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RESUMEN

El aji charapita (Capsicum frutenses) al contener compuestos capsaicinoides
recobra gran importancia debido a sus propiedades benéficas el cual es utilizado en
la innovacion de farmacos y por su poder antioxidante, antiinflamatorio,
antibacteriano, antitumoral. Uno de los métodos sobresalientes de los ultimos afos
para la extraccion de dichos compuestos es con Diéxido de Carbono Supercritico
debido a que tolera las temperaturas bajas extrayendo compuestos sin dejar rastro
del disolvente en las muestras. En el presente trabajo se comparé el rendimiento
global, compuestos fendlicos y la actividad antioxidante del aji charapita (capsicum
frutescens) obtenidos mediante extraccion por CO; supercriticos. Se optimizé el
procedimiento de la extraccion analizando el resultado de las temperaturas (40, 50 y
60 °C) y las presiones (150, 200 y 250 bar). Se establecid que las condiciones
idoneas para el rendimiento de extractos de aji charapita (capsicum frutescens) se
encontraban a temperatura bajas, el pico méas alto fue de 10.86 % extraidos a 40 °C
y 250 bar. Referente a la cantidad de componente fendlicos la mayor extraccion
(4.847 mgr. EAG/gr.) fue hallada a 40 ° C, 250 Bar. La actividad antioxidante se
analizé por los métodos ABTS y DPPH, donde se pudo determinar mayor actividad
antioxidante por el método ABTS. La actividad antioxidante por el método DPPH fue
de 0.020 umol TE/g materia seca, que se encontré en dos puntos de la extraccion
(40°C, 250 bar y 60 ° C, 250 bar) y por ABTS fue de 8.108 umol TE/g materia seca
(60 ° C, presion de 200 bar).

Palabras claves: Capsicum frutescens, Extraccién supercritica, Rendimiento global,

antioxidantes, Fenoles.
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ABSTRACT

Due to its beneficial properties, the charapita chili pepper (Capsicum frutenses),
which contains capsaicinoid compounds, has regained great importance and is used
in the innovation of drugs and for its antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial and
antitumor properties. In recent years, one of the most outstanding methods for the
extraction of these compounds is using Supercritical Carbon Dioxide because it
tolerates low temperatures, extracting compounds without leaving any trace of the
solvent in the samples. In the present work, the overall yield, phenolic compounds
and antioxidant activity of charapita bell pepper (Capsicum frutescens) obtained by
supercritical CO2 extraction were compared. The extraction procedure was
optimized by analyzing the results of temperatures (40, 50 and 60 °C) and pressures
(150, 200 and 250 bar). It was established that the ideal conditions for the yield of
charapita chili pepper (Capsicum frutescens) extracts were found at low
temperatures, the highest peak was 10.86 % extracted at 40 °C and 250 bar.
Regarding the amount of phenolic component, the highest extraction (4.847 mgr.
EAG/gr.) was found at 40 ° C, 250 Bar. The antioxidant activity was analyzed by the
ABTS and DPPH methods, where it was possible to determine higher antioxidant
activity by the ABTS method. The antioxidant activity by the DPPH method was
0.020 umol TE/g dry matter, which was found at two points of the extraction (40°C,
250 bar and 60 ° C, 250 bar) and by ABTS was 8.108 umol TE/g dry matter (60 ° C,
200 bar pressure).

Keywords: Capsicum frutescens, Supercritical extraction, Overall vyield,

Antioxidants, Phenols.
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CAPITULO | )
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

El capsicum frutences (aji charapita) ha sido durante mucho tiempo un producto
insignia de la Amazonia peruana y es venerado en su gastronomia debido a su
fragancia y su delicioso gusto en el paladar, y es una de las variedades de pimiento
con mayor picor del Peru (Delgado & Rios, 2014). Se conocen como buenas fuentes
de varios nutrientes, como la vitamina C, los fendlicos, los flavonoides y

carotenoides (Deepa et al., 2007).

Ademds, contienen compuestos capsaicinoides, la capsaicina es la mas
representativa (Laskaridou, 1999), se emplea en el desarrollo de nuevos farmacos
debido a sus propiedades benéficas tales como poder antioxidante, antiinflamatorio,
antimicrobiano y antitumorales, ademas contribuyen al control de diabetes y el alivio
del dolor (Reyes, Gonzalez y Vazquez, 2011). Dada la utilidad de los capsaicinoides,
existe una tendencia en ampliar otras técnicas para alcanzar extractos concentrados
de dichos compuestos eludiendo asi el empleo de solventes organicos en las
operaciones de extraccion industrial (Santos, Aguiar, Barbero, Rezende y Martinez,
2014).

La extraccion por fluidos supercriticos ha surgido como una opcion a la recuperacion
de oleorresinas, actualmente limitada en algunos lugares, a causa de los residuos
de los disolventes utilizados, tales como n-hexano, bencina, etanoato de etilo, etc.
Sustituye al proceso de extraccion tradicional, los cuales se caracterizan por ser de
alta toxicidad (Rojas, 2009).

El fluido supercritico posee la habilidad de separar algunos componentes usando
solventes especiales en una mezcla de temperatura y presion. EI CO- es uno de los
fluidos supercriticos usados con mayor frecuencia porque no es téxico, no es
inflamable, no es corrosivo, es incoloro, es econémico, facil de eliminar, no deja
residuos, su naturaleza critica es facil de conseguir y en gran manera son puros, se
puede procesar a bajas temperaturas y pueden extraer compuestos termolébiles
(Brunner, 2005).
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1.1. Formulacién del problema de investigacion

¢, Cudles son las condiciones 6ptimas de temperatura y presion para el proceso de
obtencion del extracto de Capsicum frutescens (aji charapita) obtenido por CO2

supercritico?
1.2. Hipotesis de lainvestigacion

Ho: No existe influencias de la presién, temperatura en la rentabilidad global, contenido
fendlico y actividad antioxidante en los extractos obtenidos extractos del capsicum
frutescens (aji charapita) por extraccion supercritica.

Hi: Existe influencias de las condiciones de presion, temperatura en la rentabilidad
global, contenido fendlico y antioxidante en los extractos obtenidos extractos del

capsicum frutescens (aji charapita) por extraccidn supercritica.
1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Obtener capsaicinoides a partir del Capsicum frutescens (aji charapita) por extraccion

supercritica utilizando co-solvente.

1.3.2. Objetivos especificos
a) Caracterizacion de la composicion proximal del Capsicum frutescens (aji charapita).
b) Construir e interpretar las curvas de cinética de extraccion.

c) Evaluar la influencia de la temperatura (40, 50 y 60 °C) y presiéon (150, 200 y 250
bar) en el rendimiento, contenido de compuestos fendlicos (TPC) y capacidad
antioxidante a través de dos métodos (DPPH y ABTS) de los extractos del aji

charapita (Capsicum frutescens).
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de lainvestigacion

Santos et al. (2014) en su trabajo “Extraccion supercritica de diéxido de carbono de
capsaicinoides de aji malagueta (Capsicum frutescens L.) asistida por ultrasonido”,
realizado en la Facultad de Ingenieria de Alimentos en la Universidad de Campinas -
Brasil, afirmaron que el uso de ultrasonido no tuvo significancia sobre los perfiles de
capsaicinoides ni el contenido de fenoles en los extractos, sin embargo, la
extraccion supercritica (SFE) asistida por ultrasonido a una presion de 15 MPa,
temperatura de 40 °C y un flujo de CO, de 1,673 10* kg/s aplicando ondas de
ultrasonido a una potencia de 360 W durante 60 min. aument6 el rendimiento global
de la oleorresina del aji malagueta hasta un 30% en comparacion con SFE.

Segun Aguiar et al. (2014), en su trabajo “Extraccién de fluidos supercriticos y
extraccion a baja presién de Biquinho (Capsicum chinense)’, realizado en la
Facultad de Ingenieria de Alimentos en la Universidad de Campinas - Brasil,
concluyeron que la mejor condicion para el rendimiento total fue la extraccién por
Soxhlet utilizando como solvente metanol (0.42 g extracto/g de aji liofilizada), en
términos de capsaicinoides y capsinoides obtuvieron los mejores rendimientos con
maceracion empleando etanol y Soxhlet usando acetona, respectivamente, mientras
que en el procedimiento para la extraccion supercritica se mostré baja extracciéon en
relacion al rendimiento en comparacion con las técnicas de baja presion, sin
embargo, el extracto obtenido a 60 °C y 15 MPa mostré una alta concentracién de
capsinoides (28.5 mg / g de extracto), en cuanto al rendimiento de extraccion global,
las mejores condiciones para extraer capsaicinoides y capsinoides fueron 40 y 50 °C

a 15 MPa, con valores de 0.004 y 0.17 g/g de aji liofilizada, respectivamente.

