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INTRODUCCION

1 zapote de la variedad quararibea cordata: malvaceae es un fruto origi-

nario de la amazonia latinoamericana y es distribuido principalmente en
la regién andina, el fruto es poco aprovechado debido al desconocimiento de
las propiedades nutritivas que lo componen. La pulpa del fruto es comestible,
fibrosa, de color naranja, sabor dulce y aromatico. (ALEGRIA, HOYOS, &
PRADO, 2007).

El zapote es ampliamente consumido en la region andina, esté se consume
principalmente en estado natural, es decir, se corta en trozos y es consumido
de forma directa, aunque también se pueden elaborar jugos, dulces y produc-
tos horneados.

Se pretende con la investigacion determinar el contenido de vitaminas pre-
sentes en el fruto utilizando técnicas analiticas validadas estadisticamente. Las
técnicas analiticas a utilizar estdn basadas en cromatografia liquida de alta
eficiencia o HPLC.
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Las vitaminas hidrosolubles como su nombre lo indica son solubles en medios
acuosos, forman parte de sistemas enzimdticos que catalizan el metabolismo
de carbohidratos, grasas y proteinas. Se encuentran en los alimentos unidas a
coenzimas y se liberan en el aparato digestivo por medio de enzimas (Cordo-
ba, 2013).

Las vitaminas liposolubles con sustancias organicas, de naturaleza y composi-
cién variada, que participan en reacciones metabdlicas intracelulares especi-
ficas. Pese a su caracter de nutrientes naturales, las vitaminas no desempefian
funciones plasticas ni energéticas. Muchas de las vitaminas integran sistemas
enzimaticos, actuando como coenzimas o formando parte de la molécula de
coenzimas. Otras cumplen su papel de un modo similar al de las hormonas,
por esto son participantes esenciales de numerosas vias metabdlicas y pro-
cesos fisioldgicos. Se necesitan en pequefas cantidades, por lo que no se le
pueden considerar como alimento propiamente dicho, aunque su presencia
es imprescindible para el desarrollo normal del organismo. No pueden ser
sintetizados por el organismo, razén por la cual deben ser provistas por los
alimento. (Cordoba, 2013).

La Cromatografia liquida es una técnica de andlisis que es ampliamente utili-
zada en la determinacion de componentes quimicos de diferentes naturalezas
(organicos o inorganicos), se debe aclarar que la cromatografia liquida es una
técnica de separacion y no debe confundirse con una prueba de identificacion.
El analisis se basa en los tiempos de retencion de los analitos sometidos a la co-
rrida cromatografica (tiempo de analisis) comparando los tiempos de retencién
obtenidos con patrones primarios de las sustancias a analizar los cuales deben
tener un alto grado de pureza y estar certificados para este tipo de analisis.

El principio de la cromatografia de fase reversa es la separacion de distintos com-
ponentes de la muestra mediante absorcion selectiva de los componentes de la
misma en una fase estacionaria, la cual estd compuesta por un componente qui-
mico apolar el cual tendra una afinidad quimica con las vitaminas a determinar.

También se compone de una fase mévil, la cual pasa a través de todo el sistema
cromatografico de forma constante, la fase mévil debe ser polar o tener una
polaridad moderada, en la misma deben ser solubles los analitos a determinar
para que estos no se queden retenidos permanentemente en la fase estaciona-
ria y puedan fluir al detector una vez son separados.
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DESARROLLO:

El Zapote de la variedad Quararibea Cordata Malvaceae es un fruto exotico de
la regién andina al cual se le atribuyen diferentes propiedades nutricionales;
segun las normas actuales que legislan el etiquetado de los alimentos(INVI-
MA, 2011), cualquier bondad nutricional que se le atribuye a los alimentos
que se comercializan en el pais deben ser demostrados mediante pruebas qui-
micas o bioldgicas.

