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RESUMEN

El creciente interés por plantas con propiedades terapéuticas ha ido incrementado
mundialmente en los ultimos afios. El uso de estas plantas es generalmente a través de
extractos obtenidos por métodos tradicionales como por ejemplo la extraccion por
maceracion, esta técnica presenta algunas desventajas con relacién al rendimiento y
empleo de gran cantidad de disolventes. En ese sentido, este trabajo, presenta como
alternativa, el empleo de la técnica de extraccién por ultrasonido, con el intuito de evaluar
la influencia de la proporcién etanol/agua en los extractos. Asimismo, el objetivo principal
de este trabajo fue determinar el contenido de compuestos fendlicos y capsaicina
presentes en los extractos de aji charapita naranja (Capsicum frutescens), empleando la
técnica de extraccion por ultrasonido. Este trabajo se realizé en las instalaciones del
Laboratorio de Ingenieria de Procesos, que pertenece a la facultad de Ingenieria
Agroindustrial. Cabe sefialar, que el disefio experimental que se utilizo fue el de Box-
Behnken, donde se estudiaron tres variables independientes: proporcion etanol/agua
(25:75, 50:50 y 75:25 %v/v), tiempo de extraccion (3, 6 y 9 min) y potencia aplicada (270,
360 y 450 watts). El estudio de las variables independientes sobre el rendimiento global
(12.33 + 0.13%), contenido de compuestos fendlicos (31.65 + 0.24 mg EAG/gramo de
materia prima), capacidad antioxidante por el método de DPPH (54.87 + 1.69 umol
TE/gramo de materia prima) y ABTS (2966.53 £ 7.86 umol TE/gramo de materia prima),
mostraron cierta influencia es los resultados observados. La mayor concentracion de
capsaicina (184.76 + 7.33 mg/mL) se encontré a una proporcién de Etanol/agua de 50/50
(%v/v), tiempo de extraccion de 3 minutos y potencia aplicada de 450 watts. En ese sentido,
se observé que el empleo del ultrasonido removié los compuestos bioactivos de forma mas
eficiente. Esta remocion eficiente, se debi6 a los efectos fisicos que causa el ultrasonido

en las paredes intracelulares de la materia prima.

Palabras clave: Ultrasonido, Capsaicina, compuestos bioactivos, Box-Behnken
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ABSTRACT

In the last few years, the growing interest for plants with therapeutic properties has been
increasing worldwide. The use of these plants is generally through extracts obtained by
traditional methods such as extraction by maceration, a technique that has some
disadvantages in relation to yield and the use of large amounts of solvents. In this sense,
this work presents the use of the ultrasound extraction technique as an alternative, in
order to evaluate the influence of the ethanol/water ratio in the extracts. Likewise, the
main objective of this work was to determine the content of phenolic compounds and
capsaicin present in the extracts of orange charapita bell pepper (Capsicum frutescens),
using the ultrasound extraction technique. This work was carried out in the facilities of
the Process Engineering Laboratory, which belongs to the Faculty of Agroindustrial
Engineering. The experimental design used was the Box-Behnken one, where three
independent variables were studied: ethanol/water ratio (25:75, 50:50 and 75:25 %v/v),
extraction time (3, 6 and 9 min) and applied power (270, 360 and 450 watts). The study
of the independent variables on overall yield (12.33 + 0.13%), phenolic compound
content (31.65 + 0.24 mg EAG/gram of raw material), antioxidant capacity by the DPPH
method (54.87 = 1.69 umol TE/gram of raw material) and ABTS (2966.53 + 7.86 umol
TE/gram of raw material), showed some influence on the observed results. The highest
concentration of capsaicin (184.76 + 7.33 mg/mL) was found at an Ethanol/water ratio
of 50/50 (%v/v), extraction time of 3 minutes and applied power of 450 watts. In this
sense, it was observed that the use of ultrasound removed the bioactive compounds
more efficiently. This efficient removal was due to the physical effects caused by

ultrasound on the intracellular walls of the raw material.

Keywords: Ultrasound, Capsaicin, bioactive compounds, Box-Behnken.
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CAPITULO | ,
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

El interés en el uso de especies de plantas con propiedades terapéuticas en la medicina
popular no es nuevo. Sin embargo, gran parte de la rigueza de este material vegetal no se
ha evaluado completamente en estudios fitoquimicos y farmacol6gicos. Aunque, en el
ambito industrial, el uso de especies de plantas ya ocurre en la preparacién de una variada
gama de productos, a partir de los extractos y sus derivados, donde hay un uso directo de
estos principios (Teramoto et al., 2008). Sin embargo, aln necesita ser investigado sobre
los compuestos bioactivos presentes en estos materiales, buscando de esta forma su

mayor aplicacion en productos farmacéuticos, cosméticos y alimenticios.

Los procesos de desarrollo, produccién y uso de productos derivados de origen natural con
propiedades bioactivas han llamado la atencion, especialmente debido a sus aplicaciones
en las industrias: alimentaria, farmacéutica y cosmética. Entre estos procesos, la
extraccion asistida por ultrasonido ha sido ampliamente estudiada, con la ventaja principal

de ser una tecnologia barata y altamente selectiva.

“El género Capsicum se origina en zonas tropicales y humedas de América Central y del
Sur, pertenece a la familia Solanaceae e incluye ajies de importante valor econémico.
Existen mas de treinta especies de Capsicum, dentro de ellas al menos cinco estan
domesticadas: C. pubescens, C. baccatum, C. annuum, C. chinense y C. frutescens,
siendo las tres ultimas especies ampliamente difundidas y caracterizados por producir los
frutos mas picantes” (Stoica et al., 2016). “Los ajies picantes contienen altos niveles de
antioxidantes, vitaminas A, C y flavonoides” (Palma et al., 2015). “El picor caracteristico de
este género se produce por la acumulacion de un grupo de alcaloides, llamados
capsaicinoides, cuyos principales representantes son la capsaicina y la dihidrocapsaicina”
(Reyes-Escogido et al, 2011), el resto corresponde a nordihidrocapsaicina,

homocapsaicina y homodihidrocapsaicina (Fernandez-Barbero, 2007).

Estos compuestos capsaicinoides estan relacionados a muchas actividades biologicas
como antiinflamatorios (Spiller et al., 2010), antioxidantes (Bogusz et al., 2018),
antitumorales (Chapa-Oliver & Mejia-Teniente, 2016) y contienen ciertas propiedades que
favorecen a la pérdida de peso (Varghese et al., 2017), todos estos efectos sugieren que

una ingesta regular de capsaicinoides es beneficioso para la salud (Hardy, 2000).