Coronel (2012), en su trabajo “Extraccién biocatalitica y supercritica de CO: de
capsaicinas y carotenos de Capsicum chinense y andlisis por HPLC”, realizado en la
UNCP, concluy6 que la extraccion con fluidos supercriticos logré mayor efecto en la
eleccion y adquisicion de componentes de alta pureza (carotenoides y
capsaicinoides) esto compardndose con la extraccion catalitica en términos de
extraccion con fluido supercritico con diéxido de carbono, la cantidad superior del
total de capsaicinoides se encontré en el aji “ojo de pez”, con 29 665,16 mg/100 g
con una pugencia de 4 449 774,17 SHU y en el aji habanero con 5954,31 mg
capsaisinoides totales//100g, con un picor de 893 147,04 SHU.

Gamarra et al. (2011), de la UNCP en su trabajo “Extraccion por fluido supercritico
de CO: y cuantificacion de capsaicinoides del rocoto (apsicum pubescen) del Valle

del Mantaro”, confirmaron que el rendimiento de la extraccion fue superior en
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comparacion con otras condiciones: se obtuvo nordihidrocapsaicina al 17 % a una
temperatura de 60 °C y 200 bar. La capsaicina (33%) y el 49% de dihidrocapsaicina
dan un total de méas de 4357,92 ug/g de capsaicinoides y 65368,76 SHU de picor.

2.2. Bases tedricas

2.2.1.Capsicum frutescens (aji charapita)

Segun Centa (2002), el pimentén pertenece al género Capsicum, el cual consta de
mas de 25 especies, 5 de las cuales han sido domesticadas en América Central y
del Sur desde la época prehispanica. Ajies proviene de la regién andina y selvética
antes conocida como Alto Peru, que hoy pertenece a Bolivia. Desde alli se propagan
al resto del continente con pajaros que esparcen las semillas en sus excrementos
tras comer el fruto. El aji charapa (también conocido como Malagueta, Mishki Uchu,
Pichirina, Malagueta Chili, Aji Limén, Aji Mono, Aji Montafa, Aji Quinillo, etc.) es un
aji silvestre descubierta en las regiones del norte del suelo peruano. Originario de

Iquitos.

El aji charapita (figura 1) Este es un arbusto que pertenece a las Solanaceae, una
de las cinco especies plantadas en el género Capsicum, lo que lo convierte en uno
de los cultivares méas populares de ajies. En el Amazonas del Peru este producto es
deseado por la gastronomia (Selvanet, 2010).

Figura 1. Aji charapita (Capsicum frutescens)

Los ajies charapa tienen un elevado contenido de acido ascérbico (vitamina C), que
es superior a las frutas citricas como limones, naranjas y toronjas (L6pez, 2005). La

Tabla 1, se muestra los elementos del aji charapita, en cien gr. parte comestible.
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Tabla 1.
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Composicion del Capsicum frutescens /100 gramos de parte comestible.

Componentes en 100 g

Capsicum frutescens

Agua (gr.) 81,10
Total proteinas 2,20
Total grasas 9,90
Fibra en bruto 4,20
Total cenizas 1,00
Calcio (mg.) 29,00
Fosfato 65,00
Vitamina A 1,00
Tiaminas 4600 UI
Riboflavinas 0,70
Niacinas 1,60
Vitamina C 100,00

Fuente: Lopez, 2005

2.2.2.Capsaicinoides

Los capsaicinoides son alcaloides que se simplifican GUnicamente en células del
exterior de la placenta en la fruta madura, especializados como glandulas que
secretan estos compuestos y los depositan en la semilla y la pared de la capa
intrinseca de la dermis de la fruta llamada endocarpio (Khachik et al. otros y otros,
1986). Ilwait et al. (1979), sefalaron que los capsaicinoides se detectaron
inicialmente a veinte dias luego del florecimiento, esto dependen de las condiciones
de la planta, como la temperatura, el tiempo de exhibicién y la fecundacién. A

continuaciéon, el esqueleto capsaicinoide se puede observar en la Figura 2
O
H;C—O C
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H
HO
(Kirschbaum et al., 2002).

Figura 2. Esqueleto de los capsaicinoides

La capsaicina son sustancias nitrogenadas de origen lipidico, catalogado como
alcaloide, soluble en etoxietano, etanol, propanona, metanol, acido ametilcarboxilico,
benzol y alcalis a temperaturas altas, sin embargo; no solubles en temperaturas
bajas. Respecto a su esqueleto quimico, consta de un centro fendlico adherido a

una biomolécula lipidica por un enlace amida (Molina, 2009). El resto fendlico llega a



ser la vanililamina, procedente de la fenilalanina a el cual llega por el camino de los
fenilpropanoides, por otro lado, la biomolécula lipidica es formada por aminoacidos
de cadena ramificada (Fernandez, 2007) En la figura 3 se muestra la estructura de

la molécula de capsaicina (Contreras, 1998).

CHy (O
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O\\\T//-\//‘\/\\\// CH]
_NH
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-
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OH C: Porcion alifitica

Figura 3. Estructura de la molécula de capsaicina

La dihidrocapsaicina (C1sH2903N) cuya masa molecular es 307,215 gr/gr-mol, tiene
una estructura cristalina de colores blancos opacos inodoros con un fuerte efecto de
picor, el punto de fusién estd entre 65,5-65,8 °C, la maxima absorcion de UV es
inferior a 230 nm. y su solubilidad es idéntica a la de la capsaicina (lwai et al., 1979).
En la figura 4 se muestra la estructura de la molécula de dihidrocapsaicina
(Contreras, 1998).

Figura 4. Estructura de la molécula de dihidrocapsaicina

2.2.3.Produccion mundial y nacional

Segun MINAGRI (2016) La produccién a nivel mundial de ajies es de 38.611
millones de toneladas, China representa el 45.2%seguido de México con 8.2%,
mientras que Peru solo conté con una intervencion del 0.5% (Tabla 2). En el 2017
Perl se posicion6 en el cuarto lugar de produccién de capsicum después China e
India, los cuales predominan en el mundo. El capsicum, es el 6° producto con mayor
exportacion en el pais y la produccion total es de mas de 164 Tn. métricas (ADEX,
2017).
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Tabla 2.
Productores internacionales de pimiento (miles de toneladas) en el 2016.
ranking pais 2012 2013 2014 2015 2016 Crecimiento participacién
promedio 2016
anual
2012-2016
1 China 15913 16127 16454 16945 17450 1% 45,2%
2 México 2440 2354 2973 2975 3168 3% 8,2%
3 Turquia 2059 2176 2144 2191 2239 1% 5,8%
4 Indonesia 1656 1726 1875 1978 2086 2% 5,4%
5 India 1372 1560 1560 1597 1635 2% 4.2%
6 Espafia 976 1021 1133 1138 1143 2% 3,0%
7 EE. UU 907 846 914 908 902 0% 2,3%
8 Nigeria 797 797 799 802 805 0% 2,1%
9 Egipto 715 623 655 671 688 0% 1,8%
10 Argelia 441 497 548 587 630 4% 1,6%
27 Pert 183 162 162 140 164 -1% 0,5%
Fuente: FAO

De acuerdo con el IV censo nacional agropecuario (2012), hay mas de 10,000
componentes agropecuarios que rinden ajies (Capsicum): Rocoto, paprika, pimiento
y piquillo. Al respecto, mas del 90% compensan a unidades agropecuarias con
menos de cinco hectareas concentrados, primeramente, en el rendimiento de aji y

rocoto.

La productividad de Capsicum en el Peru en 2016, fue un total de 163,899 Tn., segun
cifras de MINAGRI. Los lugares con mas rendimiento en ajies es Lambayeque que

representa los 53,861Tn trabajadas sobre todo el pimiento piquillo, paprika y morrén.

