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RESUMEN

El 4cido ascérbico es una vitamina esencial en la dieta humana, y su determinacion
por técnicas sensibles y rapidas es importante para evaluar su estabilidad en diferentes
alimentos. Actualmente la biisqueda de fuentes naturales de acido ascorbico, reviste
gran interés por las caracteristicas antioxidantes de la vitamina; la cocona (solanum
sessiliflorum dunnal.), fruto silvestre de los Andes suramericanos, registra contenidos
de 4,5 a 13 mg de acido ascdrbico por cada 100 g de pulpa, siendo asi, un cultivo
promisorio para incluir en los registros de las fuentes comunes de esta vitamina. El
objetivo principal de este estudio, fue encontrar las condiciones Optimas para la
extraccion, identificacion y cuantificacion por espectrofotometria del 4cido ascérbico
presente en la cocona (Solanum sessiliflorum dunnal.); para ello se consideraron
diferentes factores para el proceso de evaluacidén. Con una variacion de temperatura
de 15°C, obteniendo una mayor concentracion para el tratamiento 4 a los 35°C el cual
tiene un promedio de 3,602 mg/100 ml de zumo para el ecotipo 1, y para el ecotipo
IT el tratamiento 9 a los 35 °C presento un promedio de 3,443 mg/ 100 ml de zumo;
a una longitud de maxima absorcién: 520 nm. La metodologia de cuantificacion
present6 linealidad, precision, exactitud y sensibilidad a un nivel de confianza del
95%. La estandarizaciéon del método de cuantificacion del acido ascérbico por
espectrofotometria ofrece la oportunidad de realizar posteriores investigaciones

acerca de la estabilidad de la vitamina en la cocona.



ABSTRACT

Ascorbic acid is an essential vitamin in the human diet, and his sensitive and rapid
determination techniques is important to assess their stability in different foods. Currently
the search for natural sources of ascorbic acid , is of great interest in the antioxidant
properties of vitamin; cocona (Solanum sessiliflorum dunnal.), wild fruit from the South
American Andes, recorded content from 4.5 to 13 mg ascorbic acid per 100 g of pulp,
making it a promising crop for inclusion in the records of the common sources of this
vitamin. The main objective of this study was to find the optimal conditions for the
extraction, identification and quantification by spectrophotometry ascorbic acid present
in the cocona (Solanum sessiliflorum dunnal.); different factors for this evaluation process
were considered. With a temperature variation of 15 ° C, obtaining a higher concentration
treatment for 4 to 35 © C which has an average of 3.602 mg / 100 ml of juice, for ecotype
1 and 11 for treatment ecotype 9 35 © C 1 present an average of 3,443 mg/ 100 ml of juice;
length of maximum absorption: 520 nm. The quantification methodology presented
linearity, precision, accuracy and sensitivity to a confidence level of 95%. The
standardization of the quantification method ascorbic acid spectrophotometer offers the

opportunity to conduct further research on the stability of the vitamin in the cocona.

X



I. INTRODUCCION

Entre las decenas de arboles o arbustos de frutos autdctonos del Amazonas, la cocona (Selanum
sessiliflorum dunnal) es el Unico herbaceo anual que habia sido completamente domesticado
por los pueblos indigenas nativos de la regién antes de la llegada de los europeos. De este modo,
la cocona fue pre-adaptada tanto a los sistemas agricolas tradicionales del Amazonas, como a
los sistemas agricolas modernos (monocultivos de altos insumos destinados a los mercados

regionales, nacionales e internacionales).

Como la mayoria de los drboles de frutos autéctonos del Amazonas, la cocona es poco conocida

fuera de su region de origen, en este caso en el Amazonas occidental.

Como gran parte de los arboles de frutos autéctonos del Amazonas, la no utilizacién de la
cocona es una falla del mercado, pues reline muchas caracteristicas buscadas por los mercados
naciohales e internacionales: es exotica, posee sabor caracteristico y agradable, es altamente
productiva, que harian posible su industrializaciéon a mayor escala. Por ser anual y bien adaptada
a los suelos de las llanuras del Amazonas, es posible producir la cocona con escasos o ningin
insumo, permitiendo también su comercializacién como alimento organico. Es decir, 1a falla de
mercado no es causada por la cocona, sino por la falta de disponibilidad de informacién que
existe sobre la cocona para permitir a la clase empresarial latinoamericana decidir si valdria la

pena llevarla o no al mercado.

La cocona Selanum sessiliflorum dunnal, es un cultivo que se incluye dentro de las especies
que se encuentran en estado semisilvestre en la Amazonia peruana, con un acervo genético
potencial de incalculable valor y con diversas caracteristicas cualitativas facilmente

observables; existiendo amplio campo para su mejoramiento genético todavia no explotado.

Este cultivo presenta una gran variedad de ecotipos; los cuales no han tenido un estudio
especifico en cuanto a caracterizacion, fenologia, rendimiento, densidad de siembra y calidad
de fruto, datos importantes que nos sirven para seleccionar los mejores ecotipos y tecnificar el

cultivo.



1.1. La cocona.

Es una especie nativa de ceja de selva y selva alta de América Tropical, se distribuye
naturalmente entre los 200 y 1,000 m. de altitud en Brasil, Colombia, Perti, Ecuador y
Venezuela (Carbajal y Balcézar, 2001).

En la selva peruana se cultivan en pequefia escala en los departamentos de Loreto, San
Martin, Ucayali, Huanuco, Junin, Pasco, Ayacucho, Madre de Dios y Amazonas
(Carbajal y Balcazar, 2001).

Gracias a sus propiedades sensoriales, nutritivas y funcionales, la cocona presenta un
alto potencial para el desarrollo de nuevos productos (Cardona, 2011). No obstante su
industrializacion esta limitada a la elaboracién de ciertos alimentos tradicionales tales
como zumos, dulces, mermeladas, compotas, salsas y ensaladas; debido principalmente
a que su cultivo ain no se encuentra tecnificado, ademas de su baja relacion
°Brix/acidez que limita su consumo en fresco y que, por tanto, impide el
aprovechamiento de todas sus propiedades. En este sentido es necesario evaluar
métodos alternativos para su transformacién que garanticen no solo su conservacién en

el tiempo, sino la estabilidad de sus componentes (Carbajal y Balcazar 2001).

La cocona es muy variable en cuanto a tamafio, forma, peso, contenido quimico, etc.
Estas variaciones son plenamente reconocidas en las localidades donde existe en el
Amazonas. Los indios del rio Cenepa, en el Departamento Amazonas, Perq, usan cuatro
etnovariedades tan distintas que pueden ser consideradas como especies diferentes,

pero fueron reconocidas como Solanum sessiliflorum (Silva Filho, 1998).

1.2.Acido ascérbico

La vitamina C es una vitamina hidrosoluble, sensible al calor. Es un cofactor
enzimatico implicado en diversas reacciones fisioldgicas (hidroxidacion). Es necesario
para la sintesis del colageno y de los globulos rojos, y contribuye al buen
funcionamiento del sistema inmunitario. También juega un papel en el metabolismo

del hierro (Carbajal y Balcazar 2001).



El 4cido ascorbico es un azicar con propiedades antioxidantes. Su aspecto es de polvo
o cristales de color blanco-amarillento. El nombre “ascérbico” procede del prefijo a
(que significa “no”) y de la palabra latina escorbutus (escorbuto), una enfermedad
causada por la deficiencia de vitamina C, que es necesaria para la sintesis correcta del
colageno en los seres humanos. Fibras de coldgeno que permiten mantener la estructura
de los tejidos. Los primates, incluido el ser humano, han perdido la capacidad de

sintetizar el acido ascoérbico y deben obtenerlo de la comida (Carbajal y Balcazar 2001).

La vitamina C o acido ascérbico es una de las sustancias de mayor importancia en la
industria alimentaria, ya que se emplea como antioxidante bajo los cddigos E300 a
E304 como &cido o sus sales. Es muy habitual adicionarlo a bebidas refrescantes y
zumos. Sin duda alguna sus propiedades para la salud son de una enorme importancia
(Carbajal y Balcazar 2001).