La extraccion de estos compuestos presentes en la especie Capsicum, pueden ser
realizados por varios métodos. La literatura presenta diversos “métodos para la extraccién

de compuestos bioactivos a partir de matrices vegetales, como: la extraccion a baja presién
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con solventes organicos” (Maity et al., 2013; Sprenger & Cass, 2013), “la extraccion asistida
por ultrasonido (EAU)” (Sahin & Samli, 2013), “extraccién asistida por microondas (MAE)”
(Prakash Maran et al., 2013), “extraccion con liquidos presurizados” (PLE) (Machado et al.,
2015; Paes et al., 2014) y la “extraccion con fluido supercritico (SFE)” (Barrales et al., 2015;
De Aguiar et al., 2013; Pasquel Reéategui et al., 2014).

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es una técnica efectiva en la obtencién de
extractos de alta pureza. El proceso de EAU ejerce ondas de choque y fuerza
hidrodinamica hacia la superficie sélida, permitiendo una alta introduccién del solvente en
la matriz celular (Yolmeh et al., 2014). Ademés, es considerado como un método ecoldgico
por lo simple, barato, bajo en consumo de energia y permite la extraccion de compuestos
activos a partir de residuos agroindustriales, productos naturales, entre otros (Carrera et
al., 2012). En vista de todas las ventajas presentadas por la técnica EAU, es necesario que
esta técnica sea evaluada para la extraccion de compuestos bioactivos presentes en el

Capsicum frutescens.

1.1. Formulacion del problema de investigacién

¢Es posible gue la técnica de extraccion asistida por ultrasonido ayuda a maximizar la
recuperacion de compuestos bioactivos presentes en el extracto del aji Charapita naranja

(Capsicum frutescens)?

1.2. Hipotesis de investigacion

Ho: No existe influencia de las condiciones de extraccion por ultrasonido sobre el
rendimiento global de extraccion (Xo), contenido de fendlicos, antioxidantes y capsaicinas

en los extractos de aji charapita naranja (Capsicum frutescens).

Hi: Existe influencia de las condiciones de extraccion por ultrasonido sobre el rendimiento
global de extraccion (Xo), contenido de fendlicos, antioxidantes y capsaicinas en los

extractos de aji charapita naranja (Capsicum frutescens).

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Determinar el contenido de compuestos fendlicos, antioxidantes y capsaicinas en los
extractos de aji charapita naranja (Capsicum frutescens), empleando la técnica de

extraccion asistida por ultrasonido.
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1.3.2. Objetivos especificos

Caracterizar la materia prima en términos de su compaosicion centesimal.

2. Evaluar la influencia de la proporcién Etanol/Agua (25:75, 50:50 y 75:25 %v/v), tiempo
de extraccion (3, 6 y 9 min) y potencia aplicada (270, 360 y 450 Watts) en el rendimiento
global de extraccion (Xo).
Determinar el contenido de compuestos fendlicos presente en los extractos.
Determinar la capacidad antioxidante por los métodos de DPPH y ABTS presente en los
extractos.

5. Determinar la concentracién de capsaicina presente en los extractos.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes de la investigacion

Santos et al. (2014) en su trabajo sobre “Extraccion de aji (Capsicum frutescens L.) a baja
presion asistido por ultrasonido”, a potencias (200 a 600 Watts) y temperaturas (40 a 60
°C), respectivamente, y un tiempo de extraccion de 20 minutos, demostraron que la

aplicacion de ondas ultrasénicas aumenté el rendimiento global.

Dias et al. (2016) en su trabajo sobre “Efecto del ultrasonido en la extraccién con CO-
supercritico de compuestos bioactivos de dedo de moca (Capsicum baccatum L.)",
utilizando cosolventes metanol y etanol a temperaturas de 40, 50 y 60 °C con potencias
ultrasénicas de 150, 300 y 450 W/cmz2, aumentaron el rendimiento de extraccion global
hasta un 26%, de igual manera los compuestos fendlicos totales, capacidades
antioxidantes (DPPH y FRAP), sin embargo, intensidades mas altas redujeron sus

recuperaciones.

Dias et al. (2017) en su trabajo de investigacion “Extraccion asistida por ultrasonido de
compuestos bioactivos de dedo de pimiento mocga (Capsicum baccatum L.): Efectos en la
matriz vegetal y modelado matematico”, observaron que al secar una muestra fresca al
horno a 70 £ 2 °C durante 24 h y triturado en un molino de cuchillos, intensificaron la

transferencia de masa durante las extracciones.

Civan y Kumcuoglu (2019) en su trabajo “Extraccion verde asistida por ultrasonido de
carotenoides y capsaicinoides de la pulpa de pasta de pimiento picante”, emplearon la
extraccion asistida por ultrasonido (EAU) sobre el aceite de oliva refinado, para optimizar
las condiciones de extraccion. Asimismo, afirmaron que la EAU tienen mas ventajas que
la extraccion por maceracion porque produce mayores cantidades de extracto en un tiempo

mas corto.

Chuichulcherm et al. (2013) estudiaron la extraccion de capsaicinoides mediante
extraccion asistida por microondas (MAE) y extraccion asistida por ultrasonido (EAU), en
comparacion con el método tradicional Soxhlet, utilizando ajies secos (Capsicum
frutescens), donde obtuvieron 5.28 mg/g de aji en la MAE y 4.01 mg/g de aji en la EAU,
respectivamente Sin embargo el ultrasonido requiri6 un consumo minimo de energia,
llegando a la conclusion que la EAU fue el método mas Optimo para la extraccion de

capsaicinoides.
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Hernandez y Velazquez (2018) en su trabajo “Extraccion y caracterizacion de
capsaicinoides a partir de desechos orgénicos de la industria de jalapefio verde (Capsicum
annztum L.)”, utilizaron dos solventes (etanol y acetonitrilo) para la extraccién por
ultrasonido, con una relacién: muestra-solvente (1:10 y 1:20 g/ml), temperatura estandar
de 50°C y tiempos de extraccién (20 — 40 min), concluyendo que el mayor rendimiento
observado fue de 11.53 %, con una concentracién de capsaicinoides de 0.32 g/g. Las
condiciones 6ptimas fueron 1:10 g/ml, con una mezcla de 80% de etanol y 20% de

acetonitrilo, a un tiempo de 30 min.