En 2017, la mayor cantidad de pimientos producidos a nivel nacional fue con el 28%
de la produccion total de aji morrén, seguidamente del chile 23%, ricula 22%,
pimenton 13% y piquillo 13%. De tales ajies, el chile (2017) aumenté un 7%,
mientras que la produccion de pimenton disminuyé un 4%. En la region,
Lambayeque lider6 la produccién de Capsicum con 61.351 toneladas, seguida de
Pasco con 35.755 toneladas, Lima con 29.046 toneladas, Tacna con 15.385
toneladas, La Libertad con 11.781 toneladas y Arequipa con 26.781 toneladas
(ADEX, 2017).

2.2.4.Procesos de extraccion

2.2.4.1. Método de extracciéon a baja presion
Los componentes bioactivos existentes en matrices de linaje vegetal y animal

pueden ser extraidos por distintos métodos a baja presién, muchas de estas



técnicas se basan en la capacidad para extraer con diversos solventes, aplicando
calor y/o agitacion, los ejemplos clasicos de las metodologias de extraccién a baja
presion son la extraccion por Soxhlet, maceracion e hidrodestilacion; las técnicas de
extraccion a baja presién también pueden aumentar su eficiencia cuando se
combinan con tecnologias como ultrasonido y microondas, que resultan métodos de
extraccion asistida por ultrasonido y extraccion por microondas, estos métodos han
sido ampliamente utilizados en las ultimas décadas para extraer componentes de
diferentes matrices (Vilkhu et al., 2008 & Chan et al., 2011;).

2.2.4.2. Extraccion por maceracion

Campos (2011) afirma que la fase de macerado se basa en la separacion solido-
liquido en el producto tiene la gama de componentes disolubles en la sustancia
liquido las cuales busca separar, el origen de dichos componentes a extraer estan
adheridos a la materia prima que se va a analizar, también del liquido de maceracién,
el cual se basa en emparar el producto del que se extraerd el componente bioactivo
del solvente, en un envase con cerradura perfecta a temperatura ambiente, asi
mismo se debe agitar por ciertos dias, de modo que influya gradualmente en la
concentracion, inicialmente en la extraccion la gradiente esta en su apogeo, luego al
pasar algunos dias, aun con la ayuda de la vibracién, va descendiendo; por lo tanto,
las muestras deben cuidadosamente ser protegidos de la exposicion a luz solar, los
beneficios de las maceraciones consisten en alcanzar a separar las propiedades del
producto macerado sin maodificarlo.

2.2.4.3. Extraccién por Soxhlet

En la extraccion por Soxhlet, el compuesto de interés y la disolubilidad es la posesion
sobre la cual se cimenta. Al mezclase el analito con el solvente, se observa
atraccion lo que conlleva a la separacion de los demas compuestos, esto es llamado
extraccion sélido-liquido. (Campos, 2011).

Para la extraccién a través Soxhlet debe considerar: elegir el disolvente, matriz
sélida, condicion de operacion. Esta extraccion se basa gran parte sobre las
cualidades de la matriz y las magnitudes de las particulas; por lo tanto, puede ocurrir
una expansion en el interior y dar paso a restricciones a lo largo de la extraccion
(Luque et al., 2004).

En la extraccion Soxhlet, el disolvente generalmente se obtiene mediante
evaporacion, la temperatura para la extraccion y/o evaporacion afectan

significativamente la calidad final de los productos. (Mamidipally & Liu, 2004).

2.2.4.4. Extraccién supercritica
La extraccion supercritica es una operacion de transmision de masa uniforme
realizada por encima del punto supercritico del disolvente; Esta extraccion permite el

control y manipulacién de propiedades como la dispersion del liquido, la viscosidad y
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la densidad con algunas modificaciones de presion y temperatura, o que provoca
alteracion en su selectividad y solubilidad (Gallego y Castafieda, 2003). La extracion
con fluidos por encima de su punto critico se puede realizar de las siguientes
formas: Selectivo o division selecta, donde: 1) Implica cambiar la solubilidad del
liguido usufructuando a la hora de extraer manipulando las variables de
temperatura, presion y extraccion utilizando co-solventes para modificar la quimica
de los disolventes. 2) El método de trabajo, la extraccién selecta logrando calentar o
enfriar gradualmente el sustrato a presién reducida, lo que permite un

fraccionamiento controlado. (Mohamed, 1997).

Gallego y Castafieda (2004), mencionan que hay cuatro etapas basicas principales

para el proceso de extraer con fluidos por encima de su punto critico:

e Etapa de super compresion: Se alcanza la tension del disolvente requerida
para extraer el compuesto de interés. Esto es necesario para compresores o
bombas.

e FEtapa de acondicionamiento de temperatura: Consiste en extraer o
suministrar potencia térmica a través de una transmisién por calor, bafio
térmico y/o resistencia eléctrica.

e Etapa de extraccion: Se realiza en un tanque de extraccién de alta presiéon
gue contiene la matriz a procesar. Ademas, el liquido se enlaza con la matriz

e incorpora la solucion de interés

e Etapa de ruptura: el material extraido se separa del solvente.

Normalmente, el procedimiento para la extraccion supercritica inicia llenando el
recipiente de extraccion y el material a extraer. Una vez que el disolvente,
normalmente CO2, esta listo, se comprime a una presion superior a 7,38 MPa (la
presion utilizada depende del compuesto que se extraiga). Cuando el CO2 esta bajo
presion, se calienta a una temperatura por encima del punto critico (dependiendo de
los compuestos a extraer). Dado que el disolvente es un fluido supercritico, se une a
la solucién que contiene el compuesto objetivo y, cuando se produce la extraccion,

el compuesto objetivo se separa del disolvente.

Segun Rozzi y Singh (2002) en la extraccion supercritica la separacion de los
compuestos extraidos se logra mediante un cambio de temperatura o presion, lo que
hace que los compuestos extraidos pierdan solubilidad en el solvente y se separen.
También es muy importante controlar los parametros de presion, temperatura y flujo
de disolvente. Compuesto a extraer. Cambiar los parametros cambia lo selectivo del
disolvente. La utilizacion de fluidos supercriticos, tal como el CO2, es provechoso en

referencia a métodos tradicionales de extraccion, entre ellas:
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e Son amigables con el medio ambiente, por lo que no hay contaminacién
durante el proceso.

e No son toxicos en las cantidades utilizadas.

¢ No son inflamables.

e Estan ampliamente disponibles.

e Son de elevada pureza y econ6micos.

¢ No son indispensables los mecanismos de limpieza.

e Préacticamente son inertes en el aspecto quimico.

e Se desliga rapidamente del producto extraido.

e Se utiliza sobre un extenso rango de temperatura, el cual transforma la
selectividad.

e Mantiene un coeficiente de expansion elevado y una densidad baja a
comparacion de los liquidos.

e La falta de presion en la superficie tolera que se sumerja rapidamente en los
poros de las matrices diferentes, la cual conlleva a aumentar la eficacia.

o Capacidad para controlar la seleccién a lo largo de la extraccibn mediante
alteraciones de las variables de presion y temperatura, ya que altera la
solubilidad del componente.

e Puede restaurar el solvente del proceso y luego reutilizarlo.

A causa de este motivo, se esta extendiendo la extraccién con fluidos supercriticos,

pero, sin embargo también existen algunos inconvenientes como:

e Los compuestos apolares se disuelve con dificultad.

e Usar disolventes puede modificar la polaridad del dioxido de carbono, asi
mismo, los disolventes pueden adherirse al extracto, siendo necesario una

operacién de disolucién al finalizar el proceso.

