,43 £ 0,092

*Datos expresados como media + SD, n=3, p<0,05

La actividad antioxidante, viene a ser la cantidad necesaria de
muestra para inhibir el 50% de inhibicién de la absorbancia, determinado a
partir del ploteo de las concentraciones de trabajo. El Clsg, €s una medida de la
concentracion inhibitoria en la que valores bajos reflejan una gran actividad
antioxidante de la muestra (TZE y WHITEMAN, 2007). En la investigacion la

pulpa madura de camu camu, resultdé poseer una gran capacidad antioxidante,
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debido a su alta concentracién de acido ascérbico, polifenoles totales y otros
componentes no estudiados.

La actividad antioxidante, esta fuertemente correlacionada con el
contenido polifenoles y acido ascorbico siendo muy elevada para el camu camu
(RAMOS et al., 2008 y MARX et al., 2008).

PINEDA et al,, (1999), menciona que la actividad antioxidante en
frutas se debe principalmente a su contenido en vitamina C, E, carotenos y
polifenoles, sin embargo Elderbarth et al., (2000), mencionado por ROBLES et
al., (2007), en un estudio realizado en manzanas, demostré que la vitamina C,
por si sola aporta menos del 0,4% de la actividad antioxidante total del fruto,
sugiriendo que la mezcla compleja de antioxidantes en las frutas, aportan
beneficios sobre la salud, a través de la combinacién de los efectos sinérgicos.

Puede que las variaciones en el contenido de los componentes
activos causaran un efecto positivo en la actividad antioxidante, sin embargo, la
variacion de la capacidad antioxidante no solo viene dada por la suma de la
actividad antioxidante de cada componente sino también depende del
microambiente en el que se encuentre el compuesto, pudiendo interactuar
entre si, produciendo efecto sinérgico o inhibitorios (PINEDA et al, 1999 y
MUNOZ et al., 2007). |

SMIRNOFF (2002), menciona que los antioxidantes de una planta
aumentan al incrementar el tiempo de exposiciéon solar, ya que se producen
compuestos que cumplen con la funcién de proteccion del fruto a la luz

ultravioleta. Otros factores de variabilidad de los componentes que incrementan
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la actividad antioxidante son el tipo de suelo, clima, contaminaciéon ambiental, el

grado de maduracién entre otros (PINEDA, 2005).

4.2.2.2. Catién 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-acido
sulfénico) (ABTS)
Los resultados de la actividad antioxidante se muestran en el Cuadro
8. En donde se puede observar que la pulpa madura de camu camu, posee la
mayor capacidad antioxidante seguido del pintén y verde respectivamente,

encontrandose diferencia significativa en los tres estado de madurez (A-VII).

Cuadro 8. Coeficiente de inhibicién (Clsg) de la pulpa de camu camu para el

radical ABTS
Estado de Madurez Clso (ug x mL™)*
Verde 3,97 £ 0,04°
Pintén 3,55+ 0,02°
Maduro 2,95 + 0,067

*Datos expresados como media + SD, n=3, p<0,05

Como se observa, en los datos presentados en el cuadro anterior,
la relacion existente en la actividad antioxidante y el estado de madurez del
fruto, observando que a medida se desarrolla, lo hace también la actividad
antioxidante, esto se debe al incremento del contenido de &cido ascoérbico y
polifenoles, durante la maduracién del fruto. Sin embargo, podemos observar

también, que el coeficiente de inhibicion (Clsp), mediante método del catién
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ABTS™, es mucho menor al del radical DPPH, debido a que el método el cation
ABTS™, ha sido ampliamente usado, tanto para materiales bioldgicos,
compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza hidrofilica o lipofilica y
para compuestos coloreados en el caso de las antocianinas (KUSKOSKI et al,,
2005; BADAMI et al., 2005; APAK et al., 2007 y REBUGLIO et al., 2007).
Estudios realizados por WONG ef al. (2006), sobre la actividad antioxidante de
flavonoides aislados a partir de Cudrania tricuspidata (planta medicinal
koreana), demostraron que los mismos flavonoides aislados, poseen valores
diferentes de Clsp, cuando se realizan los ensayos de actividad antioxidante
mediante ABTS (Clso<10uM) y DPPH (Cls0>300uM), demostrando asi la mayor
efectividad del cation ABTS™, para medir la capacidad antioxidante de

muestras.