2.2.Fundamentos teéricos

2.2.1. Materia-Prima
2.2.1.1. Capsicum frutescens

“El género Capsicum tuvo su origen en la zona andina y selvatica de Peru y de Bolivia,
zona conocida como alto Peru; también, incluye la cuenca del Lago Titicaca, que hoy
pertenece a Bolivia. Desde donde se distribuyd al resto de América del Sur y Centro
Ameérica, gracias a las corrientes de los rios y las aves migratorias, que hicieron las labores
de propagacion natural. Con el descubrimiento de América y los viajes entre continentes,

llegd a Europa y se expandio al resto del mundo” (Riva, 2019).

“La Amazonia peruana cuenta con una diversidad de especies de ajies, unas mas picantes
gue otras, siendo el género Capsicum frutescens cominmente conocido como aji charapita
o charapdn, el méas aceptable por su picor, sabor, aroma, alto contenido de capsaicinoides
(629.4 mg/100 g), vitamina E, flavonoides, carbohidratos, grasas, quercetina y capacidad

antioxidante” (Jager et al., 2013). Conforme se muestra en la Figura 1.

Figura 1.

Fruto del aji charapita naranja
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“El aji charapita presenta alto contenido de acido ascorbico (vitamina C), valor que incluso
es sobresaliente al de los citricos como la del limén, naranja, toronja, etc.” (Lépez et al.,
2011). Segun los andlisis dietéticos practicados por el departamento de Nutricion del
Ministerio de Salud del Pera (1978), el aji presenta los siguientes valores nutricionales,

conforme se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1

Valor nutricional de 100 gramos de parte comestible

Componentes en 100 g Minimo Méaximo
Agua 20.79 93.1g
Hidratos de Carbono 5.30g 63.89
Proteinas totales 0.80g 6.70g
Fibra bruta 1.40g 23.20g
Cenizas totales 0.60g 7.10g
Calcio 7.00mg 116.00mg
Fosforo 31.00mg 200.00mg
Hierro 1.30 mg 15.10 mg
Tiamina 0.03mg 1.09mg
Riboflavina 0.07mg 1.73mg
Vit. C 14.40mg 157.50mg
Capsaicina* 150.00mg 335.00mg

Fuente: Rodriguez Oré (2016).

Se incluyen 23 especies que se conocen dentro del género Capsicum, de las cuales solo
cinco son cultivadas: Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum frutescens,
Capsicum pubescens y Capsicum chinense. La especie mas reconocida y por ende la mas

estudiada es la Capsicum annuum.
2.2.1.2. Compuestos presentes en los ajies

Los ajies presentan diversos compuestos, algunos de ellos son propiedades antioxidantes
y biolégicas. De acuerdo con Howard et al. (2000) “los niveles de estos compuestos pueden
variar dependiendo de la variedad del aji, estado de maduracion y de las condiciones de
crecimiento”. Ademas, “la coloracion roja y naranja de los ajies nos indican que es un
alimento rico en carotenoides, vitamina C, vitamina A y Licopeno. Asimismo, entre los

compuestos con marcadas propiedades bioldgicas se puede mencionar a los carotenoides”
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(Collera-zZuiiga et al., 2005; Méarkus et al., 1999), vitamina A (Kidmose et al., 2006),
vitamina B (Leonard et al., 2001), vitamina C (Navarro et al., 2006), y vitamina E (Koch et
al., 2002; Osuna-Garcia et al., 1998), acidos fendlicos (Estrada et al., 2000), flavonoides
(Lee et al., 2005), compuestos volatiles (Zimmermann y Schieberle, 2000), capsaicinoides
(Iwai et al., 1979), y capsinoides (Yazawa et al., 1989).

“Los capsaicinoides son los compuestos que le dan el sabor picante a los ajies, los cuales
son un grupo de amidas acidas formadas a partir de la vanillilamina y acidos grasos de 8
y 13 atomos de carbono, entre los cuales se destaca la capsaicina. Por lo general, la
capsaicina es el compuesto mayoritario presente en los ajies picantes, sin embargo, no es
extrafio encontrar ajies en la cual el compuesto mayoritario es la dihidrocapsaicina”
(Zewdie & Bosland, 2001). En la Figura 2 se muestra la estructura del esqueleto de los

capsaicinoides.

H;C—O

HO

Figura 2.
Esqueleto de los capsaicinoides

Fuente: Fernandez Barbero (2007)

El capsaicinoide que se encuentra mayormente presente en los ajies picantes es la
capsaicina, ademas, provoca numerosos efectos bioldgicos. “El contenido de capsaicina
puede llegar al 1% del peso seco del aji. El consumo de la capsaicina y la dihidrocapsaicina
es muy elevado en productos alimenticios picantes, asi como también en la medicina ha
demostrado propiedades positivas contra la actividad carcinogénica” (Y.-J. & S.S., 1996),
antioxidante (Murakami et al., 2001), analgésico (Bernstein y Phillips, 2006) y anti-
inflamatorio (Kim et al., 2003; Park et al., 2000).

2.2.3. Técnicas de extraccion de capsaicinoides en ajies

La extraccion va consistir en la separacién de los compuestos de interés que se desea
cuantificar y analizar. En cada extraccion se obtiene un sistema complejo de compuestos
activos recuperados a partir de la aplicacion de diferentes técnicas. “Las extracciones son
llevadas a cabo empleando diversos disolventes organicos, como: metanol, etanol,
acetonitrilo, acetona, acetato de etilo y cloroformo” (Korel et al., 2002; Poyrazoglu et al.,
2005).
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2.2.3.2.1. Extraccion asistida por ultrasonido - EAU

La EAU “se basa en el empleo de la energia derivada de los ultrasonidos para facilitar la
extraccion, a partir de la muestra de los analitos, por el solvente organico seleccionado en
funcion de la naturaleza de los solutos a extraer. La aplicacién de los ultrasonidos en un
medio liquido provoca el fendbmeno de la «cavitacion»; durante la primera fase, la
depresion, se crea en el interior del liquido una infinidad de burbujas (cavidades); durante
la segunda fase, la compresion, la enorme presion ejercida sobre estos puntos hacen que
estos se compriman hasta hacerlos colapsar en si mismos (implosién) o simplemente
acumular energia para volver a pasar a la primera fase, con el consiguiente
desprendimiento de energia que a su vez imprime una velocidad o flujo dentro del fluido
produciendo un movimiento de masa. La extraccion se ve facilitada y acelerada gracias a
esa energia” (Fernandez-Barbero, 2007). De acuerdo con Shirsath et al. (2012) “la EAU
tiene como principal fuerza impulsora a la cavitacion acustica, capaz de inducir una serie
de compresiones y rarefacciones en las moléculas del solvente presente, provocando la
formacion de burbujas como consecuencia de los cambios de temperatura y de presion”,

conforme se muestra en la Figura 3.
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Figura 3.
Colapso de las burbujas y liberacién de material vegetal, causado por el ultrasonido
Fuente: Chemat et al. (2011).