2.2.5.Extraccién supercritica de compuestos Capsicum

Existen estudios realizados de extraccion de compuestos del género Capsicum por
fluidos supercriticos, en ellos se evidencia cambios en los parametros tanto de
presion como de temperatura para asi, variar la selectividad del solvente y fijar qué
condiciones son idoneas para la extraccion de compuestos. En la Tabla 3, se
observé los componentes precisos que se extraen por medio de esta técnica,
presion y temperatura que influyen en la extraccion, ciertos aspectos de relevancia se

han reportado en investigaciones que se indican seguidamente.
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Tabla 3.
Pardmetros de extraccion supercritica de compuestos capsicum

Materia prima Solvente Compuestos Presién T°C Referencia
MPa bibliogréfica
AJl CO; Capsinoides 15 60 Aguilar et al., 2014
BIQUINHO
PIMENTON CO; Capsinoides  32-40 55 Fernandez, 2008
tocoferoles 20
AJl CO: Capsaicinoides 15 40 Aguilar et al., 2015
MALAGUETA
PAPRIKA CO; caroteno 2000- 40 Galan et al., 1999
carotenoides  7000psi
rojos
PIMIENTA CO; Capsaicinoides 15 40 Santos et al., 2014
MALAGUETA
PIMIENTO CO; capsinoides 15 40 Martin et al., 2017
ROJO totales
PAPRIKA CO; Carotenoides 50 100 Ambroiji et al., 2002

Fuente: Elaboracion propia.
2.3. Definir términos basicos

2.3.1.Capsaicinoides

Los capsaicinoides son vanilil amidas de acidos monocarboxilicos con longitud de
cadena y diversas variaciones (C8-C13), entre los capsaicinoides se destacan dos
sustancias, la capsaicina y la dihidrocapsaicina, que representan aproximadamente
el 90% del total de capsaicinoides en pimientos (Constant et al. 1995; Schweiggert
et al., 2006)

2.3.2.Capsaicina

La capsaicina es un compuesto lipidico organico que contiene nitrégeno clasificado
como un alcaloide, soluble en etoxietano, etanol, propanona, metanol, acido
etanoico, cloruro de carbono (IV), benzol y &lcali caliente; sin embargo, no son
solubles con agua fria, en lo referente a la estructura quimica, se basa en un
esqueleto fendlico adherido por un enlace amida a una biomolécula lipidica (Molina,
2009).

2.3.3.Fluidos supercriticos

El punto critico es cuando los gases y los liquidos son indetectables por influencia
de la temperatura y presion (Palomino, 2003), y cada que un fluido es sometido a
circunstancias supercriticas (Herrero et al.,, 2006), llamado también fluidos

supercriticos.



2.3.4.Extraccion supercritica

La extraccion supercritica es una intervencion de transmision de masa Unica
realizada por encima del punto critico del disolvente; esta extraccion permite el
control y la manipulacion de las propiedades del fluido, como la difusividad, la
viscosidad y la densidad, a través de pequefios cambios en la presion y la
temperatura, lo que da como resultado selectividad y cambios en el flujo de
disolucion (Gallego y Castafieda, 2004).

2.3.5.Diéxido de carbono (COz2)

El CO2 se caracteriza por ser un gas sin color y esencial en la naturaleza. Es un
componente lo hallamos en el medio ambiente, comprende de una molécula lineal
de un atomo de carbono ligado a dos atomos de oxigeno. EI CO2 normalmente
existe como un gas en el aire 0 como un sdlido cuando se congela, conocido como
hielo seco. A temperaturas y presiones gque superen su punto critico, se comporta
como fluidos supercriticos y puede adquirir propiedades diferentes a las de los

gases y liquidos. (Greenfacts, 2018).

2.3.6.Presion
La presion se caracteriza por la cantidad fisica la cual determina la extension sobre
la fuerza vertical en conformidad de area, también se usa con el fin de calificar la

actuacion de la energia resultante sobre la linea. (Giancoli, 2004).

2.3.7.Temperatura

La temperatura se refiere al valor de la cantidad total del concepto de calor medido
por un termémetro. En fisica, es la cantidad escalar asociada a la energia dentro del
sistema termodinamico, determinada por la teoria cero de la termodinamica. Es
decir, se relaciona directo con parte de la energia del interior también nombrado
como "energia cinética", esta es la energia vinculada con el movimiento de
particulas del sistema, por traslacion, rotacion o vibracion. Conforme asciende la
energia cinética de un sistema, podemos observar que esta con "mayor calentura”,

es decir, aument6 su temperatura (Yunus,2009).

2.3.8.Co-solvente
Aumenta la disolubilidad de la solucion en el fluido supercritico para mejorar
las dispersiones de las fases, dando lugar asi a la técnica de Impregnacion con

Solvente Supercritico (Cocero et al., 2009).
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CAPITULO llI
MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambito y condiciones de la investigacion

3.1.1. Contexto de lainvestigacion

La ejecucién de esta investigacion se realiz6 en los ambientes de los Laboratorios
de Ingenieria de Procesos (LABIP) de la Facultad de ingenieria Agroindustrial,
localizada en la ciudad universitaria de la Universidad Nacional de San Martin.

3.1.2. Periodo de lainvestigacion

El tiempo de realizacién de este trabajo investigacion tuvo un tiempo aproximado de dos
anos.

3.1.3. Autorizaciones y permisos

No adjudica para este trabajo.

3.1.4. Control ambiental y protocolos de bioseguridad

No se emplea para el presente trabajo. No obstante, se siguieron los protocolos de
bioseguridad para prevenir contagios y transmisién del Covid-19; ante esto, se
prosiguieron con las sugerencias injertadas a través del ministerio de salud.

3.1.5. Ampliaciones de principios ético-internacionales.

Al implementar el proyecto, se observan los principios éticos internacionales establecidos
por la UNSM.

3.2. Sistema de variables
3.2.1. Variables principales
Podemos mencionar las principales variables involucradas en este estudio:

Variable independiente:
e Temperatura: 40,50 y 60 °C
e Presién: 150, 200 y 250 bar

Variable dependiente:
¢ Rendimiento del extracto (%)
e Contenido de compuestos fendlicos (TPC)

e Actividad Antioxidantes por los métodos (DPPH y ABTS)



3.2. Procedimientos de la investigacion

La materia prima usada para este trabajo de investigacion fue un ecotipo de aji
charapita (Capsicum frutescens) de la Amazonia peruana, originario de Sauce de la
provincia y departamento de San Martin. La parte experimental de la investigacion
se realizd en el Laboratorio de Ingenieria de Procesos (LABIP) de la Facultad de
Ingenieria Agroindustrial (FIAI) de la Universidad Nacional de San Martin (UNSM).
Trabajamos con frutos maduros del Capsicum frustences (aji charapita), estos
fueron cortados en la mitad y luego sometidos a una desecacion por liofilizacion a
una temperatura -80 °C y presion de 0.020 Mbar (Marca Labconco), posteriormente
fueron triturados en una licuadora (Marca Xpert-Series, Modelo BLSTUVB-P00). La
muestra triturada fue acondicionada en envases de vidrio, debidamente rotulada y

guardada a una temperatura de - 18 °C.

3.3.1. Objetivo especifico 1 - Caracterizacion de la composicién proximal del
Capsicum frutescens (aji charapita).

La caracterizacion del Capsicum frustences (aji charapita) se realiz6 de acuerdo al
método oficial (AOAC, 2012). Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de
Investigacién y el Laboratorio de Analisis y Composicion de los Alimentos en la FIAI
(Facultad de Ingenieria Agroindustrial) ubicada en la UNMS (Universidad Nacional
de San Martin).

Para la determinacion de humedad (Anexo 1-2) se procedié a poner el analito de
interés sobre la placa de petri, anteriormente tarada, pesando 2 g de muestrario del
Capsicum frustences (aji charapita) partido en trocitos. Las muestras se llevaron a la
estufa a ua temperatura de 105 grados centigrados (°C) por 2 hr., luego se llevé a
un proceso de desecacion por 30 min. y posteriormente el peso se anoté con una

desviacion estandar de 0.5 mg.

Respecto a la determinacién del contenido de residuo mineral fijo (cenizas), ver
Anexo 1-3, se realiz por la incineracion en mufla a 550 °C segun el método
AOAC, 2012. La cantidad de proteinas (nitrégeno total) se determiné a través
del procedimiento microKjeldahl, empleando factor de 6,25 a fin de realizar la
conversion del nitrégeno en proteina AOAC, 2012. Los lipidos se
determinaron con extraccion de la fraccion etérea por flujo intermitente,
utilizando éter petréleo como solvente bajo de reflujo en aparato de Soxhlet
segun método 963.15 (AOAC, 1997).

3.3.2. Objetivo especifico 2 - Construir e interpretar las curvas de cinética de

extraccion.