1.3.Clasificacion botanica

Reyno : Vegetal

Division : Espermatofita

Sub-divisioén : Angiospermas

Clase : Dicotiledénea

Sub-clase : Simpétala

Orden | : Tubiflorales

Familia : Solanaceae

Género : Solanum

Especie : Solanum sessiliflorum dunal

Nombre comin : “cocona”, “topiro” (Espaiiol), “cubui” (Portugués).
1.4.Variedades.

Todos los tipos de cocona que fueron recolectados por institutos oficiales en las
distintas regiones del Amazonas brasilefio, peruano y colombiano provienen de
poblaciones encontradas en los campos y parcelas de los indios y mestizos, o de ferias
y mercados donde son comercializados por personas de estas mismas etnias. En el
Amazonas occidental, es posible encontrar etnovariedades que van desde el tipo

silvestre al mas avanzado en el proceso de domesticacion, que es especialmente visible
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en el tamafio y formato de los frutos. La existencia de esta amplia variedad es

compatible con las afirmaciones de que dicen que la mayor variabilidad genética entre

y dentro de las especies vegetales cultivadas ocurre muy préximo a su centro de

diversidad (Silza Filho, 1998).

Los frutos de cocona redonda (Ecotipo I):

Presentan un peso promedio de 40,8 g (entre 36,5 y 45,1 g),
Unarlongitud promedio de 4,2 cm. (entre 4,03 y 4,36 cm.) y
Un didmetro promedio de 4,37 cm. (entre 4,22 y 4,52 cm..).
Estos frutos son achatados en los polos y su color varia de amarillo a marrén
oscuro, tenemos:
- La céscara es lisa, sin pilosidades y representa el 18% del peso total del
fruto;
- Lapulpa es de color crema, sabor acido, aroma similar al del tomate de
arbol y constituye el 67,2% del peso total;
- Las semillas son glabras, ovaladas, achatadas y componen el 14,6% del

peso del fruto.

Los frutos de cocona ovalada (Ecotipo II):

Registran un peso, longitud y didmetro promedio de 75,79 g, 7,48cm y 4,55 cm.

Respectivamente.

Los frutos son de forma:

Ovalada eliptica y su color varia de marrén claro a oscuro.

La céscara es lisa, firme, con un espesor de 0,6-0,8 cm., de sabor 4cido y
representa el 75,72% del peso total del fruto,

Las semillas son abovadas, planas, glabras y constituyen el 10,94% del peso del
fruto.

La cocona gigante (Ecotipo III):

Muestra un peso promedio de 290,03 g.
Una longitud de 7,48 cm.
Un diametro de 4,55 cm.

El color externo del fruto varia desde amarillo quemado hasta marrén oscuro.



= La baya es abovada, achatado en los polos y hundida en el punto de insercion
del pedunculo.

»  Lacascara es lisa, delgada y compone el 9,68% del peso total del fruto; la pulpa
es gruesa (de hasta 2 cm. de espesor), de color amarillo cremoso, firme y
constituye el 82,44% del peso del fruto.

» Las semillas son glabras idénticas a las de los otros dos materiales, pero estan
dispuestas en 4 de los 6 l6bulos de acuerdo con el tamafio del fruto, y su

proporcidn es del 7,92% del peso total del fruto.

1.5.Los frutos

Los frutos son bayas de forma variable desde esferoide, amarafionado, cilindrico,
ovalada, oblata, redondeada, hasta cilindrica - cdnica; el tamaiio y peso varia de acuerdo
al ecotipo. Los frutos maduros son de color amarillo palido, anaranjado manchado o
rojo; la pulpa es acuosa, con una firmeza intermedia y blanda de color amarillo a
amarillo blancuzco, de agradable aroma, ligeramente acida. El epicarpio es una capa
delgada lisa, suave y cubierta segin variedad por pubescencia fina purulenta, que
presenta coloraciones diferentes a la madurez, con maduracién uniforme y algunas
veces pobre. Las cavidades de las semillas presentan una forma irregular en algunos
ecotipos mientras que en otros en forma regular y redonda. Los frutos presentan
longitudes de entre 52,18 mm. y 83,97 mm. y su didmetro con 49,94 mm. y 77,85 mm,
el numero de 16bulos de 4 a 5, el grosor de pulpa oscila entre 4,94 mm. y 12,12 mm. el
peso ce pupa en los frutos presenta rangos entre 33,60 g. y 184,73 g. (Carbajal y
Balcazar 2001).

1.6.Valor nutritivo

Tiene un valor nutritivo aprovechable en la alimentacién humana. La cocona es rica en
hierro y vitamina B5 (Niacina); el volumen de jugo es de hasta 36 cm3/fruto y el grado
Brix de 4 - 6. A continuacion se da el analisis completo de la composicién quimica de

la pulpa (Carbajal y Balcazar 2001).



1.6.1. Composicion quimica de los frutos

Con relacion al contenido de humedad de la cocona, que varia de 88 a 93%, se
puede considerar como un fruto suculento. La acidez elevada contribuye al sabor
del fruto y permite un factor de dilucién elevado en la formulacién de jugos vy,
consecuentemente, en su rendimiento industrial para esta finalidad. El contenido
de solidos solubles (°Brix) varia de 5 a 8 y esta constituido, en su mayoria, por
azucares reductores. La relacion Brix/Acidez es baja, lo que confirma su reducido
grado de dulzura y explica la poca preferencia al consumo del fruto in natura, a la
vez explica la preferencia de usarlo como adorno y complemento en bebidas
alcohodlicas. La concentracion de compuestos fendlicos es baja, lo cual explica el

bajo grado de astringencia (Silva Filho, 1998).

Un detalle muy importante observado en el valor nutritivo de la cocona es que ésta
puede ser considerada un fruto altamente dietético, debido a su bajo aporte caldrico

y contenidos significativos de fibra alimenticia (Silva Filho, 1998).



La composicién quimica de diversas poblaciones de la cocona existente en el
Amazonas ha sido analizada (Tabla 1), como también su contenido de vitaminas y
minerales (Tabla 2).

Tabla 1. Composicion quimica de la cocona (Solanum sessiliflorum dunnal) en

100 g de pulpa integral

Componente - Villachica Pahlen Andrade Yuyama
Humedad (g) 89 91 93 90
Energia (Kcal) 41 33 31 45
Proteina (g) 0,9 0,6 - 0,9
Lipidos (g) - 1,4 - 1,9
Extracto libre de N (g) - 5,7 - 4,7
Fibra (g) 0,2 0.4 - 1,6
Cenizas (g) 0,7 0,9 - 0,9
Azucares totales (%) - - 4,6 -
Azucares reductores (%) - - 3,9 1
Azucares no reductores (%) - - 1,8 1
Solidos solubles (° Brix) % - 5,0 8,0 -
Acido Citrico % - - 0,8 -
°Brix/Acidez - - 5,93 -
Compuestos fendlicos (mg) - - 14,4 -
Tanino (mg) - - 142 -

Fuente: (Silva Filho, 1998).

Tabla 2. Composicién vitaminica y mineral de la cocona (Solanum sessiliflorum) en
100 g. de pulpa integral.

Componente Villachica Pahlen Yuyama Andrade %NCR

Acido ascérbico 4,5 - 13,9 - 15,3
(mg)

Niacina (mg) 2,3 2,5 - - 14,1
Caroteno (mg) 0,2 0,2 - - -
Tiamina (mg) 0,1 0,3 - - 15,4
Riboflavina (mg) 0,1 - - - 6,6
Calcio (mg) 16 12 - - 1,2
Magnesio (mg) - - - 23,7 7,5
Fosforo (mg) 30 14 - - 1,8
Potasio (mg) - - - 385,4 19,3
Sodio (ug) - - - 371 74,2
Cobre (ug) - - - 329 14,6
Fierro (ug) - - - 324 2,6
Zinc (ug) - - - 157 1,1
Manganeso (ug) - - - 97 2,8

Fuente: (Silva Filho, 1998).



1.6.1.1. Vitaminas
Las vitaminas son substancias quimicas no sintetizables por el organismo,
presentes en pequefias cantidades en los alimentos y son indispensables para la

vida, la salud, la actividad fisica y cotidiana (Licata, 1999).

Las vitaminas no producen energia y por tanto no implican calorias. Intervienen
como catalizador en las reacciones bioquimicas provocando la liberacion de
energia. En otras palabras, la funcién de las vitaminas es la de facilitar la

transformacién que siguen los sustratos a través de las vias metabolicas (Licata,
1999).