El proceso de ultrasonido ejerce un efecto mecanico, permitiendo una mayor introduccion
del solvente en la matriz de la muestra, aumentando el area de superficie de contacto entre
la fase sdlida y liquida. Esto, acoplado con la transferencia de masa mejorada e
interrupcién significativa de células a través del colapso de la burbuja de cavitacion,

aumenta la liberacion de producto intracelular en el medio.
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CAPITULO IlI
MATERIALES Y METODOS

3.1.Ambito y condiciones de la investigacion
3.1.1. Contexto de la investigacion

La ejecucion de la tesis se desarrollé integramente en el Laboratorio de Ingenieria de
Procesos (LABIP) de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial, localizada en la ciudad
universitaria de la Universidad Nacional de San Martin.

El trabajo de investigacion propuesto evalué la influencia del ultrasonido sobre la
recuperacion de compuestos bioactivos a partir del aji charapita naranja (Capsicum
frutescens), proveniente del distrito de Pilluana, Provincia de Picota, Region San Martin.
La extraccion se realizé en ultrasonido de la marca (Biobase), donde se estudio la
proporcion etanol/agua (25:75, 50:50 y 75:25 %v/v), tiempo de extraccién (3, 6 y 9 min) y
potencia aplicada (270, 360 y 450 watts).

3.1.2. Control ambiental y protocolos de bioseguridad
No aplica para este trabajo de investigacion. Sin embargo, se siguieron todas las
indicaciones recomendadas para evitar inconvenientes en el desarrollo del proyecto.

3.1.3. Aplicacion de principios éticos internacionales

Durante la ejecucion del proyecto se respet6 todos los principios éticos internacionales

sugeridas por nuestra casa superior la Universidad Nacional de San Martin.

3.2.Sistema de variables
3.2.1. Variables principales

Dentro de las variables independientes y dependientes que se abordd en esta

investigacion, tenemos:
3.2.1.1 Variables independientes

. Proporcion Etanol/Agua (%ov/v) (25:75, 50:50 y 75:25).
. Tiempo de extraccién (min) (3, 6y 9)
. Potencia aplicada (watts) (270, 360 y 450)



24

3.2.1.2 Variables dependientes

. Rendimiento global de extraccién (Xo)

. Contenido de compuestos fendlicos (TPC)

. Capacidad antioxidante por los métodos (DPPH y ABTS)
. Concentracién de capsaicina (CC)

3.3 Procedimientos de la investigacion

El aji charapita naranja (Capsicum frutescens), fue recolectado en el distrito de Pilluana,
Provincia de Picota, Region San Martin. Después de la recoleccién se hizo una seleccion
para retirar materiales extrafios, posteriormente la materia prima fue sometida a secado a
60 ‘'C en una estufa (Memmert, modelo 600). A continuacién, la materia prima fue molida
en una licuadora (Oster, modelo BLSTKAG-RPB), con el objetivo de homogenizar las
particulas trituradas para mayor penetracion del solvente extractor y de esta forma
aumentar el rendimiento. Finalmente, el material triturado fue guardado en frascos de color
ambar, debidamente identificados y almacenado en una refrigeradora hasta el dia de las

extracciones, conforme se muestra en el anexo 1.

3.3.1. Caracterizacion de la materia prima

La caracterizacion quimica de la materia prima fue realizada en el Laboratorio de Ingenieria
de Procesos (LABIP) de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial. En ese sentido, la
humedad se determindé en una estufa (Memmert, modelo 600) a 105 ‘C, siguiendo el
método 930.04 (AOAC, 2019). Asimismo, las cenizas fueron determinadas en una mufla
(ISR, modelo JISMF-30T) 550 ‘C seglin el método 930.05 (AOAC, 2019). Los lipidos totales
se determinaron en un Soxhlet automatizado de la marca (Buchi, modelo Fatextractor E-
500) utilizando éter de petréleo como solvente, siguiendo el método 922.06 (AOAC, 2019).
Las proteinas se determinaron en un digestor de micro-Kjeldahl (Selecta, modelo PRO-
NITRO), siguiendo el método 978.04 (AOAC, 2019) y para el célculo se utilizé el factor de
6.25 para la conversion de nitrégeno en proteina. Asimismo, la fibra cruda se determiné
siguiendo el método 205.003 (NTP 2011). El porcentaje de carbohidratos se determiné por
la diferencia de la masa inicial de la materia prima (100g) y el total de la masa de proteinas,

lipidos, cenizas y humedad.

3.3.2. Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Los extractos se obtuvieron utilizando un ultrasonido de punta (Biobase), donde se
estudiaron la proporcion Etanol/Agua (25:75, 50:50 y 75:25 %v/v), tiempo de extraccion (3,
6 y 9 min) y potencia (270, 360 y 450 watts), siendo definidos de acuerdo con las
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limitaciones del equipo, conforme se muestra en la Tabla 2. El proceso de la extraccién por
ultrasonido se muestra en el anexo 2. Ademas, se fijo la cantidad de muestra en 3 gy el
volumen del solvente (etanol) en 25 mL. El disefio experimental empleado fue el Box-
Behnken, donde se evaluaron tres variables: proporcion etanol/agua (%v/v), tiempo de
extraccion (min) y potencia aplicada (watts). Cabe sefalar que para la variable
independiente (proporcién etanol/agua) se tom6 como referencia el “etanol de 96°”.
Asimismo, las variables respuestas que fueron evaluados por el disefio fueron el
rendimiento global (Xo), contenido de compuestos fendlicos (TPC), capacidad antioxidante
por los métodos (DPPH y ABTS) y la concentracion de capsaicina en los extractos (CC).
En la Tabla 3 se muestra los valores codificados y reales que fueron utilizados en el disefio

de Box-Behnken.