4.2.3. Cuantificacion de mohos y levaduras

En el Cuadro 9 el resultado del contenido de mohos y levaduras
presentes en la pulpa de camu camu en tres estados de madurez (Verde,
pintbn, maduro) los mismos que fueron analizados estadisticamente
presentado diferencia significativa entre los tratamientos (A-VIII).

Ramos et al. (2008), menciona que la pulpa de camu camu debe
poseer 0 UFCxg™, el estudio demostré que el contenido de mohos y levaduras
no cuenta con los requisitos minimos para ser llamada una pulpa de
exportacion. La Norma Técnica Peruana 011.031.2007 elaborada por
INDECOPI (2007), menciona que la pulpa de camu camu debe poseer menos

de 10 UFCxg™.
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Cuadro 9. Contenido de mohos y levaduras en la pulpa de camu camu en tres

estados de madurez

Estado de Madurez UFC x g'1 de pulpa
Verde 163 + 15°
Pintén 8,0+8°
Maduro 973 + 30°

*Datos expresados como media + SD, n=3, p<0,05

La pulpa madura, contiene el mayor contenido de componentes
bioactivos, actividad antioxidante y posee el mayor contenido de mohos y
levaduras. Debido a esto es la que se elije para su posterior estudio, tratandola

con ultrasonido y almacenandola.

4.3. Tratamiento ultrasénico y almacenamiento de la pulpa de Camu
camu
4.3.1. Cuantificacion de componentes bioactivos
4.3.1.1. Cuantificacién de acido ascérbico
El tratamiento ultrasénico influyé significativamente sobre el
contenido de componentes bioactivos en la pulpa de camu camu (A-IX). La
Figura 7, muestra la variacion del contenido de acido ascérbico antes de la
sonicacion, después de la misma y durante el almacenamiento, el cual
disminuyd en todos los casos. Existe evidencia estadistica para mencionar que
la sonicacioén incrementa el contenido de acido ascérbico en la pulpa de camu

camu (A-XI).
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El acido ascérbico es el componente biocactivo de mayor interés en

la pulpa de camu camu, y su preservacion es importante en la eleccion y

aplicacion del metodo de conservacion. El ultrasonido tiene efecto benéfico

sobre su disponibilidad, incrementandose significativamente hasta 2388,77;

2241,50 y 2285,33 mgx100g™ de pulpa fresca; cuando se aplica intensidades
de 40 kHz y tiempos de exposicion de 1, 3 y 5 minutos respectivamente.

2500 - ~—a—Testigo
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—tr=—=3 Nlinutos
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Figura 7. Variacion del contenido de acido ascérbico en pulpa de camu camu,

almacenada por 3 meses a —20 °C.

El mejor tratamiento fue a 1 minuto de exposicién ultrasénica, sin
embargo, éste mostré la mayor pérdida del componente a los 90 dias de
almacenamiento a -20°C; a pesar de ello fue el tratamiento que durante todo el
experimento mantuvo la mayor concentracion de vitamina C. BARBOSA-
CANOVAS (2007), menciona que el ultrasonido es usado para lisar células e

incrementar el proceso de transferencia de masa, las grandes presionas que
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genera, rompen las paredes celulares, haciendo mas disponibles los
componentes al mismo tiempo su difusibn sobre los solventes. Menciona
también que puede incluso accionar enzimas al incrementar la energia de
activacion de las mismas si se aplican a intensidades y tiempos adecuados, sin
embargo si los tiempos de exposicién se elevan, puede incluso inactivarlas.