Identificar las vitaminas ha llevado a que hoy se reconozca, por ejemplo, que en
el caso de los deportistas haya una mayor demanda vitaminica por el incremento
en el esfuerzo fisico, probandose también que su exceso puede influir

negativamente en el rendimiento (Licata, 1999).

Conociendo la relacion entre el aporte de nutrientes y el aporte energético, para
asegurar el estado vitaminico correcto, es siempre mas seguro privilegiar los
alimentos de fuerte densidad nutricional (legumbres, cereales y frutas) por sobre

los alimentos meramente caléricos (Licata, 1999).

Acido ascorbico o vitamina antiescorbiitica

El 4cido ascérbico tiene una estructura de lactosa. La acidez no se debe a un grupo
carboxilico, sino a la posibilidad de que se i6nice el hidroxilo situado sobre el
carbono 3, formando un anion que queda estabilizado por resonancia (Duran,
M.H. 2000).

Se sabe que es un compuesto polar con gran masa molecular 140 000, que le

impide atravesar la membrana celular por simple difusién (Duran, M.H. 2000).

Las propiedades del acido ascérbico, que junto a las vitaminas B pertenecen al
grupo de hidrosolubles, son variadas y complejas, pues los investigadores
informan, desde su descubrimiento en 1936, casi periédicamente sobre nuevas

aplicaciones del 4cido ascorbico, un alimento funcional, porque mas alla de nutrir
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tienen efectos benéficos para la salud, tales como, su utilidad en la prevencion de
la formacion de cataratas y en el riesgo de desarrollar degeneracién macular en
personas mayores o ancianas, al servir de coadyuvante en la fecundidad
masculina, al apuntalar al sistema inmune contra los efectos del resfriado, asma,
tabaco y contaminantes aéreos, también suprime la aparicion de células
leucémicas y el crecimiento del tumor rectal y cancer de cérvix; en los diabéticos
potencia la accion de la insulina y en el metabolismo de los carbohidratos y acelera
la curacién de los heridas, ayuda en la formacién de colagenos, puede reducir
edemas, por su efecto de estimulacion de la diuresis, es un potente neutralizador
de venenos (mercurio, arsénico y toxinas bacterianos) y retarda el envejecimiento

de la piel (Duran, M.H. 2000).

Formas de presentacion y su relacion con la actividad vitaminica C
La vitamina C se encuentra principalmente en alimentos de origen vegetal y puede

presentarse en dos formas quimicas interconvertibles:

a) Acido L-ascérbico (forma reducida): que es el de mas clara actividad
antiescorbutica. El aspecto es de cristales blancos, con sabor acido,
propiedades fuertemente reductoras, sensible a la luz y a ciertos metales
pesados y soluble a la luz (Duran, M.H. 2000).

OH OH H OR
| I
0=C—-C=C—~C~C~CH OH

PPN B
| PR H



b) Acido dehidroascorbico (forma oxidada): También con actividad

antiescorbutica. Por reduccion se transforma en acido ascorbico. Si el
idcido dehidroascorbico es hidratado se transforma en acido
dicetogulénico, no activo bioldgicamente, siendo esta transformacion
irreversible. Esta hidratacion ocurre espontdneamente en disolucion neutra

o alcalina. Se presenta en forma de cristales blancos, soluble en agua
(Duran, M.H. 2000).

OH R 00
1 2 oy
tH; OH~C~C~C~C—-C=0
[ |
H o

Siendo ambas formas funcionales bioldgicamente y manteniéndose en

equilibrio fisioldgico.

De acido 2-ceto-L-gulénico: Es un precursor del 4cido ascérbico. No

tiene actividad antiescorbutica. Se presenta en forma de cristales blancos
(Duran, M.H. 2000).

O= I
O=-0

CH, OH — |

ga
2-
|

Distribucion de vitamina C en los alimentos
La vitamina C o acido ascérbico se encuentran en las frutas citricas en mayor

porcentaje y vegetales como las hortalizas y legumbres (Duran, M.H. 2000).

Importancia de vitamina C en la dieta

La importancia de la vitamina C o acido ascorbico es tal que la mayoria de los
mamiferos son capaces de sintetizarla, pero algunas especies, entre ellas el
hombre, dependen de fuentes exdgenas para obtenerla. El humano adquiere, de

forma natural, vitamina C de los alimentos, el organismo no lo almacena, por tanto
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la biodisponibilidad sérica del acido ascorbico este cefiida por la interaccion entre

absorcion intestinal y excrecion renal (Duran, M.H. 2000).

Las propiedades del 4cido ascorbico son variados y complejos referidos la
mayoria de ellas al papel como antioxidante de las especies de oxigeno reactivos
que se generan durante la respiracién mitocondrial, que afecta irremediablemente
al sistema inmunitario, circulatorio y respiratorio, vision, metabolismo, piel y a
todos los células del organismo. De la complejidad funcional de la vitamina C
deriva la necesidad de mantener al dia lo que se conoce de este nutriente (Duran,
M.H. 2000).

Dosis diaria recomendada de vitamina C

En saturacion, el contenido de 4cido ascérbico en el cuerpo de un humano adulto,
es aproximadamente 20 mg/Kg o 500 mg. Los signos clinicos de escorbuto
apareceran cuando el contenido de escorbato total del cuerpo cae por debajo de
300-400 mg, y los ultimos signos desaparecen cuando el cuerpo alcanza 1000 mg.
Estudios en humanos, han establecido también que el acido ascérbico en todo el

cuerpo es catalizado en una tasa aproximada de 3% por dia (Cardona, 2011).

Diariamente, un adulto necesita 90 mg maximo para un hombre y 75 mg maximo
para una mujer. Estas dosis pueden variar de acuerdo a otros condicionantes o
necesidades especiales. Asi las mujeres deben aumentar las dosis de consumo de

esta vitamina durante el embarazo y la lactancia (INCAP, 2002).

Durante el embarazo hay una moderada necesidad de aumentar la dosis diaria de
vitamina C, particularmente durante el ultimo trimestre. 8 mg/dia de vitamina C
son suficientes para prevenir signos de escorbuto en infantes de 4 a 17 meses de
edad; de alli que se necesite aumentar 10mg/dia durante el embarazo para el
desarrollo del feto en el Gltimo trimestre. Durante la lactancia, 20 mg/dia de
vitamina C son secretados en la leche. Para una absorcion asumida de 85%, las
necesidades maternales requeriran un extra de 25 mg/dia, es por tanto
recomendable que la dosis debe ser de 70 mg/dia para cumplir con las necesidades
de 1a madre y del infante (Cervera P., 2011).
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En la tabla 3, se reporta la cantidad requerida para saturar la mitad de los tejidos

humanos con vitamina C en el 97.5% de la poblacién.

Tabla 3. Cantidades requeridas de vitamina C en mg/dia

INFANTES Y NINOS mg/dia
0 - 6 meses 25
7 - 12 meses ' A 30
1- 3 afios 30
4 - 6 aiios 30
- 7-9 afios 7 ' 35

ADOLESCENTES mg/dia

10 - 18 afios | 40

~ ADULTOS mg/dia
19 - 65 aiios - 90
65 a mas 90
Mujeres embarazadas 100
Mujeres lactantes 120

Fuente: Vitamin and Mineral Requirements in Human Nutrition

Segun la FDA (Food and Drug Administration), para que la Vitamina C provea
una proteccion antioxidante, la dosis dietética recomendada (Recommended
Dietary Allowance), RDA, es de 90 mg/dia para adultos hombres y de 75mg/dia
para mujeres adultas, considerando una minima excrecion de ascorbato por medio

de la orina. Sin embargo, fumar, implica un aumento diario de aproximadamente
35mg/dia (Cervera P. 2011).

El nivel superior de consumo de Vitamina C es de 2g/dia, concentracién a la cual,
los efectos adversos son la diarrea osmética y disturbios gastrointestinales
(Cardona, 2011).
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Deficiencias de acido ascérbico
Desde el siglo XV, el escorbuto se presentd en exploradores forzados a subsistir
durante meses con una dieta de carne y bizcochos. El escorbuto fue descrito por

primera vez en la época de las cruzadas (Norman P. 1998).