Tabla 2

Valores codificados y reales para el disefio de Box-Behnken

Niveles
Variables -1 0 1
(X1) proporcién etanol/agua (%v/v) 25/75 50/50 75/25
(X2) Tiempo de extraccion (min) 3 6 9
(X3) Potencia aplicada (watts) 270 360 450

Tabla 3

Disefo experimental tipo Box-Behnken con valores codificados y reales

X, = Experimento Variables codificadas Variables reales
X1 X2 X3 X1 X2 X3
1 -1 -1 0 25:75 3 360
2 +1 -1 0 75:25 3 360
3 -1 +1 0 25:75 9 360
4 +1 +1 0 75:25 9 360
5 -1 0 -1 25:75 6 270
6 +1 0 -1 75:25 6 270
7 -1 0 +1 25:75 6 450
8 +1 0 +1 75:25 6 450
9 0 -1 -1 50:50 3 270
10 0 +1 -1 50:50 9 270
11 0 -1 +1 50:50 3 450
12 0 +1 +1 50:50 9 450
13 0 0 0 50:50 6 360
14 0 0 0 50:50 6 360
15 0 0 0 50:50 6 360

Proporcion etanol/agua (%v/v); X, = Tiempo de extraccion (min); X3 = Potencia aplicada
(watts)
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Posterior a la extraccion los extractos fueron guardados en frascos ambar debidamente
rotulados y almacenados en un refrigerador (marca Samsung, modelo RT38K593058)

hasta el momento de los analisis.

3.3.3. Rendimiento global de extraccién (Xo)

“El rendimiento global de extraccion (Xo) se define como la raz6n maxima de soluto que
puede ser extraido a partir de una materia prima en determinadas condiciones de
temperatura, presion y solvente” (Pereira & Meireles, 2010). El porcentaje del rendimiento
de los extractos que se obtuvieron fue calculado relacionando la masa total de extracto
(Mextrato) Y la masa de la muestra en base seca (Mmuestra), de acuerdo con la Ecuacion 1.

XO — Mextracto

Mmuestra

Ecuacién 1

Cabe sefalar que la Mewao fue determinada retirando 8.0 mL a partir de los extractos
liquidos para ser colocados en frascos previamente pesados. A seguir, los frascos fueron
llevados a estufa convencional a 105 °C donde se dejaron hasta peso constante. En ese
sentido, el célculo de la Mexrato fue realizado a partir del volumen inicial de cada extracto.
Asimismo, los valores experimentales y predichos por el modelo se muestran en el anexo
3.

3.3.4. Analisis de la composicién quimica de los extractos

Los extractos obtenidos en cada experimento realizado, fueron guardados y almacenados
en una refrigeradora a una temperatura de -18°C, hasta el momento de los andlisis. Cabe
indicar que los valores experimentales y predichos por el modelo sobre la composicién

quimica de los extractos se muestran en el anexo 4,5,6y 7.
3.3.4.1. Compuestos fendlicos totales (TPC)

Segun Singleton et al. (1999), “la determinacién del contenido total de fendlicos presente
en los extractos fue realizado por el método espectrofotométrico de Folin — Ciocalteau, con
algunas adecuaciones para los extractos vegetales que se obtuvieron”. A los tubos de
ensayo se adiciono una alicuota de la solucion etanol/extracto y del reactivo de Folin-
Ciocalteu. Después de 5 minutos, se puso la solucién acuosa de carbonato de sodio 7%.
Las soluciones permanecieron durante 30 minutos en reposo, protegidas de la luz, y
finalmente la absorbancia se determin6 a 765 nm en un espectrofotometro

(Thermoscientific, modelo Genesys 50). La curva de calibracion fue construida utilizando



27

el patron de &cido gélico y los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes

de acido galico por gramo de extracto (mg EAG/g de extracto).

3.3.4.2. Actividad antioxidante (DPPH - 1.1-difenil-2-picrilhidrazilo)

La metodologia empleada esta basada en la captura de radicales libres, ademas es
considerado un método facil de utilizar ya que es rapido, practico y de buena estabilidad
Brand-Williams et al. (1995). EI DPPH tiene una absorbancia a 515 nm y su radical de
nitrégeno es estable y presenta un color violeta. Primero se preparé la curva de trolox con
el fin de representar el porcentaje de inhibicion versus la concentracion de trolox (UM). En
primer lugar, se preparo la solucién referencia “DPPH”, pesando 0.0985 g de DPPH en 50
mL de etanol. Posterior a la obtencion de la solucion DPPH se preparé una solucion
denominada de blanco (3.5 mL de etanol con 300 pL de la solucion de referencia) para ser
leido en un espectrofotometro de la marca (Thermoscientific, modelo Genesys 50) a 515
nm. La solucion denominada de blanco debe tener una absorbancia de 0.8 para que sea
utilizado para los analisis. No se prepararon diluciones, porque todas las absorbancias

estaban dentro del rango de la curva.

La determinacién del radical de nitrégeno se realiz6 poniendo en tubos, 500 L de la
solucion de solvente/extracto, posteriormente se afladieron 3 mL de etanol y finalmente se
colocd 300 pL de la solucion de referencia “DDPH”, que anteriormente fue estabilizado a
una absorbancia de 0.8. Las soluciones se dejaron en reposo por 45 minutos, protegidas

de la luz, la lectura se determiné a una absorbancia a 515 nm.

3.3.4.3. Actividad antioxidante (ABTS - &cido 2.2-azinobis (acido 3-etil-benzotiazolina-6-

sulfénico)

El método utilizado presenta cierta ventaja en comparacion a los otros métodos, debido
gue puede ser empleado para muestras solubles en agua y en grasa. En ese sentido, el

método empleado fue descrito por Re et al. (1999) con algunas modificaciones.

Para comenzar, se utilizé trolox como antioxidante de referencia, la cual fue diluida en
metanol y almacenado como una solucion estandar. A continuacion, se disolvié 0.0384 g
de ABTS y 0.00662 g de Persulfato de Potasio 2.45 mM separadamente en 3 mL de agua
destilada. Posteriormente se mezclé las dos soluciones en un balén volumétrico de 10 mL.
La mezcla se mantuvo por 16 horas en un lugar oscuro a 25 °C para que se puedan liberar
los radicales. La solucién ABTS se diluyé en etanol a una relacion 1:100 para verificar la
absorbancia de 0.70 a 734 nm antes de realizar los andlisis. Los antioxidantes en las
muestras se determinaron agregando 0.5 mL de extracto en una fiola de 10 mL con etanol.