Durante el almacenamiento los tratamientos de sonicacion de la
pulpa de camu camu, tuvieron el mismo comportamiento, decayendo
significativamente en todos los casos. Las pérdidas cuantificables con respecto
a los 0 dias del almacenamiento, fueron: 31,8%; 30 % y 27,5% del contenido
de acido ascorbico, equivalentes a los tratamientos 5, 1 y 3 minutos de
exposicion ultrasénica.

Los tratamientos que en un inicio mostraron mayor concentraciéon
luego de la sonicacion, al parecer son mas propensos a un rapido deterioro.
AREVALO y KIECKBUSCH (2007), menciona que las pérdidas de vitamina C
en pulpa de camu camu llegan hasta 9% a los ocho dias de almacenado a
temperatura de refrigeracion. RAMOS et al (2002), menciona que las pérdidas
totales del acido ascoérbico son de 24.6% en congelacién de -17 a -22 °C.

La oxidacién de la vitamina C, es acelerada de manera intensa
cuando hay ruptura de tejidos como en el caso del pulpeado, en donde se
liberan enzimas teniendo como resultando la pérdida de la vitamina C
(CHITARRA, 1999). JUSTI et al. (2000), congel6 la pulpa de camu camu por
335 dias obteniendo pérdidas de vitamina C de 26% a los 100 dias

manteniéndose casi constante hasta el fin del estudio y almacenamiento.



49
4.3.1.2. Cuantificacion de Polifenoles Totales
La Figura 8, muestra la variacién del contenido de polifenoles
totales, observandose que a los 7 minutos de exposicién ultrasénica a 40 kHz,
se produjo un incremento importante de éste componente, mientras que otros
casos como se muestra, decreci6 significativamente por debajo del tratamiento
testigo (A-X).

1000 1 ——"Testigo
—a— 1 Minuto
=3 Minutos
——3% Minutos
——T7 Minutos

D= 15 Minutos
AS : Antes de fa sonicacién

900

800 1

700 A

mg de polifenoles AGE x 100 g de pulpa

600 4

500 v v v »
AS 0 30 &0 20

Dias

Figura 8. Variacion del contenido de polifenoles totales en pulpa de camu
camu, almacenada por 03 meses a —20 °C.

La sonicacién afectd considerablemente el contenido de polifenoles
totales, incrementandolo desde 909,5 a 981,16 mg AGEx100 g”' de pulpa
fresca, a los 7 minutos tal como se observa en la figura 8. Estudios mencionan
gue la sonicacién, es aplicada para incrementar la eficiencia de las
extracciones de polifenoles, causando lisis e incrementando el proceso de

difusion de las paredes celulares, haciendo disponible los componentes,
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incrementando la solubilidad y la transferencia de masa (AZUOLA y VARGAS,
2007). Sin embargo también puede causar degradacién de componentes
cuando se aplican por tiempos prolongados o cuando éstos son
sobreexpuestos por periodos largos de tiempo pueden causar incluso la
formacion de radicales libres ocasionando dafios al ADN (BARBOSA-
CANOVAS et al., 2007).

El estudio demostré que la cantidad de polifenoles, con respecto al
dia O de la evaluacién, disminuy6 cﬁando se almacené por 90 dias, en 17,9%,
18,9%, 23,2%, 25,9%, 30,7% y'30,4%, para: 10, 3, 0, 5, 7 y 1 minuto de
sonicacion respectivamente comparandose con los resultados iniciales,
existiendo diferencia significativa entre los tratamientos.

En estudios realizados por MARQUEZ y GALVAO (2009), sobre la
pulpa de acerola en congelacion a +18°C, demuestran que el contenido de
antocianinas disminuye significativamente cuando se almacena en congelacion
llegando a pérdidas de 15 % a 30 %. MAEDA et al, (2007), encontré que las
antocianinas se degradan en almacenamiento, con ello una notable
disminucion de su contenido en polifenoles totales.