Para los experimentos cinéticos de extraccién se utiliz6 muestra acondicionada
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(Anexo 1-4), se prepar6 la celda de extraccion siguiendo la técnica estandar para
cada una de las extracciones a realizadar. También empleamos la celda de
extraccion la cual tenia una capacidad de 20 mL. Primero, procedimos a cerrar una
punta de la celda, luego colocamos diminutas perlas de vidrio, posteriormente
agregamos 5 gr. De la muestra, asi mismo el volumen sobrante lo llenamos de
nuevo con perlas de vidrio. El extracto se recogié en frascos de vidrio previamente
pesados en balanza analitica (Sartorius modelo A200S, Gottingen, Alemania) y la
recoleccién se realizé cada 10 minutos hasta llegar a 120 minutos. Después de la
recoleccion, los frascos fueron dejados a diez min. a temperatura ambiente a fin de
garantizar la volatilizacion del dioxido de Carbono del extracto, después la masa del
extracto contenida en los frascos fue medida nuevamente, para determinar la masa
del extracto obtenido en funcion del tiempo de extraccion. Los ensayos se
realizaron y evaluaron por el disefio factorial completo 32, dos factores: temperatura
y presioén, con tres niveles cada uno, de (40, 50 y 60 °C) y la presion (150, 200 y
250 bar), respectivamente; resultando un total de nuevo (09) experimentos (tabla 4).

Tabla 4.
Matriz de disefio factorial completo 32,

OrdenEst  OrdenCorrida TipoPt Bloques Temperatura Presion
(°C) (bar)
1 1 1 1 40 150
2 2 1 1 40 200
3 3 1 1 40 250
4 4 1 1 50 150
5 5 1 1 50 200
6 6 1 1 50 250
7 7 1 1 60 150
8 8 1 1 60 200
9 9 1 1 60 250

3.3.3. Objetivo especifico 3 - Evaluar la influencia de la temperatura (40, 50 y 60
°C) y presion (15, 20 y 25 MPa) en el rendimiento, capacidad de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante a través de dos metodologias (DPPH y ABTS)

de los extractos del aji charapita (Capsicum frutescens).

Los tiempos para la extraccion fueron fijados en 60 min., para las evaluaciones
sobre el rendimiento global. Los porcentajes del rendimiento global (Xo) del extracto
alcanzados a través de extraccion por fluidos supercriticos se calculé vinculando la
cantidad del extracto extraido (Mexrato) Y la cantidad de materia prima usada (gr), tal

como se demuestra a continuacion (Ecuacion 1).

Mextrato ..
Xo= - - x 100 Ecuacion 1.
gr materia prima

3.3.3.1. Determinacion de compuestos fendlicos totales
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A fin de fijar el contenido de los compuestos fendlicos totales existentes en las
muestras de aji charapita, El procedimiento del reactivo de Folin referido por
Singleton y Rossi (1965) empleandolo con ciertas variaciones en extractos de
plantas (Singleton et al., 1999). Para poder ejecutar una curva estandar en la
evaluacién de compuestos fendlicos totales, combinamos 10 ml de agua destilada y
2 gramos de Na.COs; y pesamos 0,0010 gramos de &cido galico estandar y se

agregaron a un matraz volumétrico de 10 ml como disolucién de extraccion.

El fenol se midié agregando una alicuota de 200 uL de metanol/extracto a un tubo
de ensayo, 1500 uL de agua destilada, seguido de 100 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu. Luego de cinco minutos, afiadimos 200 pyL de solucién acuosa de
Na2COs; al 20%. La disolucién se protegié del contacto con la luz, luego lo dejamos
gravitar por un periodo de 30 min., y finalmente se midi6 la absorbancia a 765 nm
con un espectrofotdmetro. El contenido fendlico se definié intercalando la
absorbancia de las muestras y una curva de estimacion formada por elpadrén de
acido gdlico y expresada en mg de equivalentes de acido galico por gr. del extracto
(mgEAG/g de extracto).

3.3.3.2. Determinacién de actividad antioxidante, método DPPH

El método DPPH, segun Brand-Williams et al. (1995), Es uno de los métodos mas
utilizados porque se basa en la captacion de radicales libres y se considera un
método muy estable, rapido y comodo. DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) es un
radical de nitrégeno organico violeta estable con absorcion en la region de 515 nm.
A fin de medir la actividad antioxidante, fue preciso construir la curva de Trolox
estandar fundada en dimension de absorbancia y trazar los porcentajes de inhibicion
construido por regresion lineal frente a la concentracion de Trolox (UM). Primero, se
alistd la disolucion DPPH disipando 0.00985 g en 50 mL de etanol. Luego de
disolver la reaccion, se preparoé el neutro (3,5 mL de etanol que contenian 300 L de
reactivo) para la lectura del espectro a 515 nm. Esta solucion debe tener una
absorbancia de 0,8 para ser utilizada para el analisis. Los radicales de nitrdgeno
organico se midieron agregando una alicuota de 500 pl del metanol/extracto a un
tubo de ensayo, agregando 3 ml de etanol y luego agregando 300 pl de reactivo
DDPH pre estabilizado a una absorbancia de 0,8. La disolucién se resguardé de la
luz solar y se dejé gravitar durante 45 minutos, y por ultimo medimos la absorbancia

a 515 nm con el espectrofotdbmetro.

3.3.3.3. Determinacién de actividad antioxidante, método ABTS

El método ABTS se emplea con la finalidad de analizar la actividad antioxidante
generada a partir de un indicador, el 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico),

producido por reacciones quimicas, electroquimicas o quimicas. Uno de los métodos
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mas utilizados. Se puede producir enzimaticamente. Los radicales ABTS son
compuestos cromaoforos quimicamente estables, altamente hidrosolubles, basados
en su accion antioxidante mediante la captacion de cationes ABTS. Esta eliminacién
da como resultado una disminucién de la absorbancia, que se puede leer en
diferentes tiempos de la mezcla radical-antioxidante. La ventaja de este método
sobre otros métodos es que puede usarse tanto para muestras acuosas como
liposolubles. El procedimiento empleado fue desarrollado por Re et al. (1999)
incluidas ciertas variaciones. Se us6 Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-carboxilico) preparado en etanol y almacenado como una solucion estandar se
utilizé como antioxidante de referencia. Se disolvieron por separado 0,0384 g de
ABTS y 0,00662 g de persulfato de potasio 2,45 mM en 3 ml de agua destilada.
Luego se mezclaron las 2 disoluciones, luego colocamos sobre un matraz
volumétrico de 10 mL. La mezcla se mantuvo en la oscuridad a 25°C durante 16
horas para liberar radicales. Antes del analisis, la soluciébn ABTS se diluy6 1:100 con
etanol y se confirmd que tenia una absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Los
radicales ABTS se determinaron agregando una alicuota de 20 uyL de
metanol/solucién de extracto a un tubo de ensayo y agregando 2 ml de solucién
ABTS. La solucién se dejé reposar sin exposicion a la luz por 0,6 min, después de lo

cual se midi6 la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro.
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CAPITULO IV )
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizaciéon de la composicién proximal del Capsicum frutescens (aji

charapita)

Las caracteristicas fisicas de la materia prima usada en los experimentos
para la extraccion se observan en la tabla 4. El contenido de humedad en la
muestra fue 77.8590 + 1.1384 % y después de 3 dias sometidos al proceso
de liofilizacién (-80°C y 0.020 Mbar) la humedad de equilibrio alcanz6 a
3.0399 + 0.2038%. El contenido de humedad inicial tiene un valor similar a la
obtenida por Delgado y Rios (2014) evaluando el Capsicum frutescens,
obtuvieron un valor de 82.13%. Sin embargo, los experimentos del estudio
difieren a lo reportado por Santos, Aguiar, Barbero, Rezende y Martinez
(2014) en su trabajo sobre “extraccion supercritica por didxido de carbono de
capsaicinoides de pimienta malagueta (Capsicum frutescens L.) asistida por
ultrasonido” sostuvo que al inicio la humedad de la materia prima fue 61 £1%
(BM), y después de 20 h de secado (70 £ 2 °C), la humedad de equilibrio que
alcanzo fue 5,68 + 0,04%.
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Tabla 5.
Caracterizacion proximal del aji charapita (Capsicum frutescens).
Analisis Media £ Desviacion
estandar
Humedad de materia prima liofilizada 3.0399 + 0.2038
Humedad de materia prima fresca 77.8590 + 1.1384