A seguir se afiadié una alicuota de 20 pL de la solucién de etanol/extracto y 2 mL de la
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solucion ABTS. Las soluciones se mantuvieron en reposo por 6 minutos, protegidas de la

luz. Las lecturas se realizaron a una absorbancia de 734 nm.

3.3.4.3. Cuantificaciéon de capsaicina (CC)

La cuantificacion de capsaicina presente en los extractos de aji charapita naranja fue
realizado utilizando un espectrofotometro (Thermoscientific, modelo Genesys 50). Primero
se prepard una solucion reguladora a una concentracion de 1 mg/mL a partir del patrén de
capsaicina para determinar la absorbancia de la capsaicina, conforme se muestra en la
grafica del anexo 8. A continuacion, se diluyo 10 mg de patrén en 10 mL de etanol grado
HPLC, la solucién fue guardada en un frasco &mbar. A partir de la solucién reguladora se
prepar6 diluciones para la curva de calibracion a las siguientes concentraciones (0.02,
0.04, 0.06 y 0.08 mg/mL). Los célculos fueron realizados para un volumen de 2 mL. A
seguir se adiciono en un tubo de ensayo 400 pL de la solucién etanol/extracto y se
completé para un volumen de 2 mL, adicionando 1600 pL de etanol. Si la muestra se
encuentra concentrada, se recomienda hacer diluciones para que las absorbancias queden
dentro del rango de la curva de calibracion. Las absorbancias fueron determinadas en un
rango de 292 nm. Finalmente, el contenido de capsaicina en la muestra fue calculada

segun la Ecuacién 2, expresada en unidades de Scoville (US).

ug/cm? de capsaicina (de la curva tipo)

= ug . g Ecuacion 2
0,0667—=5 x concentracion final de la muestra —=
cm cm

Donde:

0.0667 = Es la concentracion teérica de capsaicina, la cual se utiliza como un factor de

conversion a unidades de Scoville.
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CAPITULOIV
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados de toda la parte experimental, donde partimos

de la caracterizacion de la materia prima, extraccién y caracterizacién de los extractos.

4.1. Caracterizacion de la materia-prima

La caracterizacion del aji charapita naranja se presenta en la Tabla 4, donde se muestra
los andlisis de lipidos, fibra cruda, cenizas, humedad, proteina total y el contenido de
carbohidratos. Cabe sefialar que no fueron encontrados en la literatura datos referidos a la
caracterizacion del aji charapita naranja. Todas las corridas experimentales fueron hechas

en triplicado.

Tabla 4

Caracterizacion centesimal del aji charapita naranja (seca y triturada)

Andlisis
Media + Desviacion estandar
(9/100 g de muestra seca Yy triturada)

Lipidos (%) 4.89 +0.014
Fibra cruda (%) 31.10 £ 0.007
Cenizas (%) 6.18 £ 0.092
Humedad (%) 3.86 £ 0.035
Proteina total (%) 13.58 £ 0.00
Carbohidratos (%) 71.4

El aji charapita estudiado en este trabajo presentan valores diferentes de cenizas, lipidos
y proteinas con relacién a otras variedades de aji del género Capsicum, como por ejemplo
(Capsicum baccatum, Capsicum annuum, Capsicum chinense). De hecho, estas
diferencias observadas podrian estar relacionadas a diversos procesos fisicos y factores
como las condiciones climéticas, indice de madurez y zonas de produccion, entre otras.
que influyen en las propiedades quimicas y fisicas del aji charapita naranja. En ese sentido,
podemos mencionar que nuestra materia prima presenta una buena fuente de nutrientes,
pudiendo ser aprovechados en la industria alimenticia (como ingrediente), industria

cosmética y la industria farmacéutica.
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4.2. Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Los ensayos de extraccién por ultrasonido fueron realizados tomando como base un
planeamiento experimental tipo Box-Behnken, de tres puntos centrales y doce diferentes
combinaciones de las variables independientes. La Tabla 5, muestra los valores
experimentales obtenidos en el laboratorio, donde se evalué la influencia de las variables
independientes: proporcion Etanol/Agua (%v/v), tiempo de extraccién (min) y potencia
aplicada (watts); sobre las variables independientes: rendimiento global (%), contenido de
compuestos fendlicos (mg EAG/gramo de materia prima), capacidad antioxidante (umol
TE/gramo de materia-prima) y concentracion de capsaicina (mg/mL). En los resultados
podemos observar el mayor rendimiento (12.33 + 0.13%). El contenido de compuestos
fendlicos (31.65 + 0.24 mg EAG/gramo de materia prima) y capacidad antioxidante por el
método de DPPH (54.87 £+ 1.69 ymol TE/gramo de materia prima) y ABTS (2966.53 + 7.86
pmol TE/gramo de materia prima). Asimismo, la mayor concentracién de capsaicina
(184.76 + 7.33 mg/mL) se encontr6 a una proporcion de Etanol/agua de 50/50 (%v/v),

tiempo de extraccion de 3 minutos y potencia aplicada de 450 watts.

Los datos experimentales que se muestran en la Tabla 5, fueron analizados con el software
Statistica, donde los resultados se generaron con un intervalo de confianza del 95%.

Finalmente se obtuvo un modelo polinomial, como se muestra en la Ecuacion 3.

Y = Bo + B1X1 + B2Xo + BaXs + 811X12 + Bsz22 T i B33X32 + B1oX1 X2
+ B13X1 X3 + B23XoXs Ecuacion 3
Donde:

Y = Variable respuesta

Bo = Constante fija

B1, B2 y B3 = Coeficientes de regresion para los términos de efecto lineal
Bi1, B22 y Bss = Términos del efecto cuadratico

Bi2, B13 y B2s = Términos del efecto de las interacciones

Los resultados que no tuvieron efecto significativo (p>0.05) en el modelo polinomial fueron
eliminados para ser incorporados en el residuo y asi obtener un modelo reducido. La
validez del modelo se verifico por el ANOVA y la regla del Fcacuado mayor al Fiapuiado- LaS
tablas de ANOVA se muestran en el anexo, en el siguiente orden: rendimiento global de
extraccion (Tabla 6), contenido de compuestos fendlicos (Tabla 7), capacidad antioxidante
por el método de DPPH (Tabla 8) y ABTS (Tabla 9), y la concentracion de capsaicina (Tabla
10).