De acuerdo con BOBBIO y BOBBIO (1992), las antocianinas
interactian con el acido ascérbico, los metales, los azucares, oxigeno, luz,
temperatura y las enzimas, con la produccién de polimeros que reducen su
estabilidad. JURD (1972), menciona que hay una reaccion de condensacion
entre el acido ascoérbico y antocianinas, en este sentido, a mayor concentracion
de esta vitamina C en el sistema, mayor sera la velocidad de degradacion de

las antocianinas por ende en su contenido de polifenoles totales.
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4.3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

4.3.2.1. Radical 2,2 Diphenyl-Picrilhydrayl (DPPH)

El tratamiento ultrasénico de la pulpa de camu camu a 7 y 10
minutos produjo un incremento de la actividad antioxidante disminuyendo su
Clso a 8,24 y 9,00 pgxmL™ respectivamente, como se puede observar en la
Figura 9, a los 0 dias de almacenamiento (A-Xl). El ultrasonido de ailta
intensidad ocasiona cavitaciéon sobre los tejidos que a su vez debido a las
grandes diferencias de presién las células presentes en la pulpa colapsan
liberando y haciendo disponible los componentes bioactivos, generando el
incremento de la actividad antioxidante (GALLEGO, 2007; DA-WEN vy LI, 2003

y AZUOLA y VARGAS, 2007).
v
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Figura 9. Variacion del Clso de la actividad antioxidante determinado
mediante radical DPPH"
A los 90 dias de almacenamiento la capacidad antioxidante

disminuy6, incrementandose el coeficiente de inhibicién a 3, 6,7, 12,21y 34 %
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para los tratamientos 3, 0, 1, 10, 5 y 7 minutos de sonicacion respectivamente,
teniendo en cuenta las evaluaciones iniciales. Esto implica que la capacidad
antioxidante disminuy6 debido a la degradacion de los principales componentes
bioactivos como el caso del acido ascérbico, polifenoles totales, carotenos
entre otros (MEJIA et al, 2006; BRAVO, 2007; MAEDA et al, 2007 y BOLIVAR

et al., 2009).

4.3.2.2. Catién 2,2 Azinobis (3-Benzotiazolino-6-acido

sulfénico) (ABTS)

La actividad antioxidante mediante el cation ABTS, demostro el
mismo efecto que el radical DPPH, encontrandose diferencia estadistica
significativa (A-Xll), siendo el efecto mas efectivo a los 7 y 10 minutos
disminuyendo su Clsp a 2,1 y 2,07 ugxmL™ respectivamente (Figura 10). Esta
capacidad esta ligada al total de componentes capaces de capturar radicales
libres lipofilicos e hidrofilicos (KUSKOSKI et al., 2005), éste método es
generalmente usado para medir la actividad antioxidante de muestras vegetales
que contienen flavonoides y fenoles (PELLEGRINI et al., 1999; VELLOSA et
al., 2007 y OLIVEIRA et al., 2007).

Como se observa en la figura 10, el tratamiento ultrasénico afecté
la actividad antioxidante a los 7 y 10 minutos disminuyendo el Clsp, 2@ 2,1y 2,07
ug x mL™". Hecho explicado por la sonicacién que lisa la pared celular y hace
disponible los componentes capaces de proporcionar la actividad antioxidante

(BARBOZA-CANOVAS et al., 2007).
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Durante el almacenamiento los componentes que brindan la
capacidad antioxidante disminuyen, como se muestra en la Figura 10, donde se
observa el incremento del coeficiente de inhibicion. A los 90 dias de
almacenamiento los contenidos de sustancias bioactivas se uniformizaron, no
existiendo diferencias entre los tratamientos, determinandose como el mejor
tratamiento aquel que presenté mayor capacidad antioxidante, la sonicacion en
este tratamiento se realizd6 por un tiempo de 10 minutos. Este tratamiento
produjo una disminucién de su actividad antioxidante del 28%, con respecto a
la evaluacién inicial, durante el almacenamiento.
a.
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Figura 10.  Variacion del Clso de la actividad antioxidante determinado