Ceniza de materia prima fresca 1.168 + 1.0363




4.2.Extraccién acelerada por fluidos supercriticos
4.2.1. Ensayos preliminares — Construccion de las curvas de

cinética de extraccion

La figura 6 ilustra el comportamiento tipico de las curvas de extraccion
de fluidos supercriticos, se trabajé con particulas de Capsicum
frutescens a diferentes temperaturas (40, 50 y 60 °C) y presion (15, 20 y
25 MPa) con un flujo de CO; constante, cuyo proposito es perfeccionar
las condiciones de extraccion. Observamos que la aplicacién de estos
factores ademas del tiempo influye en el rendimiento global; a los 60
minutos con una temperatura de 50 °C y 200 bar aumento los valores de
rendimiento. Este comportamiento es consistente con los resultados
obtenidos en trabajos previos. Luque, Valcarcel y Tena (1993) en su libro
“Fase analitica

en la extraccion supercritica” menciona que las caracteristicas
fundamentales del SFE que determinan las propiedades que actlia como
extractantes son su densidad (presion y temperatura) y su naturaleza
guimica (polaridad) y el poder disolvente esta en funcioén a la densidad
del fluido supercritico. Santos, Aguiar, Barbero, Rezende y Martinez
(2014) concluyé que la SFE de la pimienta malagueta (Capsicum
frutescens L.) en la primera hora de extraccién el rendimiento mundial
aumentd del 3,6%. La misma técnica fue utilizada con diferentes
productos tales como hinojo, obteniendo un rendimiento global de
extraccion de 24,5% a partir de 9,8 g de extracto / 100 g de hinojo por
SFE, la condicién para la extraccion se efectué a 200 bar y a 40 °C

(Hatami, Flores y Meireles, 2018).

__15.00
S » ¢ i
< 10.00 — = .
2 r\/\
> 5.00 =
.9 /
g 0.00 B
5 0 10 20 30 40 50 60 70
Time (min)
== cinetica 60-150 cinetica 50-200  ===cinetica 40-250

Figura 5. Cinética de la SFE del aji charapita ( Capsicum frutescens) a diferentes
presiones (150, 200, 250), temperaturas (40,50 y 60 °C) con flujo de CO2 constante.
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4.2.2. Obtencién de los extractos por fluido supercritico

Experimentos de extraccion con CO: supercritico se llevaron a cabo
siguiendo un disefio factorial de mdultiples niveles, elaborada con la
ayuda de del software statistica - Minitab, que constaba dos factores,
cada uno de los cuales contaba con 3 niveles por duplicado,

respectivamente.

La Tabla 5, presenta valores experimentales de la planificacion realizada
para analizar como influye las variables sobre el proceso (temperatura y
presion), sobre el rendimiento global, el contenido de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante. Se puede observar que, entre los
experimentos realizados, el contenido mas elevado del extracto (10.86)
se encontrd a una temperatura de 40 ° C y una presion de 250 bar. El
punto con mayor contenido de compuestos fendlicos (4.847 mgGAE/ g
Materia-prima) fue a 40 ° C y 250 bar. Respecto a la actividad
antioxidante observada por los métodos DPPH y ABTS hubo mayor
interaccion de estos compuestos a una temperatura de 60 °C y 250 bar
en ambos procedimientos, en relacion al método DPPH la mayor
cantidad fue de 0.020 umol TE/g materia reportados a 40 y 60 ° C
ambas 250 bar, asimismo por el método ABTS la concentracion mas
elevada fue de 8.108 TEAC umol TE/g materia seca extraidas a 60 ° Cy
250 bar.

Tabla 6.
Resultados obtenidos por extraccion supercritica de aji charapita (Capsicum
frutescens) triturada.

Glos co6dig TEMPRATURA PRESIO RENDIMIENTO FENOLES: DPPH: ABTS:
ario 0 (°C) N % mgGAE/ g MEDIA MEDIA
(Bar) Materia- TEAC TEAC
prima pmol TE/g pumol TE/g
materia materia
seca seca
1 40 150 9.99 2.701 0.019 5.542
§ 2 40 200 10.05 2.717 0.017 4.605
E 3 40 250 10.86 4.847 0.02 4.293
< 4 50 150 9.97 3.719 0.016 4.186
|
g 5 50 200 9.75 3.026 0.019 4.692
0
@ 6 50 250 8.57 3 0.015 4.284
% 7 60 150 7.56 3.57 0.015 6.23
T 8 60 200 6.01 3.64 0.011 5.976
9 60 250 8.94 3.37 0.02 8.108

ME = método de extraccion



4.2.3. Rendimiento global

Por la figura 7 y 8 podemos definir que existe mas rendimiento (10.86 %) a una
temperatura de 40 ° C y una presién de 250 bar, el efecto es negativo para el factor
temperatura por lo que el rendimiento disminuye al cambiar de temperatura de 40 a
60 ° C (Anexo lI-1), estos resultados pueden explicarse por la volatizacion de ciertos

compuestos a altas temperaturas.
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El ANOVA sobre los rendimientos (Anexo IlI-1) muestra la interaccion
(temperatura*presion) la cual tiene influencia significativa (p<0.05) en el porcentaje
del rendimiento, sin embargo, al analizar los factores (temperatura y presion) de
forma individual, podemos deducir que la temperatura no tuvo influencia significativa

entre los tratamientos.

Este comportamiento es semejante a los resultados obtenidos en trabajos
anteriores; Galan, Nienaber y Schwartz (1999) la oleorresina de pimiento obtenida
durante la etapa de alta presién tuvo un rendimiento de aproximadamente el 30%.
Aguiar (2015), en su trabajo “valoracion pimientos Capsicum nativos de Brasil con el
uso de tecnologia supercritica: extraccion y encapsulacion”, reporté que los valores
mas altos de rendimiento entre las condiciones estudiadas se obtuvieron a 25 MPa y
40 ° C (13,6%). Gavilan (2016), indica que si aumenta la presién se observa asi
mismo el incremento en la solubilizacion y extraccion de oleorresina, pero disminuye
al aumentar la temperatura en el trabajo “fectos de la Presion y Temperatura
Durante la Extraccion supercritica con dioxido de carbono y alcohol etilico sobre
Capsaicinoides del aji especial” reporté que la mejor adquisicion del extracto
obtenido por las venas del aji especial por extraccién supercritica fue 13,337 %
extraidos a 400 bar y 40°C. Cabrera (2019) indica que la rentabilidad del extracto es
directamente proporcional a la presién de los factores y al tiempo. Al aumentar la
presion y el tiempo asciende la magnitud de extracto recolectado. Por otro lado, la
temperatura es inversamente proporcional a la magnitud de la respuesta, lo que da
como resultado una disminucion del rendimiento durante los aumentos de
temperatura. Segun Daood, Gnayfeed, Mészaros y Biacs (2002) la extraccion por
diéxido de carbono por encima de su punto critico y la presion mayores a 300 bar
ayudan a la solubilizacion del extracto. Esto debido al aumento de transmisién de
masa y ausencia de los solutos de las matrices (Del Valle, De la Fuente y Cardarelli,
2004).

4.3. Andlisis de la composicién quimica de los extractos

4.3.1.Determinacion del contenido de compuestos fendlicos (TPC)

Se examind el impacto tanto de presion como de la temperatura en el contenido
total de compuestos fendlicos del aji charapita (Capsicum frutescens). En la figura 9
y 10, Podemos analizar que al crecer la presion y descender la temperatura se
obtuvo concentraciones de compuestos fendélicos mayores a 4,5 mg GAE/gramo de
Materia prima. En el Anexo II-2 podemos deducir que la presion en el rango de 200-

250 bar tiene un efecto positivo en el contenido de compuestos fendlicos.

En el ANOVA sobre la cantidad de fenoles (Anexo 1ll-2) podemos analizar que la
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temperatura influyd significativamente (p<0.05) sobre la cantidad de componentes
fendlicos, lo que sugiere que para logar la optimizacion del procedimiento para

obtener estos compuestos se tiene que variar la temperatura.

Semejante a lo descrito por Péreza, Ruiz, Gilc, Blanchb y Flores (2015), en el cual
describen que el contenido de compuestos fendlicos (TPC) tiende a incrementar con
el aumento de presion; en su trabajo con semillas de uva alcanzaron mayor
actividad fendlica a 300 bar y 40 °C (2 +3 mg GAE por g) mientras que el valor mas
bajo de TPC fue a 200 bar y 60 °C (31 mg GAE por g). Pasquel, Fonseca, Barbero,
Rezende y Martinez (2019) mencionan que contenido fendlico aumenta con la
temperatura en la extracciébn con fluidos supercriticos, debido a que dichos
compuestos se solubilizan méas facilmente a altas temperaturas. En su trabajo con
bagazo de mora (Rubus sp.) la concentracién fenélica mas alta (4.44 + 0,30 mg
GAE / g de extracto) fue a 200 bar y 60-C. Sin embargo, las diferencias pueden
indicar factores especificos de la planta (origen genético), lo que lleva al hecho de
gue la composiciéon de estas sustancias difiere no solo entre diferentes especies,
sino también entre cultivares del mismo producto. (Barberan, 2003).