En adultos, uno de los signos iniciales (debido a que es una patologia relacionada
con el colageno), es el retardo en la curacién de las heridas. La deficiencia de
vitamina C puede ser detectada por medio de signos clinicos tempranos como
hiperqueratosis folicular, hemorragias petequiales, inflamacion y hemorragia de
las encias, dolor de articulaciones, o bajas concentraciones de ascorbato en el

plasma, sangre o leucocitos (Norman P. 1998).

El colageno sin hidroxilar es inestable y no puede proceder a la reparacién normal
de los tejidos. Esto se traduce en una fragilidad capilar con procesos
hemorragicos, retrasos en la cicatrizacion de heridas y anormalidades Oseas
(Stetman B. 2001).

Exceso de Acido Ascérbico

La vitamina C hace que el aluminio se absorba mejor. El aluminio puede ser
toxico. Por esta razén no se deben ingerir grandes cantidades de vitamina C
conjuntamente con medicamentos (como por ejemplo, antidcidos) que contienen
aluminio (Goodman & Gilman, 2002).

Grandes cantidades de vitamina C pueden alterar los resultados de algunas
pruebas de labofatorio. Por ejemplo, las pruebas para azicar en sangre pueden
dar resultados inexactos en personas que estan ingiriendo dosis elevadas de esta
vitamina (Cardona, 2011). La efectividad de algunos medicamentos contra la
diabetes puede verse reducida cuando se ingieren conjuntamente con vitamina C
(Norman P. 1998).

Las embarazadas no deben ingerir cantidades superiores a los 5,000 mg diarios ya

que el bebé puede hacerse dependiente de esta cantidad de vitamina y desarrollar

sintomas de deficiencia luego del nacimiento (Norman P. 1998).
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Método de cuantificacion de vitamina C
Para determinar la concentracion de vitamina C o acido ascorbico en una muestra

que contenga éste se procede a una valoracién redox (Cardona, 2011).

El acido ascorbico en presencia de iodo se oxida, siendo éste el oxidante para este
proceso redox, que se obtiene al hacer reaccionar, Iodato de potasio con Ioduro de

potasio (Cardona, 2011).

El acido ascorbico se oxida en presencia del exceso de iodo, produciendo el 4cido
deshidroascdrbico, luego se afiade yoduro de potasio para obtener yodo libre.
Conocida la cantidad de yodo generada, se procede a valorar el exceso de iodo
remanente, luego valorar el acido ascorbico, con una solucion de tiosulfato de
sodio es decir se realiza una valoracion en retroceso, utilizado indicador de

almidon (Cardona, 2011).

1.6.2. Especfrofotometria de ultravioleta — visible (UV-VIS).
Esta técnica involucra el uso de un instrumento de laboratorio que mide el grado
de absorcion de luz de una muestra. El disefio del instrumento es tal que una
longitud de onda monocromatica de luz proveniente de una fuente de luz (dentro
del instrumento) indice a través de una solucién de muestra. La cantidad de luz
absorbida por esta solucidbn es medida electrénicamente por un tubo
fotomultiplicador y visualizada en un dispositivo de lectura. El analista es capaz
de cuantificar un constituyente en la muestra relacionando este grado de

absorbancia mostrado por el instrumento en la concentracion del constituyente
(Kenkel, 1992).

Ademds de este andlisis cuantitativo, también se puede realizar un andlisis
cualitativo observando el patrén de absorcion que una muestra exhibe a lo largo de
un rango de longitudes de onda, lo que se conoce como “espectro de absorcién
molecular”. En teoria los patrones de absorcion de dos especies quimicas diferentes
no son exactamente iguales. Por lo tanto, se podria decir que se tiene una “huella
digital” molecular y esto es lo que hace que la identificacion o andlisis cualitativo
sea posible (Kenkel, 1992).
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El instrumento modermo es capaz de llevar tanto el analisis cualitativo como el
cuantitativo (Kenkel, 1992). En la figura 1 se muestran los componentes basicos
de un espectrofotometro. La fuente de luz (policromética) proporciona la luz que

va a ser dirigida a la muestra.

El selector se longitud de onda o monocromador, aisla la longitud de onda que va
a ser usada. El compartimiento de la muestra-es una “caja” estrecha donde se
sostiene la solucion de la muestra y los componentes del detector / lector son los

modulos electronicos, los cuales miden y muestran el grado de absorcion (Kenkel,
1992).

| | !
~ o~ |l —

S A pa—— ~ v et Nt
Fuente M do Compartimento Dciector  Dispositive
de la mucstra de lectura

Figura 1. Componentes basicos de un espectrofotometro
Fuente. (Kenkel, 1992)

1.6.2.1.El concepto de absorbancia
La intensidad de luz que golpea al detector cuando una solucion “blanco” esta
presente en la cubeta se le da el simbolo de “I0”. El blanco es una solucién que
contiene todas las especies quimicas que estaran presentes en los estdndares y en
las muestras que sera medida (a los mismos niveles de concentracion), excepto

por la especie analitica (Kenkel, 1992).

Una solucion de este tipo no deben mostrar absorcion y por lo tanto 10 representa
la intensidad méaxima que puede golpear al detector en cualquier momento.
Cuando el blanco es reemplazado por una solucién del analito, se detectara en haz

de luz menos intenso. La intensidad de la luz para esta solucién es denotada por
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el simbolo 1 (Figura 2). Por lo tanto la fraccion de luz transmitida de 1/lo. Esta

fraccion es definida como la “transmitancia” “T” (Kenkel, 1992).

Blanco: Especies absorbentes
no ¢stan presentes

Muestra: Especics absorbentes
estan presentes

Figura 2. Ilustracion de definiciones de 1 ¢ I,
Fuente: (Kenkel, 1992).

Entonces: T =UV10.
El porcentaje de transmitancia es similarmente definido: %T =T x 100.

El aspecto infortunado de la transmitancia es que no es lineal con la concentracion
(Kenkel, 1992).

Concentraciones bajas resultan transmitancias altas y concentraciones altas
producen bajas transmitancias. Sin embargo, la relacion no es lineal sino
logaritmica. Debido a que la relacion es logaritmica, se espera que el logaritmo de
la transmitancia sea lineal. Por lo tanto, se defini6 el parametro de “absorbancia”
como el logaritmo negativo de la transmitancia y se le dio el simbolo “A” (Kenkel,
1992).

A =-logT

Entonces la absorbancia es un parametro que aumenta lincalmente con la

concentracion (Kenkel, 1992).

La entidad colorida debe obedecer a la Ley de Lambert y Beer tan fielmente como

sea posible en un rango de concentraciones de trabajo de modo que se pueda
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obtener una curva de calibracion reproducible de absorbancia contra
concentracion. El desarrollo del color debe ser rapido. El maximo color formado
debe ser estable y sin cambio por un periodo lo suficientemente largo que permita

una medicidn precisa (Kenkel, 1992).

La espectrofotometria describe la interaccion entre la radiacion, principalmente la
electromagnética, y la materia. Toda radiaciéon electromagnética viene
caracterizada por la longitud de onda (A), una frecuencia (v) o una energia (E); la

relacion existente entre ellas estd dada por la ecuacion de Planck:
E=hv = he/A
Donde:
E = Energia transportada por cuanto de radiacién o fotén (j fotdn)
h = Constante de Planck (6,6256x103* Js foton)
¢ = Velocidad de la luz (2,9979x10* m s~1)
A = Longitud de onda [m]
v = frecuencia de la radiacién [s~1]
1.6.2.2.Ley de Lambert — Beer

Kenkel, 1992 menciona que la base de la espectrofotometria de absorcion UV —
Vis y su uso en el analisis cuantitativo estan dados por la relacién conocida como
ley de Lambert — Beer, que establece que la absorbancia de una solucién es
directamente proporcional a la concentracion del analito en esa solucion. Por lo
tanto puede emplearse para determinar la concentracion de un compuesto en una
solucion. La longitud de onda A de la absorcién de la luz es especifica de cada
cromoforo (Kenkel, 1992).