Tabla 5

Resultados obtenidos por la extraccion asistida por ultrasonido

Materia prima — aji charapita naranja

) Yld cC CA (umol ET/g materia prima)
Experimento | Xj X2 | X3 TPC
(%) (mg/mL) DPPH ABTS
1 25/75 3 360 11.77 £ 0.27 30.25+1.36 171.95+8.19 48.69 + 1.59 1530.42 + 6.57
2 75/25 3 360 9.61+0.16 30.44 £ 0.17 181.71 + 3.02 51.21 £ 0.01 1964.68 + 4.28
3 25/75 9 360 11.46+£0.01 30.22+1.12 113.72 + 8.60 45.05 + 3.56 1840.28 £ 6.77
4 75/25 9 360 10.39+£0.13 30.89+0.78 148.07 + 1.27 51.78 + 1.55 2095.05 + 8.96
5 25/75 6 270 11.00+£0.12 30.50 + 0.61 133.23 +5.17 47.57 £1.05 1585.82 + 5.67
6 75/25 6 270 9.66 + 0.17 29.65+0.13 144.21 +7.76 51.88 + 0.87 1844.46 £ 9.81
7 25/75 6 450 12.33+£0.13 30.62 + 0.69 149.39 + 6.47 48.33 + 1.65 1657.01 £ 5.97
8 75/25 6 450 10.13+0.03 29.43+0.22 155.79 +4.31 50.07+1.19 2289.29 + 4.98
9 50/50 3 270 10.67 £ 0.08 31.35+0.05 146.65 + 0.86 51.93 £ 0.95 2403.46 £ 6.97
10 50/50 9 270 10.60 £ 0.17 30.81 + 0.52 151.22 + 5.61 53.42 £ 0.45 2211.95+5.29
11 50/50 3 450 10.94 £ 0.18 31.07 £ 0.49 184.76 + 7.33 53.20 + 3.06 1855.39 + 7.96
12 50/50 9 450 11.15+0.08 30.48 +1.22 157.42 +9.49 48.70 £ 0.53 2427.84 £ 1.29
13 50/50 6 360 11.45+0.07 30.95 + 0.61 152.13 + 2.66 51.52+0.71 2542.74 + 4.88
14 50/50 6 360 11.95+0.06 31.65+0.24 150.00 + 3.88 52.59 £ 5.57 2966.53 + 7.86
15 50/50 6 360 11.63+£0.14 31.46 + 0.37 134.25 + 7.67 54.87 + 1.69 2390.57 £ 8.76

31

Resultados fueron expresos como la media + desviacion estandar. X; = Proporcion etanol/agua (%v/v); X, = Tiempo de extraccion (min); Xs = Potencia
aplicada (watts); Yld = Rendimiento global (%); TPC = Contenido de compuestos fenélicos (mg EAG/gramo de materia prima); CC = Concentracion de
capsaicina; CA = Capacidad antioxidante, fue expresada como umol TE/gramo de materia prima).
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4.2.1. Rendimiento global de extraccion (Xo)

La interpretacion del ANOVA para el rendimiento global de extracciébn se muestra en la
Tabla 6. El valor de Fcacuado fue mayor al valor de p-valor a un nivel de confianza del 95%,

evidenciando el ajuste por los modelos y la relacion entre las variables independientes.

Tabla 6
ANOVA — Rendimiento global de extraccion
Fuente de variacion Suma Grados de Media F -Valor
cuadratica libertad cuadratica cale | P
(X1) Proporcion E/A (% viv) 5.798064 2 2.899032 44.35820 | 0.022047
(X2) Tiempo de extraccién (min) 0.662910 2 0.331455 5.07160 | 0.164701
(X3) Potencia aplicada (watts) 1.654794 2 0.827397 12.66003 | 0.073206
(X1) * (X2) 0.314863 3 0.104954 1.60591 0.405976
(X1) * (Xs) 0.302710 2 0.151355 2.31589 0.301578
(X2) * (Xs) 0.020163 1 0.020163 0.30851 0.634433
Error puro 0.130710 2 0.065355
Total 9.203852 14

El tiempo de extracciéon, proporcion E/A y potencia aplicada, fueron estudiados para
observar su influencia sobre el rendimiento global de extraccién a partir del aji charapita
naranja (seco y triturado). La Figura 4 nos muestra que el mayor rendimiento (12.33 +
0.13%) fue observado a una proporcion de E/A de 25/75 %v/v, 6 minutos de tiempo de
extraccion y 450 watts de potencia aplicada. El rendimiento aumenta cuanto mayor es la
potencia aplicada a la solucién que contiene la materia prima, dicho comportamiento puede
estar relacionado a que ultrasonido causa una ruptura a la pared intracelular de la materia
prima, facilitando la liberacion de los activos atrapados. Asimismo, se puede observar que
a una proporcién de E/A de 75/25 %vlv, independientemente del tiempo y potencia
aplicada, rendimiento de recuperacién presenta una disminucién, esto puede estar
relacionado a la polaridad del solvente utilizado ya que sabemos que los capsaicinoides

tienen mas afinidad por solvente apolares.
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Figura 4.

Superficies de respuesta para el rendimiento global: potencia aplicada x proporcién
E/A, tiempo de extraccién x proporcion E/A y potencia aplicada x tiempo de extraccion.

El analisis realizado en la Figura 4 también pueden ser observadas en el anexo 9, por

medio del efecto de las condiciones de extraccion sobre el rendimiento global de
extraccion.