Grafica de interaccion para Fenoles
Medias zjustadas

Temperatura * Presion (bar Presidn

£ [bar
—&#— 1500

—— 2000

- - 250.0

4.5

4.0

35

Media de Fenoles

3.0

400 E0.0 60.0

Temperatura

Figura 8. Grafica de interaccion de Temperatura (°C) y presion (bar) para fenoles

37
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4.3.2. Determinacion de actividad antioxidante por el procedimiento ABTS y
DPPH.

Comparando los métodos, podemos deducir que siguiendo el procedimiento ABTS
existe mayor concentracion de antioxidantes; a continuacién, en la figura 11A,
podemos definir que a elevada temperatura y presién se increment6 la cantidad de
compuestos antioxidantes extraidos, donde el pico mas alto fue de 8.108 umol TE/g
materia seca a 60° C y 250 bar. Asimismo, la figura 11B nos muestra que a una
temperatura de 40 y 60 °C con una presion de 250 bar respectivamente, hubo
mayor actividad antioxidante (0.02 TEAC pmol TE/g materia seca). El resultado de
DPHH es menor que el de ABTS, lo que se debe a la mayor sensibilidad de
deteccion de ABTS, la interferencia de longitud de onda y la coloracion del extracto,
es decir, a mayor color coloracién, menos es el descenso de absorbancia, por ende,
es inferior la actividad de antioxidantes (Arnao, 2001). Las mayores actividades
antioxidantes en los dos métodos fueron obtenidas a altas presiones vy
temperaturas, semejante con los resultados obtenidos por Pasquel, Fonseca,
Barbero, Rezende y Martinez (2019) en el cual concluyeron que el incremento de la
actividad antioxidante tuvo mayor evidencia a altas temperaturas, lo que se atribuye
gue los componentes causantes sobre la actividad antioxidante suelen ser mas

solubles a altas temperaturas, sin degradacion térmica.

En Anexo 1I-3A podemos deducir que por el método ABTS la temperatura en un
rango de 50-60°C tiene un efecto positivo para la obtencion de estos compuestos

antioxidantes. Sin embargo, que por el método DPPH se puede apreciar un efecto
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negativo para el factor temperatura por lo que la actividad antioxidante disminuye al
cambiar la temperatura de 40 a 60°C, pero un efecto positivo para el factor presion
en un rango de 200-250 bar (Anexo 11-3B).

En el ANOVA sobre la capacidad antioxidante a través del método ABTS (Anexo llI-
3A) podemos analizar que los factores temperatura y presion influyeron
significativamente (p<0.05) en la actividad antioxidante.

El ANOVA sobre la capacidad antioxidante a través del método DPPH (Anexo IlI-
3B) ponemos analizar que las variables temperatura y presion no influyeron
significativamente (p<0.05) sobre la existencia de antioxidantes; sin embargo, en la
interaccion, es decir, al aplicar simultdneamente estos factores (temperatura *

presion) influyd significativamente (p<0.05) en los antioxidantes.

Grafica de interaccién para CA - ABTS

(A) Medias ajustadas
Temperatura * Presion (bar Presidn
{bar
a1 —®— {500
—B— 2000
-4%- 2500
puld
m 7
=a
o
J
=1}
= 6
3
=
=1}
=
5
4- T T T
4000 500 &0.0
Temperatura
Grafica de interaccion para CA - DPPH
Medias gjustadas
Temperatura * Presion (bar Presidn
0.020 foar
—&— 1500
—B— 2000
-#- 2500
T 0018
o
(=8
=Y
< 0.0157
U
@
-
1+
T 0014
il
(B) =
0012
0.010 :

400 500 60.0

Temperatura

39



Grafica de contorno de CA - ABTS vs. Temperatura (°C); Presian (bar)
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CONCLUSIONES

Una técnica novedosa es la extraccion a través de fluidos supercriticos, utilizada para la
produccién de oleorresinas, logrando asi sustituir métodos convencionales de extraccion.
El principal logro de esta investigacién esta aplicando la metodologia de extraccién
aplicando fluidos supercriticos a fin de mejorar las condiciones operacionales de
extraccion del aji charapita (capsicum frutescens).

Se analiz6 el predominio de la temperatura y presion sobre el rendimiento de los
extractos, cantidad de fenoles y capacidad antioxidante a través de dos métodos ABTS y
DPPH, en cuanto al rendimiento global se concluye que la presion tuvo influencia
significativa en obtencién de los extractos, se evidenci6é que al disminuir la temperatura y
ascender la presion se obtiene mayor rendimiento del extracto, el pico mas alto fue de
10.86 % extraidos a 40°C y 250 bar.

Los fenoles poseen actividades biolégicas que incluyen la regulacibn de mecanismos
relacionados con el control de glucosa y otros que ayudan al ser humano. Referente a la
extraccion de estos compuestos se visualiz6 mayor recuperacion a 40 ° C y 250 bar,
logrando obtener 4.847 mg GAE/ g Materia seca, la temperatura tuvo significancia en la
adquisicion de fenoles.

Mientras tanto que, las respuestas conseguidas por la evaluacion de la capacidad
antioxidante a través del método ABTS nos indica que la temperatura y presion tienen
influencia significativa entre los tratamientos, a diferencia del método DPPH que estos
factos no influyeron significativamente en la obtencién de dichos compuestos; sin
embargo, para ambos métodos DPPH y ABTS, al aplicar simultAaneamente temperatura y
presion estos influyen significativamente en la actividad antioxidante, asi mismo se
concluye que el método ABTS tiene mayor efectividad a la hora de extraer compuestos

antioxidantes debido a la sensibilidad del ensayo.
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RECOMENDACIONES

Se alienta a los estudios futuros a investigar los modelos matematicos disponibles para la
cinética de extraccion, asi determinar como varian los factores cinéticos con las
condiciones estudiadas.

Se aconseja llevar a cabo estudios cuyo interés determine proporcionalmente el nimero
de capsaicinoides contenidos en extractos obtenidos del aji charapita para profundizar
este trabajo.

Se propone proseguir con la investigacion con el objetivo de inventar un patrén en base a
la capsaicina con la finalidad de emplear sus propiedades benéficas como analgésicos y
antiinflamatorios. Asi mismo, llevar a cabo un estudio de efectividad de la muestra para

asi saber su factibilidad.
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ANEXO - |

1- Materia prima: Aji charapita

2- Determinacién de humedad

e Materia prima fresca

2g de muestra
sometido a 105 °C
por 60 min.

e Materia prima seca mediante liofilizacion y triturada

2g de muestra
sometido a 105 °C

por 60 min.
|
I )
| 4
3- Determinacion de cenizas
3g de muestra.
Mufla a 550°C por
24 horas
N
[ )
| 4

4- Extraccion por fluidos supercritico.
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e Acondicionamiento de la materia prima

Materia prima

Muestra final

5 g de muestra

Secado mediante liofilizacion
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Trituracion de
la muestra

Unidad de extraccion

e Extraccién obtenidos del aji charapita por fluidos supercritico.