Cuando un haz de radiacién UV-Vis atraviesa una solucion que contiene un analito
absorbente, la intensidad (I) que atraviesa la muestra es menor que la del haz

incidente (/). La fraccion de radiacion que ha traspasado la muestra se denomina
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. . 1 . . . . .
transmitancia (T = 1_)' La transmitancia esta relacionada con la absorbancia (A)
[

de acuerdo con la siguiente expresion:
1
A = —-logT = ~log (lo)

Por aspectos practicos, para las mediciones se usa la absorbancia (A) en lugar de
la transmitancia (T), debido a que, de acuerdo a la ley de Lambert — Beer, A esta
linealmente relacionada con la concentracién del analito absorbente a una

determinada longitud de onda:

1
A= -logqg (-I;) = gcl

Donde:

A = Absorbancia medida
1 = Intensidad de la luz transmitida
Iy= Intensidad de la luz incidente

€ = Coeficiente de absorcién molar, caracteristico de cada sustancia

Absorbente a cada longitud de onda.

1 = longitud del campo Optico (distancia que atraviesa la luz dentro de la

muestra).

¢ = Concentracién de la sustancia absorbente( mol L™1).
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1.6.2.3.Aplicacion de la espectrofotometria.
La espectrofotometria UV-Vis se emplea generalmente en la determinacion
cuantitativa de la concentracion en soluciones de especies quimicas como iones
metalicos de transicién y compuestos organicos muy conjugados. Muchas de las
determinaciones incluyen un paso de reaccion entre la especie y un compuesto

que origine un derivado coloreado o absorbente en el UV-Vis (Kenkel, 1992).
1.6.3. Factores que influyen sobre la concentracion de acido.

A. Lugar de procedencia
B. Ecotipo

C. Temperatura

D. tiempo

En la presente tesis se logré los siguientes objetivos:
Objetivo general
e Evaluar la concentracion de acido ascorbico en Cocona (Solanum sessiliflorum dunnal),
para dos cultivares.

Objetivos especificos

¢ Determinar Ja temperatura y tiempo ideal para la extraccion del acido ascorbico de la
fruta, minimizando cambios en color y sabor; asi como la pérdida de aromas.
e Establecer las condiciones Optimas para la mayor obtencién de la vitamina C.

¢ Realizar la caracterizacién fisicoquimica de la cocona (Solanum Sessiliflorum dunnal).
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II. MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar de ejecucion
La presente investigacion se realizo en los ambientes de los Laboratorios de Tecnologia
Agroindustrial, de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de

Amazonas.

2.2. Matera prima
Se utilizé dos ecotipos de cocona (Solanum Sessiliflorum Dunnal.), ecotipo 1 y ecotipo I1.
Obtenido el ecotipo I de 1a Provincia de Rodriguez de Mendoza y el ecotipo II de la ciudad
de Tarapoto , previamente seleccionado, con madurez fisiol6gica, libre de dafios fisicos,
mecanicos, enzimaticos y microbioldgicos; se trabajé con la pulpa de la cual se obtuvo el

jugo para la realizacion de los anélisis necesarios.

2.3. Métodos
2.3.1. Analisis fisicoquimico de la materia prima
| Se determiné las caracteristicas fisicoquimicas de la cocona (s6lidos solubles,
acidez titulable, aziicares reductores, sélidos totales, indice de madurez, pH, 4cido

ascorbico, célculo del titulo de fehling).

Solidos totales
Representa el porcentaje de solidos totales obtenidos por desecacion
preferiblemente a 70 °C en estufa al vacio, 6 a presién atmosférica a 105°C.
El método de secado para conocer la cantidad de humedad o agua contenida en la
muestra se realizd de la siguiente manera:
¢ En una cépsula de porcelana previamente pesada, afiadir 10 gramos de jugo.
¢ Pesar nuevamente la capsula con el jugo. Anotar el peso.
¢ Colocar en la estufa a 105°C hasta sequedad.

e Enfriar y pesar nuevamente.



Solidos solubles totales

Se refiere a los s6lidos solubles en agua, como azicares y acidos organicos. Se
determinan en un refractometro con una escala calibrada en grados Brix (% en peso
de sacarosa), un grado Brix equivale comercialmente a una concentracién en
s6lidos solubles de 1g/100ml.

o Abrir el doble prisma del refractometro y esparcir una gota de la muestra,
sobre la cara inferior.

o Cerrar los prismas firmemente y dejar un minuto para que la temperatura
del jugo y del instrumento sea la misma.

e Buscar en el campo del visor la franja que indica reflexion total; ajustar
dicha franja en el punto de intersecciéon de la cruz del visor, rotando el
tornillo compensador si la linea no fuera nitida y presentara coloracion.

eHacer la lectura del % de sélidos solubles directamente en la escala
especifica que para dicha medida tiene el refractémetro. Anotar la

temperatura de la medicion.

* Acidez titulable
Se determina la acidez total por titulacién con un dalcali normalizado, con
fenolftaleina como indicador. Los resultados se expresan en mililitros de NaOH

0.1N, o como gramos por 100mL del 4cido predominante.

Pesos equivalentes:
» Acido citrico 64
» Acido malico 67
®  Acido tartarico 75
»  Acido acético 41
= Acido ascérbico 88
¢ En un Erlenmeyer de 250 ml colocar uha alicuota de 10 ml del jugo.
e Adicionar unos 40 ml de agua destilada, mezclar muy bien y agregar dos o
tres gotas de fenolftaleina.
e Titular con solucion estdindar de NaOH 0.1N hasta el viraje de la
fenolftaleina rosado leve.

e Repetir la titulacion con otra muestra y promediar los resultados.
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2.3.2.

pH
Se determin6 empleando un potencidémetro, para ello se colocé el bulbo del pH-
metro sobre una muestra del jugo y se procedié a su lectura. Teniendo las
consideraciones siguientes
o Calibrar el medidor de pH con los buffer indicados.
¢ Medir directamente el valor del pH de la muestra de jugo. Si el equipo no
posee compensacion automdtica de temperatura aclimatar la muestra a 20 C

y reportar el valor obtenido

Azucares reductores
Son los responsables del sabor dulce de las frutas maduras y de los vegetales
frescos. Abundan principalmente la sacarosa y los azicares reductores glucosa y
fructosa.
e Pesar 10 g de jugo y aforar a 100 ml con agua destilada. Con esta solucién
llenar una bureta de 25 ml.
¢ En un erlenmeyer medir 5 ml de Fehling A y 5 ml de Fehling B, adicionar
50 ml de agua destilada y hacer ebullir. Se inicia la titilacién con la solucién
de la bureta hasta que empiece un viraje en el color, se adicionan 3 gotas de
azul de metileno y continuar la titilacién sin dejar de ebullir hasta que la

solucidn pase a color rojo.

Determinacién de Acido ascoérbico (vitamina C) por fotometria
Durante el desarrollo de la presente tesis, para la determinacion del 4cido ascérbico
se empled el método descrito en el manual de laboratorio de analisis de alimentos

(Severa y Lépez, 2010), cuyo proceso se describe a continuacion:

e Recepcion: la cocona se recepciond de la localidad de Rodriguez de Méndoza y
de la ciudad de Tarapoto.

e Seleccion: Se descarto la fruta con cualquier signo de enfermedad o presencia de
dafios causados por el transporte.

e Pesado: Se realiz6 para determinar la cantidad con la cual se trabajo, haciendo
uso de una balanza comercial de capacidad maxima de 10 Kg. con la finalidad de

establecer el rendimiento para el producto final.
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e Lavado: Se utilizé abundante agua, con la finalidad de eliminar las impurezas
antes del procesamiento, para evitar todo tipo de contaminacién.

e Pelado: Se realizé manualmente, utilizando cuchillos de acero inoxidable.

e Pesado: Se pes6 nuevamente la fruta y se estableci6 la cantidad de cdscara que
finalmente se elimind.

e Troceado: Se realizé con la ayuda de cuchillos de acero inoxidable, en forma de
medias rodajas; con el objeto de facilitar el licuado.

e Exprimido: Las medias rodajas de fruta se procedieron a aplastar para obtener el
jugo.

e Colado: Este proceso se realizo para eliminar las pepas de la fruta.
Preparacion de la muestra:

e Medir o pesar una cantidad de muestra cuya cantidad de vitamina C al
final de la determinacion este comprendida entre 5 y 50 microgramos en 4
ml.