El proyecto de determinacion de vitaminas en Zapote nace de la necesidad de
desarrollar un método analitico el cual permita la determinacion simultanea
de vitaminas seguin su naturaleza (hidrosoluble o liposoluble) en frutas, en
su momento se defini6 validar los métodos analiticos en un fruto que sea de
amplio consumo a nivel regional y al cual no se le haya realizado este tipo de
estudios a nivel nacional, por esta razén y junto con el Director de Trabajo de
Grado es seleccionado el fruto Zapote.

En la primera socializacion del proyecto, la cual se realizé en el mes de oc-
tubre del afo 2012 en la Semana de la Quimica celebrada por la Facultad de
Ciencias Basicas de la Universidad Santiago de Cali, se expone la importancia
de tener una técnica validada para este tipo de analisis y la posibilidad de la
misma de ser publicada en revistas cientificas a nivel nacional e internacional,
el proyecto fue reconocido por los evaluadores como el mejor en su categoria
brindando el aval para ser presentado en el Encuentro Departamental de Se-
milleros de Investigacion.

Este aval permitio dar a conocer el trabajo a nivel departamental y que otras
unidades de la Universidad Santiago de Cali nos apoyaran en este nuevo peri-
plo hacia el Encuentro Nacional de Investigaciones, aval que se consigue en el
mes de mayo de 2013 gracias a la obtencién de un puntaje sobresaliente en la
presentacion en este evento.

El proyecto de determinacion de vitaminas llama la atencion de un grupo de
empresarios del departamento del Valle del Cauca, los cuales deciden apo-
yar econémicamente la totalidad de la investigacién aportando los insumos
y equipos necesarios para llevar a cabo dicha investigacion, el apoyo recibido
permite un mejor desarrollo del trabajo pronosticando tener productos entre-
gables para enero del 2014.
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Inicialmente se le otorgd a la técnica analitica a desarrollar un papel princi-
pal en la investigacion dejando a un lado el potencial nutricional que pudiese
llegar a contener el fruto. Debido a la buena aceptacion del trabajo se decidié
darle unos ajustes al enfoque de presentacion, estos ajustes se realizan con el
fin de brindarle al Zapote un protagonismo mayor debido al impacto social y
economico que pudiese llegar a tener en Colombia.

Debido a la fuerte revisién bibliografica que se realizd, se logré determinar
que en Colombia no se han reportado estudios referentes al contenido vitami-
nico en el fruto que favorezcan y promuevan su comercializaciéon domestica
o con fin de exportacion hacia paises con los que actualmente se cuenta con
tratados de libre comercio, para lo cual uno de los principales requisitos es
declarar su aporte nutricional, para este caso su contenido de vitaminas con-
forme a la legislacion vigente para cada pais.

Por tanto, determinar el contenido de vitaminas presentes en este fruto tropi-
cal y lograr su etiquetado nutricional permitira no solo promover su consumo
local, sino que favorecera su comercializacion internacional, brindando una
oportunidad econémica importante para las familias (empresarios o campesi-
nos cultivadores) que dependen de la comercializacion de este fruto.

Es por esto que se plantea como objetivo principal de la investigacion:

Determinar el contenido de vitaminas hidrosolubles (Vitamina C, B1, B2, B3,
B6 y B9) y liposolubles (Vitaminas A, D y E) presentes en el fruto zapote de
la variedad Quararibea cordata Malvaceae mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) para establecer su aporte nutricional conforme a la re-
solucion 333 DE 2011 del INVIMA que aplica para el etiquetado de alimentos
en el territorio colombiano.

En la determinacion de vitaminas solubles (Vitamina C, B1, B2, B3, B6 y B9)
se busca que las 6 vitaminas se puedan determinar en un solo analisis o corri-
da cromatografica, se ha determinado que el proceso critico en la determina-
cién de las mismas es el proceso de extraccion de vitaminas en el fruto Zapote,
debido a lo compleja que es la matriz (todas las sustancias extraidas en medio
acuoso) del fruto.
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Para la extraccion de vitaminas solubles se han utilizado diferentes medios de
extraccion, no se han obtenido buenos resultados debido a la formacion de
especies intermedias en la muestra, debido a la protonacion o desprotonacion
(pérdida o ganancia de hidrégenos) de especies. Ver figura 1.