Obtencion de
extractos




5- Determinacién de compuestos fenoles y actividad antioxidante
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1- Rendimiento global:

Presién

ANEXO -1l

Medias de datos

Grafica de efectos principales para Rendimiento

Efectos principales de la temperatura y
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tioxidante por el método ABTS Y DPPH

A) Método ABTS: Efectos principales de la temperatura y presion

Grafica de efectos principales para CA - ABTS

Medias ajustadas

Temperatura {*C) Presian (bar)

7.0

Media de CA - ABTS

40 50 a0 150 200 250

B) Método DPPH: Efectos principales de la temperatura y presion

Grafica de efectos principales para CA - DPPH
Medias ajustadas

Media de CA - DPPH

Temperatura (*C) Presign (bar)
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0.015 1

40 50 80 150 200 250



52

ANEXO - lI
1- Rendimiento global:
ANOVA
Variable dependiente: RENDIMIENTO DEL EXTRACTO
Tipo Il de suma de Cuadratico Eta parcial al
Origen cuadrados gl promedio F Sig. cuadrado
Modelo corregido 17,4292| 8 2,179 6,648 | ,005 ,855
Interceptacion 6217,716 | 1 6217,716 | 18972,557 | ,000 1,000
temperatura 1,806| 2 ,903 2,755,117 ,380
presion 3,548 | 2 1,774 5,413,029 546
temperatura * presién 12,075 4 3,019 9,212,003 ,804
Error 29491 9 ,328
Total 6238,095 | 18
Total corregido 20,378 |17
a. R al cuadrado = ,855 (R al cuadrado ajustada = ,727)
Comparaciones multiples
Variable dependiente: RENDIMIENTO DEL EXTRACTO
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
(I) PRESION DE (J) PRESION DE Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION EXTRACCION medias (I-J) estandar | Sig. inferior superior
150,00 200,00 -,6163 ,33052 | ,204 -1,56391 ,3065
250,00 4677 ,33052 | ,374 -,4551 1,3905
200,00 150,00 ,6163 ,33052 | ,204 -,3065 1,5391
250,00 1,0841 ,33052 | ,023 , 1613 2,0069
250,00 150,00 -, 4677 ,33052 | ,374 -1,3905 ,4551
200,00 -1,0841" ,33052 | ,023 -2,0069 -,1613

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = ,328.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.



Comparaciones multiples
Variable dependiente: RENDIMIENTO DEL EXTRACTO
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HSD Tukey
Intervalo de confianza
al 95%
() TEMPERATURA DE (J) TEMPERATURA DE Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION EXTRACCION medias (I-J) estandar | Sig. | inferior superior
40 50 -,7050 ,33052 1,138 -1,6278 ,2178
60 -,6330 ,33052 1,190 -1,5558 ,2898
50 40 ,7050 ,33052 1,138 -,2178 1,6278
60 ,0720 ,33052 | ,974 -,8508 ,9948
60 40 ,6330 ,33052|,190 -,2898 1,5558
50 -,0720 ,33052 | ,974 -,0948 ,8508
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = ,328.
2- Fenoles:
ANOVA
Variable dependiente: COMPUESTOS FENOLICOS
Tipo Il de suma Cuadratico Eta parcial al
Origen de cuadrados gl promedio F Sig. cuadrado
Modelo corregido 8,1622 8 1,020 2,571 ,091 ,696
Interceptacion 191,688 1 191,688 483,126 ,000 ,982
temperatura 4,700 2 2,350 5,922 ,023 ,568
presion 1,858 2 ,929 2,342 ,152 342
temperatura * presién 1,604 4 ,401 1,011 451 ,310
Error 3,571 9 ,397
Total 203,421 18
Total corregido 11,733 17

a. R al cuadrado = .696 (R al cuadrado ajustada = .425)




Variable dependiente:

Comparaciones multiples
COMPUESTOS FENOLICOS
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HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
(I) PRESION DE (J) PRESION DE Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION EXTRACCION medias (I-J) estandar__| Sig. inferior superior
150,00 200,00 -,6083 ,36367 | ,267 -1,6237 ,4070
250,00 ,1283 ,36367|,934 -,8870 1,1437
200,00 150,00 ,6083 ,36367 | ,267 -,4070 1,6237
250,00 , 7367 ,36367 | ,162 -,2787 1,7520
250,00 150,00 -,1283 ,36367|,934 -1,1437 ,8870
200,00 -, 7367 ,36367 | ,162 -1,7520 ,2787
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = .397.
Comparaciones multiples
Variable dependiente: COMPUESTOS FENOLICOS
HSD Tukey
Intervalo de confianza
al 95%
() TEMPERATURA DE (J) TEMPERATURA DE Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION EXTRACCION medias (I-J) estandar | Sig. | inferior superior
40 50 -,2000 ,36367 | ,849 -1,2154 ,8154
60 -1,1700" ,36367 | ,026 -2,1854 -,1546
50 40 ,2000 ,36367 | ,849 -,8154 1,2154
60 -,9700 ,36367 | ,061 -1,9854 ,0454
60 40 1,1700" ,36367 | ,026 ,1546 2,1854
50 ,9700 ,36367],061 -,0454 1,9854

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .397.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.



3- Actividad antioxidante por el método ABTS Y DPPH
A) Método ABTS:
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ANOVA
Variable dependiente: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE METODO ABTS
Tipo Il de suma de Cuadratico Eta parcial al
Origen cuadrados gl promedio F Sig. cuadrado
Modelo corregido 24,6892 8 3,086 4,619,017 ,804
Interceptacion 435,787 | 1 435,787 | 652,287 | ,000 ,986
temperatura 12,151 2 6,076 9,094 | ,007 ,669
presién 2,053| 2 1,026 1,536,267 ,255
temperatura *
y 10,484 4 2,621 | 3,923,041 ,636
presion
Error 6,013| 9 ,668
Total 466,488 | 18
Total corregido 30,701 )17
a. R al cuadrado = .804 (R al cuadrado ajustada = .630)
Comparaciones multiples
Variable dependiente: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE METODO ABTS
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
(I) PRESION DE (J) PRESION DE Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION EXTRACCION medias (I-J) estandar | Sig. inferior superior
150,00 200,00 ,0161 ,47191 | ,999 -1,3015 1,3337
250,00 -, 7082 ,47191 | ,335 -2,0258 ,6093
200,00 150,00 -,0161 47191 1,999 -1,3337 1,3015
250,00 -, 7243 47191 ,321 -2,0419 ,5933
250,00 150,00 ,7082 47191 1,335 -,6093 2,0258
200,00 7243 /47191 | 321 -,5933 2,0419

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .

668.



Comparaciones multiples
Variable dependiente: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE METODO ABTS
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HSD Tukey
Intervalo de confianza
al 95%
() TEMPERATURA DE (J) TEMPERATURA DE Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION EXTRACCION medias (I-J) estandar | Sig. | inferior superior
40 50 -1,7603" 47191 1,012 -3,0779 -, 4427
60 -,0353 ,471911,997| -1,3528 1,2823
50 40 1,7603" ,471911,012 4427 3,0779
60 1,7251 ,471911,013 ,4075 3,0426
60 40 ,0353 ,471911,997 | -1,2823 1,3528
50 -1,7251" ,471911,013 -3,0426 -,4075
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = .668.
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
B) Método DPPH:
ANOVA
Variable dependiente: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE METODO DPPH
Tipo Il de suma de Cuadrético Eta parcial al
Origen cuadrados gl promedio F Sig. cuadrado
Modelo corregido 111,7782| 8 13,972 5,589 [ ,009 ,832
Interceptacion 4966,722| 1 4966,722 1 1986,689 | ,000 ,995
temperatura 5,444 2 2,722 1,089 (,377 , 195
presion 10,778 2 5,389 2,156,172 324
temperatura *
] 95,556 | 4 23,889 9,556 | ,003 ,809
presion
Error 22,500 9 2,500
Total 5101,000 |18
Total corregido 134,278 | 17

a. R al cuadrado = .832 (R al cuadrado ajustada = .683)



Variable dependiente:

Comparaciones multiples
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE METODO DPPH
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HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
(I) PRESION DE (J) PRESION DE Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION EXTRACCION medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
150,00 200,00 -1,8333 ,91287 | ,166 -4,3821 , 7154
250,00 -,5000 ,91287 | ,850 -3,0487 2,0487
200,00 150,00 1,8333 ,91287 | ,166 -, 7154 4,3821
250,00 1,3333 ,91287 ] ,353 -1,2154 3,8821
250,00 150,00 ,5000 ,91287 | ,850 -2,0487 3,0487
200,00 -1,3333 ,91287 | ,353 -3,8821 1,2154
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = 2.500.
Comparaciones multiples
Variable dependiente: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE METODO DPPH
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
() TEMPERATURA DE (J) TEMPERATURA Diferencia de Error Limite Limite
EXTRACCION DE EXTRACCION medias (I-J) estandar | Sig. inferior superior
40 50 ,0000 ,91287 | 1,000 -2,5487 2,5487
60 1,1667 ,91287 | ,441 -1,3821 3,7154
50 40 ,0000 ,91287 11,000 -2,5487 2,5487
60 1,1667 ,91287 | ,441 -1,3821 3,7154
60 40 -1,1667 91287 | ,441 -3,7154 1,3821
50 -1,1667 ,91287 | ,441 -3,7154 1,3821

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 2.500.
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