« Si la muestra es sélida agregar acido oxalico al 5%, homogenizar con
varilla de vidrio y llevar a un matraz de 100 ml. (si se requiere se puede
hacer pasar por un papel filtro).

* Si la muestra es liquida llevarla a un matraz de 100 ml.

e Completar el volumen con écido oxalico 5%.

Oxidacion:

e Tomar 50 ml de la solucién anterior y llevarla a un embudo de separacion.

e Afiadir 2,6 diclorofenolindofenol hasta oxidacion total (la solucion se torna
rosada).

¢ Pasados 2 minutos extraer el exceso de 2,6 diclorofenolindofenol con 50
ml de éter etilico.

e Pasar la fase acuosa a un matraz de 100 ml y lavar la fase etérea (en el
embudo) dos veces con 10 y 15 ml de 4cido oxdlico cada vez.

¢ Adicionar los ml de acido oxalico empleados para lavar al matraz de 100
ml.

e Completar el volumen con acido oxalico, si es necesario filtrar.
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Preparacion de la solucién patrén:

e Pesar 0.05 g de acido ascorbico y llevarlos a un matraz de 500 ml.

¢ Completar el volumen con acido oxalico. Concentracion 0.1 mg de acido

ascorbico por ml.

e Tomar 10 ml de esta solucién':y llevarlos a un matraz de 100 ml.

* Completar el volumen con 4cido oxélico. Concentracién 0.01 mg de acido

ascdrbico por ml.

e Tomar 50 ml de esta solucion y proceder a oxidar en igual forma que la

muestra.

Condensacion:

En matraces de 10 ml realizar el siguiente procedimiento:

Tabla 4. Procedimiento para la condensacion de la muestra.

Muestra A Muestra B
Pasos Blanco Patrén
Muestra Muestra Patron Blanco
1. Separacion de 4 ml 4 ml 4ml - 4 ml
muestras
2. Adicion de 2 gotas 2 gotas 2 gotas 2 gotas
Solucién Thiuorea
3. Adicion de 1 ml NO 1 ml agitar NO
Solucion DNPH agitar
Calentar | Temperatura Calentar a | Temperatura
4. Adicion de calor a37°C ambiente por 3 | 37°C por 3 | ambiente por
(muestra y patrén) por 3 horas horas 3 horas
horas
5. Enfriamiento Enfriar en hielo por 10 min.
6. Solucion DNPH NO 1 ml agitar NO 1 ml agitar

7. Adicion de acido

{ Completar el volumen con H2S04 85%

Fuente: elaboracion propia

Enfriar a temperatura ambiente y medir la absorbancia de las soluciones en el

fotometro a 520 nm.
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Preparacion de reactivos

Solucién de tiourea: Se disuelven 10 g de tiourea en 10 ml de una mezcla de
etanol y agua (1:1).

Solucion de 2,6 diclorofenolindofenol: 0.25 g de 2,6 diclorofenolindofenol
sodico se disuelven en 100 ml de agua.

Solucién de DNPH: Se disuelven 2 g de 2,4 dinotrofenilhidrazina en 100 ml
de una mezcla de 3 partes (V/V) de agua y una parte de acido sulfurico 95-

97%. La disolucion se realiza cuando la mezcla esta todavia caliente.

Tabla S. Condiciones para la evaluacién

Nro.

Trat. A B C DESCRIPCION
T1 Al B1 C1 Al=Ecotipo }; Bl=20°C; C1= 2 Horas.
T2 Al B2 C2 Al= Ecotipo I; B2=35°C; C2=3 Horas.
T3 Al B3 C1 Al= Ecotipo I; B3= 50 °C; C1=2 Horas.
T4 Al B1 C2 Al=Ecotipo I; B1=20 °C; C2=3 Horas.
TS Al B2 C1  Al=Ecotipo I; B2= 35 °C; Cl1= 2 Horas.
Té6 Al B3 C2 Al= Ecotipo I; B3= 50 °C; C2=3 Horas.
T7 A2 B1 C1 A2= Ecotipo II: B1=20 °C; C1=2 Horas.
T8 A2 B2 C2 A2= Ecotipo 1I; B2= 35 °C; C2=3 Horas.
T9 A2 B3 C1 A2= Ecotipo II; B3= 50 °C; C1=2 Horas.
T10 A2 B1 C2 A2= Ecotipo II; B1=20 °C; C2= 3 Horas.
Ti11 A2 B2 C1  A2=Ecotipo II; B2= 35 °C; C1=2 Horas.
T12 A2 B3 C2 A2= Ecotipo II;, B3= 50 °C; C2=3 Horas.

Fuente: Elaboracién propia

A: Ecotipo de fruta
B: Temperatura (°C)
C: Tiempo (Horas)
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MATERIA PRIMA
(Cocona)

RECEPCION

\

SELECCION

v

LAVADO

\

PELADO

A4

TROCEADO

¥

EXPRIMIDO

v

FILTRADO

— Desperdicios

/\

ECOTIPO |

ECOTIPO Il

Fotometro a 520 nm }

o~

OXIDACION

\

Tratamiento térmico de 4 ml de
jugo en 12 matraces de 10 ml a
20, 35, 50 °C por 2, 3 horas
respectivamente

4 ml de muestra
2 gotas de sol. Thiourea.

v

1 ml de DNPH

CONDENSACION

Calentar a 37 °C por 3 horas

v

Enfriar 10 min.

MEDICION DE LA
ABSORBANCIA

Solucion DNPH.
Completar 10 ml con H,S0,

Figura 3. Diagrama de bloques para la evaluacion de acido ascérbico a partir de Cocona

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 4. Secuencia de pruebas experimentales de evaluacion de contenido de 4cido ascérbico

Fuente: elaboracién propia
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2.3.2.1.Anélisis del producto final
Para determinar los microgramos de vitamina C presentes en el volumen
de muestra tomado para la condensacion con DNPH aplicar la siguiente

formula;

AM — AMBL * R
AP — APBL

Donde:

AM  : Absorbancia de la muestra

AMBL: Absorbancia del blanco muestra

AP  : Absorbancia del patrén

APBL : Absorbancia del blanco patrén

R : Microgramos de vitamina C en los ml. de patrdn usados

para la condensacion.
¢ Expresar la cantidad de vitamina C de la muestra en mg/100 g o ml.

2.3.3. Anilisis Estadistico.
A. Evaluacion de la concentracion de acido.
Se trabajara con un experimento Factorial 2Ax5Bx2C, con Diéeﬁo
Completamente al Azar (DCA) con 3 repeticiones. Donde el factor A esta
representado por el tipo de fruta a utilizar, el factor B esta representado
por la concentracion de soluto, y el factor C representado por el estado de

madurez.
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Linealidad del sistema

Modelo aditivo lineal

Yijm = M+ Aj+ Bj+ G+ (AB)jj + (AC)ik + (BO)j + (ABC)jjx

+ Eijkim
i =1,..,m j =1,...,i k=1,...,0 1 =1,..,p

Donde:

yim = Concentracion de acido ascérbico de cocona (solanum
sesiliforum dunnal) obtenida con el i-ésimo tipo, j-ésimo
concentracion de soluto y k-ésima estado de madurez.

n = Efecto de la media general

Ai = Efecto del i-ésimo ecotipo de fruta

B;j = Efecto del j—€simo variacién de la temperatura.

Cx = Efecto de la k—€simo variacién del tiempo.

ABij = Efecto de la interaccion del i-ésimo estado de madurez y j—
ésimo variacion de la temperatura.

ACik = Efecto de la interaccién del i-ésimo tipo de fruta y k—€sima
variacion del tiempo.

BCjx = Efecto de la interaccién del j—€simo variacion de temperatura
y k—€sima variacion de tiempo

ABCijx = Efecto de la interaccién del i-ésimo ecotipo de fruta, j—€simo
variacion de temperatura y k—€simo variacion del tiempo.

giju = Efecto del error experimental

Nivel de significancia (a) : 5%

Nivel de confianza (1-a) : 95%
Comparaciones multiples: Comparaciones miltiples. Para las

comparaciones multiples se empleara la prueba de distribucion Tukey al

95 % del nivel de confianza.
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ITII. RESULTADOS
Se efectuo antes de realizar los tratamientos respectivos. Los resultados se

muestran en la Tabla 6 y 7.

Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de la Cocon ecotipo I

Caracteristica Valor
Cenizas (%) 0,70
Sélidos solubles (°Brix) 11
Acidez titulable (%) 4,00
Humedad (%) 81
Sélidos totales (100 — % humedad) 19,29

Indice de madurez (°Brix/% de Acidez titulable) 2,8
pH 3,3

Fuente. Elaboracion propia

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de la Cocona Ecotipo 11

Caracteristica Valor
Cenizas (%) 0,75
Solidos solubles (°Brix) 6
Acidez titulable (%) ‘ 3,95
Humedad (%) 85,60
Sélidos totales (100 — % humedad) 12,59
Indice de madurez (°Brix/% de Acidez titulable) 1,363
pH | 3,7

Fuente. Elaboracién propia



3.1. Evaluacion de la concentracion de acido ascérbico en dos ecotipos de Cocona

Tabla 8. Resultados de la evaluacion del contenido de acido ascdrbico en dos
ecotipos de Cocona.

NIVEL DE
ECOTIPO TRATAMIENTO TEMPERATURA TIEMPO CONCENTRACION
(°C) (Horas) ~ (mg/100 g)
1 ] 20 2 2,864
I 1 20 2 2,942
I 1 20 2 3,475
I 2 20 3 3,195
I 2 20 3 3,498
I 2 20 3 3,294
I 3 35 2 2,806
I 3 35 2 3,095
I 3 35 2 3,185
I 4 35 3 3,612
I 4 35 3 3,546
1 4 35 3 3,702
I 5 50 2 2,635
1 5 50 2 2,938
1 5 50 2 2,812
1 6 50 3 1,721
| 6 50 3 1,612
I 6 50 3 1,845
1 7 20 2 2,91
I 7 20 2 2,835
I 7 20 2 2,819
II 8 20 3 2,248
Il 8 20 3 2,41
) 8 20 3 2,355
I 9 35 2 3,385
| 9 35 2 3,451
I 9 35 2 3,492
I 10 35 3 2,11
I 10 35 3 2,125
11 10 35 3 2,101
I 11 50 2 2,042
11 11 50 2 2,059
11| 11 50 2 2,187
I 12 50 3 1,792
11 12 50 3 1,683

Fuente. Elaboracion propia
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3.1.1.Concentracion de acido ascorbico en funcion a la temperatura
En la Figura 6 se tiene el nivel de concentracion en funcidn de la temperatura
de calentamiento. Existe diferencia estadisticamente significativa con un
nivel de confianza de 95 % entre temperaturas, teniendo una mayor
concentracion a una temperatura de 35°C, y una menor concentracion a una

temperatura de 50 °C.
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TEMPERATURA
Figura 6. Nivel de concentracion vs T° de calentamiento

Fuente. Elaboracion propia
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3.1.2.Nivel de concentracion en funcién al ecotipo.
En la Figura 7 se tiene el nivel de concentracion en funcién al ecotipo. Existe
diferencia estadisticamente significativa con un nivel de confianza de 95 %
entre el ecotipo I y el ecotipo II, teniendo un mayor nivel de concentracion

para el ecotipo L.
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Figura 7. Nivel de concentracion vs ecotipo

Fuente: Elaboracion propia
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3.1.3.Nivel de concentracion en funcién al tiempo
En la Figura 8 se tiene el nivel de concentracion en funcion del tiempo. Existe
diferencia estadisticamente significativa con un nivel de confianza de 95 %
entre las 2 variaciones de tiempo, teniendo un mayor nivel de concentracion

a las 3 horas en comparacion al otro tratamiento de 2 horas.
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Figura 8. Porcentaje de pérdida de peso vs concentracion

Fuente: Elaboracion propia
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3.2. Condiciones para la evaluacion del contenido de acido ascérbico de los mejores

tratamientos.

Tabla 9. Condiciones para la evaluacion de la concentracion de acido ascorbico de

los mejores tratamientos

Secado

Clave . o Tiempo

Tratamiento Temperatura (°C) (Horas)
A T1 20 2
B T2 20 3
C T7 20 2
D T8 20 3
E T3 35 2
F T4 35 3
A T9 35 2
B T10 35 3
C T3 50 2
D T4 50 3
E T7 50 2
F T9 50 3

Fuente. Elaboracién propia

T1:20°C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 2 horas.

T2:20 °C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 3 horas.
T7:20 °C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 2 horas.
T8: 20 °C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 3 horas.
T1:35°C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 2 horas.

T2:35 °C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 3 horas.
T7:35 °C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 2 horas.
T8: 35°C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 3 horas.
T1:50 °C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 2 horas.
T2:50 °C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 3 horas.
T7:50°C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 2 horas.

T8: 50°C temperatura de calentamiento, con un tiempo de 3 horas.
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3.3. Alcances de la investigacion.

El tema de investigacién es aplicada. Los resultados del tema de investigacion a

nivel de laboratorio seran en beneficio de los siguientes sectores:

Salud: En beneficio de la poblacion en general con diversas patologias, obesidad,
malestares cardiovasculares depresion, cataratas, malestares urinarios, dolores

estomacales, calculos renales, etc.

En cambio la anemia hipocromica que acompaiia al escorbuto se explica por la
accion del 4cido ascarbico sobre el metabolismo del hierro, ya que la vitamina C

es necesaria para incorporar el hierro a la ferritina (Ronald S. Kirk, 2006).

El acido ascérbico ejerce en el organismo animal una accién protectora contra la
deficiencia de otras vitaminas (tiamina, riboflavina, dcido pantotenico, biotina,

acido félico, vitamina E, vitamina A) (Ronald S. Kirk, 2006).

La industria farmacéutica y alimentaria: Se vera favorecida encontrando
en los frutos nativos una fuente de industrializacién de suplementos

vitaminicos.
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~ IV. DISCUSION
Antes de entrar en la discusion de los resultados es conveniente hacer algunas anotaciones

previas.

En nuestro estudio nos hemos limitado al “zumo de cocona” y como consecuencia, el

valor de los parametros tenidos en cuenta se refiere exclusivamente al “zumo” y no a la
fruta.

El 4cido ascorbico es muy sensible a la temperatura y gran parte de esta se pierde en el
procesamiento de alimentos a base de calor (Alvarado 1996). Seguin los resuitados de la
investigacion realizada, se observa en la tabla 8 el contenido de acido ascorbico desciende

conforme aumenta la temperatura (°C) y el tiempo (min) de exposicion a esta.

El 4cido ascérbico se clasifica como una vitamina hidrosoluble, razén por la cual es
abundante en frutas cuyo contenido de agua es superior al 50 %, esta vitamina se degrada
muy facilmente por cambios de temperatura, incidencia de la radiacién y concentracion
de oxigeno. Su extraccion de fuentes naturales debe realizarse en medio acido y con la
minima cantidad de radiacion (Gutiérrez 2007). Durante la evaluacion del acido ascérbico
se tuvo marcadas diferencias en cuanto a temperatura y tiempo para los tratamientos
realizados, siendo el mejor tratamiento el nimero cuatro donde se obtuvo una
concentracién promedio (3,62 mg. Por cada 100 g.), a una temperatura (35°C) y con un

tiempo de (3 horas) para el calentamiento.

El acido L-ascorbico representa el 90% del contenido total en vitamina C y es la forma
predominantemente activa. Se oxida reversiblemente a la forma L-deshidroascérbico, que
también presenta actividad bioldgica (Burini, G. 2007). En la presente estudio de
investigacion los valores correspondientes a los resultados de los analisis relativos al
contenido en acido ascdrbico ha sido obtenidos por célculo a partir de la lecturas de los
maximos a la longitud de onda de 520 nm., tal como indica el método. Una de las causas
mads frecuentes para la destruccion del acido ascorbico es la temperatura y como pudimos
constatar en este trabajo a una temperatura de 50 °C, obtuvimos la menor cantidad de
acido en la evaluacion. A diferencia de los 35 °C que la cantidad evaluada tuvo resultados

satisfactorios.