Figura 8. Curva de pKa para el acido Nicotinico(ChemAxon, 2013).
RELACION pka: acido nicotinico
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Fuente: elaboracion propia (2017).

Como se puede observar en la figura 1, para el caso especifico del acido Ni-
cotinico o vitamina B3 la cual es una de las vitaminas a trabajar, se presenta
un alto grado de interferencias a pH 4cidos (2 - 5) debido a la formacién de 4
especies diferentes. Estas especies formadas deforman los picos obtenidos en
las corridas cromatograficas, produciendo analisis no reproducibles y que los
picos obtenidos no sean cuantificables debido a que las areas de los mismos
sean pequenas. Inicialmente se estaba trabajando con una solucién de extrac-
cion basada en un buffer fosfato a pH 2,5 el cual se encuentra en el rango de
interferencias encontradas en la literatura.
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Pero, si se observa nuevamente la curva de pKa (figura 1) se puede evidenciar
que a pH neutros (entre 6 — 8) no se encuentran interferencias, este compor-
tamiento se observa también en las otras vitaminas hidrosolubles. Por tan-
to, actualmente se estan realizando ensayos con otra soluciéon de extraccion
la cual estd compuesta principalmente por acetato de amonio a pH neutro
(Hong Zhang, 2009) los resultados obtenidos hasta el momento aun no son
concluyentes.

Para la determinacion de las vitaminas liposolubles (Vitaminas A, D y E) se
busca, al igual que en la vitaminas hidrosolubles, sean determinadas en una
sola corrida analitica. Para el proceso de extraccion se ha utilizado el méto-
do de saponificacion, el cual consiste someter la muestra a calentamiento en
un medio alcoholico y con una base fuerte en este caso KOH (hidroxido de
potasio) para disociar las grasas presentes en el fruto, terminado el proceso,
se extrae la materia insaponificable que no reacciona en el proceso de saponi-
ficacién con la ayuda de un solvente no polar el cual es afin con las vitaminas
liposolubles (Nollet & Toldra, 2012).

Cabe resaltar que en el método de extraccion de las vitaminas liposolubles no
se presentan interferencia por la matriz del zapote, ya que en el proceso de sa-
ponificaciéon se eliminan la mayoria de componentes que podrian ser solubles
en el solvente poco polar, ya que al saponificar las grasas pierden su caracteris-
tica no polar convirtiendo las mismas en especies solubles en medios acuosos
lo que facilita su eliminacion, se iniciara entonces el proceso de validacion del
método de extraccion y el método cromatografico.

Se esta trabajando en el ajuste de las condiciones 6ptimas de extraccion de
vitaminas, pues de este depende la obtencién de buenos resultados en el ana-
lisis cromatografico de las vitaminas que garanticen resultados reproducibles
y repetibles entre si.

En el proceso de investigacion se ha contado con el apoyo de diferentes esta-
mentos de la Universidad Santiago de Cali, los profesores de la Facultad de
Ciencias que no solo han aportado ideas para la mejora si no que también han
sido evaluadores del proyecto lo que ha permitido mejorar cada dia mas la
investigacion, el Area de Direccion de Investigaciones y el Area de Extension
dado que con su apoyo se ha promovido y proyectado la investigacion a nivel
nacional.
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Seguramente se lograran mas cosas con esta investigacion, con la ayuda de la
Universidad Santiago de Cali y en sinergia con la industria vallecaucana que
han creido firmemente en esta investigacion que trascendera las fronteras y se
lograra varias publicaciones en diferentes revistas cientificas importantes a ni-
vel mundial. El trabajo no sea uno mas de tantos que se hacen cada dia, estoy
convencido que sera asi porque la Santiago transformé mi mundo.
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