mediante el Catién ABTS™

El almacenamiento produce una reduccidon del principal
componente que brinda la capacidad antioxidante, el acido ascorbico que es
susceptible a la degradacion por presencia de oxigeno y a la acido ascérbico

oxidasa (ARELLANO et al., 2005).
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4.3.3. Cuantificacion de mohos y levaduras
En el Cuadro 10, se observa el contenido de mohos y levaduras en
la pulpa madura de camu camu, después del tratamiento ultrasonico a 40 kHz
donde se encontré diferencia estadistica significativa al inicio y durante el
almacenamiento (A-XIII).
Cuadro 10. Efecto del tiempo de exposicion al ultrasénico (40 kHz), sobre el

contenido de mohos y levaduras en la pulpa de camu camu

Sonicaciéon Dias * (UFC x g' de pulpa fresca)

(Min) 0 30 60 90

Testigo 24 + 182 4+4° 0+0° 0x0°
1 10 £ 32 8+9° 1+1° 0+0°
3 11 £ 4% 2+£1° 3+£3° 1+£1°
5 15+ 4% 2+2° 2+2° 1+1°
7 6+2° 3x5° 00" 0£0°
10 5+5° 1+£1° 0£0° 0£0°

*Datos expresados como media + SD, n=3, p<0,05

La sonicacién disminuyé el contenido de mohos y levaduras,
encontrandose que a mayor tiempo de exposicion el contenido de mohos y
levaduras disminuye significativamente, como se muestra en el Cuadro 10,
dicha disminucién es causada por la cavitacion en las células que afectan
componentes estructurales y funcionales hasta el punto de la lisis y muerte
celular (ORDONEZ et al, 1992; HERRERO y ROMERO, 2006 y ZBIGNIEW et
al, 2007). Las grandes presiones generadas por la cavitacion ejercen sobre los

microorganismos reduccién de su contenido, a pesar de que éstas se generan
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por periodos cortos de tiempo es un factor muy importante a tener en cuenta
cuando se somete a ultrasonido un alimento (BELLATERRA, 2004).

Después del tratamiento con ultrasonido se observa que su
contenido de mohos y levaduras decae significativamente mientras se sénica
por tiempos mas prolongados a 7 y 10 minutos. Esta caida del contaje de
mohos y levaduras en la pulpa de camu camu, puede atribuirse a la accion del
frio ya que uno de los principales factores que afecta el crecimiento de
microorganismos. Disminuyendo significativamente la actividad enzimatica de
muchos microorganismos y a — 20 °C, ocasiona la muerte lenta de
microorganismos gram negativos, mientras aquellos que son capaces de
producir esporas son mas resistentes a bajas temperaturas (FRAZIER Y
WHESTHOFF, 1993).

INDECOPI (2007), menciona que la pulpa de camu camu debe
poseer menos de 10 UFCxg™, con ausencia total de coliformes. La pulpa de
camu camu a inicio de la investigacién no cumple las caracteristicas requeridas
por dicha institucién, sin embargo durante la mayor parte de la evaluacién y al
final de ésta cumple con los requisitos microbiologicos establecidos por las

Normas Técnicas Peruanas, INDECOPI (2007).



V. CONCLUSIONES

e La pulpa de camu camu madura presenté el mayor contenido de
acido ascorbico, polifenoles totales, capacidad antioxidante, mohos y
levaduras; con 2151,11 mg x 100 g™; 791,14 mg x 100 g”'; CI50 de DPPH:
7.43 y ABTS 2,95 pgxmb’ ; 1,3x103 UFCxg" de pulpa fresca,
respectivamente.