El contenido nutricional de la cocona (Solanum sessiliflorum dunnal) en 100 gramos de
pulpa es el siguiente: humedad 88,52g, ‘extracto etéreo 1,21 g, proteina 0,78g, fibra
dietética (fraccion soluble) 1,22 g, fibra dietética (fraccion insoluble) 2,59 g, ceniza 0,61
g, carbohidratos totales 8,88 g, calcio 0,0124 mg, fosforo 0,26 mg, hierro 0,1293 mg, pro
vitamina A (beta carotenos) 0,06 mg, vitamina bl 0,03 mg, vitamina C 58,7 mg, azucares
totales 2,087 mg, glucosa 1,273 mg, fructosa 578 mg, sacarosa 236 mg (Corpei, 2005).
En el presente estudio se hizo el empleo de frutos de cocona en estado de madurez
fisiologica, presentando un pH (3,4) para el ecotipo I y un pH (3,7) para el ecotipo I, una
acidez (3,9) para el ecotipo I y para el ecotipo 11 1a acidez fue (4,4), el grado Brix fue (11)
para el ecotipo 1 y (6) para el ecotipo 11, los s6lidos solubles fue de (19, 29) para el ecotipo
I y (12,59) para el ecotipo II. Siendo estos los pardmetros en los cuales se realizé la
evaluacion del acido ascorbico. Para lo cual se encontrd diferencia significativa entre los

ecotipos evaluados.

La linealidad es una propiedad importante de los métodos utilizados para efectuar
mediciones en un intervalo de concentraciones. La linealidad de respuesta a patrones
puros y a muestras realistas puede determinarse. La linealidad generalmente no es
cuantificable pero es comprobadé mediante inspeccion o utilizando pruebas de
significancia de la no linealidad. La no linealidad significativa es usualmente corregida
“mediante e] uso de funciones de calibracion no lineal o eliminada seleccionando un
intervalo de operacién mas restringido. Cualquier desviacién residual de la linealidad
normalmente es estabilizada por el estimado de la precision global, cubriendo varias
concentraciones, o dentro de cualquier incertidumbre asociada a la calibracion (Quam
2000)

En este trabajo se pfesenta un método de analisis por espectrofotometria, que no
compromete la integridad del acido ascérbico y que a la vez proporciona unos resultados
fiables, siendo rapido y de bajo coste. Se emplea un sencillo método de extraccion que
consta de tan solo cinco pasos, con una duracién aproximada de 4 horas, usando una
mezcla de acido oxalico (5%), solucién 2,6 diclorofenol indofenol sédico, solucion 2,4

dinitrofenilhidreazina, solucién tiourea, éter etilico, acido sulfirico (85%).
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V. CONCLUSIONES

Podemos indicar que la cuantificacion del acido ascérbico, utilizando este método y
teniendo como indicador especifico para 4cido ascorbico la solucion de 2,6
diclorofenolindofenol para su evaluacion a través del espectrofotémetro; Longitud de
maxima absorcién: 520 nm, es un método sensible. Ademds de presentar, precision y

exactitud.

El contenido en 4cido L-ascorbico aumenta considerablemente para el tratamiento 4, que
es el mejor tratamiento y las condiciones presentadas fueran las Optimas para obtener

mayor concentracién de acido.

El considerable aumento en el tiempo de evaluacion resulta ser una gran desventaja,
teniendo en cuenta que cuanto mayor sea, mas posibilidades de degradacién del acido
ascorbico. El método de extraccion que se presenta en este trabajo resulta mucho mas
sencillo y rapido, con la unica exigencia de preparar las muestras el mismo dia,

preservarlas de la luz y de posibles aumentos de temperatura.

Durante la avaluacién del contenido de acido ascorbico de los dos ecotipos analizados, el

ecotipo I presenta la mayor concentracion.

En el caso del analisis del 4cido L-ascérbico, se ha de sefialar la importancia del tiempo

en la preparacion de las muestras.

El tiempo comprendido para la evaluacion del AA estd comprendido entre (2y3 horas) a

una temperatura de (35°C)



V1. RECOMENDACIONES
La muestra y la extraccion de los materiales que va a ser examinados debe hacerse de tal
en el menor tiempo posible ya que esto va disminuir las pérdidas de AA por oxidacién y
por lo que puede existir la posibilidad de que ocurran cambios significativos antes del
analisis.
Después de que los materiales son cortados, machacados, deben manipularse muy

rapidamente como sea posible para prevenir una oxidacion indebida del acido ascérbico.

Hacer estudios teniendo en cuenta las condiciones del trabajo para disefiar métodos los

cuales permitan la evaluacion de 4cidos en las frutas nativas de la region.
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ANEXOS



ANEXO 01

Epoca de recogida de las muestras: toda la fruta que ha servido para la
realizacion de los andlisis cuyos resultados se recogen en este trabajo se

recibieron en la primera quincena de agosto del 2015.

Momento de realizacion del analisis: las pruebas analiticas han sido efectuadas
en unos casos en el momento inmediato a la recepcion de la fruta y tras la

obtencion de los zumos correspondientes.

Variedad de la cocona: El material con el que se ha trabajado ha sido
suministrado directamente de la Ciudad de Rodriguez de Mendoza (Ecotipo 1) y
de la Ciudad de Tarapoto (Ecotipo II).

Sin embargo es problematica la absoluta identidad varietal de las muestras.
Quizas alguna de las diferencias observadas dentro del grupo se deba a esta causa,
aunque por otro lado sea innegable la influencia de los factores ecologicos o

edaficos.

El método: la utilizacién del método por fotometria, para su aplicacion en zumos

con contenido de vitamina C.

‘Ha sido necesario cuidar la preparacion de la muestras para tratar de conseguir la
maxima transparencia del liquido al analizar, con el objetivo de reducir al minimo
las interferencias. Al mismo tiempo se ha tratado de extremar el cuidado para
evitar las oxidaciones, en especial en el contacto con el aire, de las muestras de

zumo; con estas salvedades el método resulta valido.

a) Titulacién con 2,6 diclorofenolindofenol.
Este método se basa en la reduccion del 2,6 diclorofenolindofenol por una
solucion acida del 4cido ascorbico. En ausencia de sustancias que
interfieran, la capacidad del extracto de la muestra de reducir la solucién

reactivo, como se determina por titulacion.
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b) 2,4 dinitrofenilhidrazina.
Esta basado en la oxidacion del 4cido ascorbicoa acido dehidroascorbico
y subsecuente conversion de este acido en acido dicetogulonico.

¢) Tratamiento con 4cido sulfurico al 85 %.

Este proceso nos va permitir obtener la coloracion del extracto soluble.
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ANEXO 02

Tabla 10. Analisis de Varianza para nivel de concentracion.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:ECOTIPO 219,534 1 219,534 14,43 10,0006

B:TEMPERATURA 627,64 2 (313,82 20,63 10,0000

C: TIEMPO 144,0 1 |144,0 9,46 0,0044

RESIDUOS 471,679 31 15,2155

TOTAL 1462,85 35

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Tabla 11. Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para nivel de

concentracion con intervalos de confianza del 95,0%

Error | Limite | Limite
Nivel Casos |Media Est. Inferior | Superior
MEDIA GLOBAL| 36 | 26,8511
ECOTIPO
I 18 29,3206 {0,919404| 27,4454 | 31,1957
I 18 24,3817 10,919404| 22,5065 | 26,2568
TEMPERATURA
20 12 29,0375 1,12603 | 26,7409 | 31,3341
35 A 12 |30,5083 | 1,12603 | 28,2118 | 32,8049
50 12 21,0075} 1,12603 | 18,7109 { 23,3041
TIEMPO '
2 18 | 28,8511 10,919404| 26,976 | 30,7263
3 18 |24,851110,919404| 22,976 | 26,7263
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Tabla 12. Pruebas de Multiple Rangos para nivel de concentracion por
ecotipo.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Media | Sigma Grupos
ECOTIPO {Casos{ LS LS Homogéneos
I 18 | 24,3817 |0,919404 X
| 18 129,3206 10,919404 X
+/-

Contraste | Sig. {Diferencia| Limites

I-1 * 1 4,93889 |2,65185

* indica una diferencia significativa
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ANEXO 3

Fotografia 02: Fruto Cocona II
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Fotografia 03: Exprimido

Fotografia 05: Filtrado

Fotografia 06: Filtrado
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Fotografia 07: Filtrado
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Fotografia 09: Enfriado
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Fotografia 10: Condensacion
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