o La sonicacion incrementé significativamente el contenido de
acido ascérbico (2388,67 mg dé acido ascorbico x100-1 de pulpa fresca), a
intensidad de 40 kHz por 1 minuto de exposicién. El contenido de polifenoles
totales se increment6 significativamente a 981,16 mg x100-1 de pulpa fresca a
la intensidad de 40 kHz por 7 minutos. La actividad antioxidante, mas baja para
la pulpa sonicada, expresada en CI50 fue de 8,24 pgxmL™, para el DPPH y
2,1 ygxmL™, para el ABTS a intensidad de 40 kHz, a los 7 minutos y 10
minutos, respectivamente; mientras que la carga microbiana disminuy6 de 24 a
6 UFC xg™.

e Durante el almacenamiento se observé disminuciéon del
contenido de acido ascorbico, polifenoles totales, capacidad antioxidante y
carga microbiana; existiendo diferencia estadistica entre los tratamientos, al

final del almacenamiento.



VL. RECOMENDACIONES

e Llevar a cabo estudios del perfil de componentes bioactivos mas
amplios, extendiéndolo a componentes minoritarios que poseen participacion
activa en el proceso de remocidn radical de agentes téxicos de oxigeno.

o Realizar estudios, detallados de las diversas sustancias
bioactivas y su efecto a la exposicién ultrasénica, en pulpa y de manera aislada
como componentes puros en solucién.

¢ Realizar estudios acerca del efecto del consumo de pulpa de
camu camu, en la capacidad antioxidante de plasma sanguineo de animales y
seres humanos.

o Ampliar el espectro de materias primas y estudiar su efecto
sobre la aplicacion de ultrasonido, sobre componentes bioactivos, como
también para enzimas, proteinas entre otros.

o Evaluar el efecto del ultrasonido, sobre diversos tipos de
microorganismos, presentes en las materias primas, como también de manera
aislada, en soluciones manipuladas de crecimiento.

e Realizar estudios mas profundos sobre los cambios fisicos,
quimicos, organolépticos que ocasiona el ultrasonido sobre las materias

primas.



ULTRASONIC TREATMENT OF CAMU CAMU PULP (Myrciaria dubia Mc
Vaugh) AND STUDY OF ITS COMPONENTS BIOACTIVE
ABSTRACT
This research was conducted with the aim of studying the effect of ultrasound
on the bioactive components of the camu camu, in storage. Certain bioactive
components were: ascorbic acid by high pressure liquid chromatography
(HPLC), described by GOKMEN et al. (2000), determination of total polyphenols
was performed by the method reported by PRICE AND BUTLER (1975). The
antioxidant activity was determined using the methods: DPPH radical and ABTS
cation described by BRAND-WILLIAMS et al. (1995) and RE et al. (1999),
respectively. The resQIts were evaluated by the DCA and the Tukey test (n = 3,
p <0.05). The ripe pulp showed the highest content of ascorbic acid and
polyphenols to: 2151.11 and 791.14 mg x 100 g’ fresh pulp, just as the
antioxidant activity of mature pulp surpassed the other states of maturity, with
ICsp: 7.43 and 2.95 pg x mL™, using the DPPH and ABTS methods respectively.
Sonication significantly improved availability of ascorbic acid and polyphenols
(2388.67 and 981.16 mg x100g™" pulp) at 40 kHz intensity for 1 and 7 minutes of
exposure. The antioxidant activity, lower sonicated for pulp, expressed as IC50
was 8.24 ugxmL™ for the DPPH and 2.1 ugxmL™ for the intensity of ABTS to 40
kHz, at 7 minutes and 10 minutes, respectively, while the microbial load
decreased from 24 to 6 CFU xg™'. During storage, significantly decreased the

content of bioactive compounds and microbial content.
Keywords: Myrciaria Dubia, Ultrasound, Ascorbic Acid, Activity Antioxidant,

Total Polyphenols, Camu Camu - Pulp, Peru.
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Figura 11. Curva patron para la cuantificaciéon de acido ascérbico.
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Figura 12 . Curva patrén para la cuantificacién de polifenoles totales.



A-ll
Andlisis de varianza para el contenido de sélidos solubles, acidez titulable e

indice de Madurez en la pulpa de camu camu en tres estados (n=3, p<0,05)

Sdlidos Solubles

FV SC GL F Sig.
Tratamientos 6,009 2 901,333 0,000
Error 0,020
Total 6,029 8
Cv=13
Acidez Total
FVv SC GL F Sig.
Tratamientos 0,077 2 52,606 0,000
Error 0,004
Total 0,082 8
Cv=0,6

Indice de Madurez

FVv SC GL F Sig.
Tratamientos 1,641 2 690,252 0,000
Error 0,007
Total 1,648 8

Ccv=08



A-lV
Analisis de varianza para el contenido de acido ascérbico en la pulpa de camu

camu en tres estados de madurez (n=3, p<0,05)

FV sC GL F Sig.
Tratamientos 224246,282 2 10,079 0,012
Error 66744,050 6
Total 290990,332 8
CV: 545

AV

Analisis de varianza para el contenido de polifenoles totales en la pulpa de

camu camu en tres estados de madurez (n=3, p<0,05)

FV SC GL F Sig.
Tratamientos 65032,693 2 2124,229 0,000
Error 91,844 6
Total 65124,538 8

CV: 0,58
A-VI

Analisis de varianza del Clso por el método del cation DPPH" en la pulpa de

camu camu en tres estados de madurez (n=3, p<0,05)

FV SC GL F Sig.
Tratamientos 38,994 2 691,109 0,000
Error 0,169 6

Total 39,163 8

Cv: 1,6



A-Vii

Analisis de varianza del Clsg por el método del cation ABTS™ en la pulpa de

camu camu en tres estados de madurez (n=3, p<0,05)

FV SC GL F Sig.
Tratamientos 1,577 2 347,824 0,000
Error 0,014
Total 1,590
CV: 1,3

A-Viii

Andlisis de varianza para el contenido de mohos y levaduras en la pulpa de

camu camu en tres estados de madurez (n=3, p<0,05)

FVv SC GL F Sig.
Tratamientos 1611723,39 2 1950,05 0,00
Error 2479,5 6
Total 1614202,89 8
CV: 119
A-IX
Analisis de varianza para el contenido de acido ascérbico (n=3, p<0,05)
FUENTE SC GL Fc Sig.
A:Dias 3,19x10"" 3 154,83  0,0000
B:TratSonicacion 391583 5 11,40 0,0000
AB 411868 15 4,00 0,0001
Error 329676 48
TOTAL 4,32 x10'" 71

CV: 4,59



A-X

Analisis de varianza para el contenido de polifenoles totales (n=3, p<0,05)

FUENTE SC GL Fc Sig.
A:Dias 533487 3 333,71 0,0000
B:TratSonicacion 48848,1 5 18,33  0,0000
AB 46872,6 15 5,86  0,0000
Error 25578,8 48

TOTAL 654786 71
CV: 2,99

A-Xl

Andlisis de varianza para la actividad antioxidante mediante el radical DPPH’

(n=3, p<0,05)

FUENTE SC GL Fc Sig.
A:Dias 184,727 3 218,58 0,0000
B:TratSonicacion 111,802 79,37 0,0000
AB 119,672 15 28,32 0,0000

Error 13,522 48
TOTAL 429,724 71

Cv:54



AXIl

o4

Andlisis de varianza para la actividad antioxidante mediante el catibn ABTS

(n=3, p<0,05)
FUENTE SC GL Fc Sig.

A:Dias 198,635 3 154,43 0,0000
B:TratSonicacion 0,676207 5 31,54 0,0000
AB 0,313343 15 4 87 0,0000
Error 0,2058 48
TOTAL 31,817 71

CV: 2,76

A-XII

Analisis de varianza para el contenido de mohos y levaduras (n=3, p<0,05)

Fuente SC GL F Sig.
A: Dias ' 1562,000 3 23,357 0,000
B: Ultrasonido 223,944 5 2,009 0,094
AB 599,833 15 1,794 0,064
Error 1070,000 48
Total 3455,778 71

CV:17.26