4.3. Anélisis de composicion quimica de los extractos

4.3.1. Contenido total de compuestos fendlicos (TPC)

El modelo polinomial para el andlisis de los datos fue ajustado considerando solo los
términos significativos. En la Tabla 7 se presentan el andlisis de varianza para el contenido
de compuestos fendlicos, en ese sentido, el modelo puede ser empleado para fines de

prediccion por presentar significancia estadistica. Asimismo, el valor de Fcaicuado fue tres
veces mayor con relacion al valor del Fiapuado @ 95% de confianza.
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Tabla 7

ANOVA — Contenido de compuestos fenélicos (TPC)

Fuente de Suma Grados de Media
variacion cuadratica libertad cuadratica Feal p-Valor
Regresion 2.75945 1 2.75945 13.48 0.04397
Residuos 2.66187 13 0.20476
Falta de ajuste 2.40223 11 0.21838
Error puro 0.25964 2 0.12982
Total 5.42132 14
Fub (0,95;1;13) = 4.67

El efecto de las variables independientes: tiempo de extraccion, proporcion E/A y potencia
aplicada, fueron evaluados sobre el contenido de compuestos fendlicos (TPC), como se
muestra en la Figura 5. Los experimentos nos indican que la mayor concentracion de
compuestos fendlicos (31.65 + 0.24 mg EAG/gramo de materia prima) fue observado a una
proporcion de E/A de 50/50 %v/v, 6 minutos de tiempo de extraccion y 360 watts de
potencia aplicada. Por otro lado, se pudo observar que la variable independiente de mayor
influencia en la recuperacion del contenido fendlico fue la proporcion E/A, esto,

posiblemente se debe a la naturaleza de los fendlicos que tienen mas afinidad por
solventes polares. También se observo que a mayor concentracion de etanol el contenido
fendlico fue menor (29.43 + 0.22 mg EAG/gramo de materia prima). Entonces, podemos

concluir que la proporcion adecuada de etanol/agua para la recuperacion de compuestos
fendlicos es de 50/50 %v/v.

(AR Y oot 2dh

Figura 5.

Superficies de respuesta para el contenido de compuestos fendlicos: potencia
aplicada x proporcion E/A
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El analisis realizado en la Figura 5 también pueden ser observadas en el anexo 10, por
medio del efecto de las condiciones de extraccion sobre el contenido de compuestos

fendlicos.

4.3.2. Capacidad antioxidante por el método de DPPHy ABTS

El ANOVA que se muestra en la Tabla 8 y 9, para la capacidad antioxidante por el método
de DPPH y ABTS mostraron que el Fcacuiado €S mayor en dos y tres veces con relaciéon a
los valores Frnuiado @ UN nivel de confianza del 95%. Asegurando de esta forma que el
modelo ofrece significancia estadistica y que puede ser empleado para fines predictivos.
Tabla 8

ANOVA — Capacidad antioxidante (DPPH)

Fuente de Suma Grados de Media
variacion cuadratica libertad cuadratica Feal p-Valor
Regresion 33.51997 1 33.51997 7.04 0.077193
Residuos 61.88443 13 4.76034
Falta de ajuste 56.04197 11 5.09472
Error puro 5.84246 2 2.92123
Total 95.4044 14
Fub (0,95;1;13) = 4.67
Tabla 9
ANOVA - Capacidad antioxidante (ABTS)
Fuente de Suma Grados de Media
variacion cuadratica libertad cuadratica Feal p-Valor
Regresion 1124839 1 1124839 12.72 0.070879
Residuos 1149638 13 88434
Falta de ajuste 971474 11 88316
Error puro 178164 2 89082
Total 2274477 14

Fuab (0,95;1;13) = 4.67

En la Figura 6 se observa la influencia del tiempo de extraccién, proporcién E/A y potencia
aplicada, sobre la capacidad antioxidante presente en los extractos de aji charapita
naranja. El mayor contenido de antioxidantes por el método de DPPH (54.87 + 1.69 pmol
TE/gramo de materia prima) y ABTS (2966.53 £ 7.86 ymol TE/gramo de materia prima) fue
observado a una proporcion de etanol/agua de 50/50 %v/v, independientemente del tiempo

de extraccién y potencia aplicada.
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Cabe sefialar que la capacidad antioxidante no solo depende de la cantidad de extracto
presente en el extracto, también depende mucho de la estructura y las interacciones entre
los antioxidantes presentes en la muestra. De manera general se observé que el mayor
contenido de antioxidantes presente en el extracto esta intimamente relacionado al empleo
de solventes polares y es por eso por lo gue son facilmente solubilizados en solventes de
mayor polaridad como lo son el etanol y el agua. Sin embargo, los antioxidantes también
pueden ser encontrados empleando solventes de diferentes polaridades (Casas et al.,
2009).

Finalmente, al analizar el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante
por los métodos de DPPH y ABTS presente en los extractos, nos muestra que la variable
independiente mas significativa en el proceso de la extraccion fue la proporcién
etanol/agua 50/50 %v/v. Asimismo, la variacién de los valores de la capacidad antioxidante
gue existe entre los dos métodos empleados podria estar relacionado a las condiciones de
pretratamiento de la materia prima. También se observé que el método de ABTS tuvo mas
presencia para detectar los antioxidantes presentes en los extractos que no fueron
detectados por el método de DPPH. Asi mismo, en el anexo 11 y anexo 12 se pueden
observar las figuras de las superficies de respuestas del contenido de antioxidantes

presentes en el extracto de aji charapita naranja.

4.3.3. Concentracion de la capsaicina (CC)

El modelo polinomial fue ajustado considerando solo los términos significativos. En la
Tabla 10 se muestra el ANOVA para la concentracién de capsaicina, donde podemos
observar que el Fcacuado fue aproximadamente dos veces mayor que el valor de Frapulado @
un nivel de significancia del 95 %. En ese sentido, podemos asegurar la significancia

estadistica del modelo.

Tabla 10
ANOVA — Concentracién de capsaicina
Fuente de Suma Grados de Media
variacion cuadratica libertad cuadratica Feale p-Valor
Regresion 1642.62 1 1642.62 7.11 0.05348
Residuos 3001.70 13 230.90
Falta de ajuste 2810.830 11 255.53
Error puro 190.866 2 95.433
Total 4644.319 14

Fiab (0,95;1;13) = 4.67
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En la Figura 7, se puede observar que la mayor concentracion de capsaicina se separo
utilizando 3 minutos de tiempo de extraccion, potencia de 450 watts y una proporcion de
etanol/agua de 50/50 %v/v. Por otro lado, la menor concentracién se observé a una
potencia de 360 watts, proporcion de etanol/agua de 25/75 %v/v y 9 minutos de aplicaciéon

de ultrasonido.

De acuerdo con Vinotoru (2001), el tiempo de sonicacidbn aumenta la eficiencia de
recuperacion. Tiempos mas prolongados resultan en una disminucion de la recuperacién
del analito, debido probablemente a la degradacion de estos causado por las ondas
ultrasénicas. Lo que explica lo observado durante la parte experimental, donde a mayor
tiempo utilizado para las potencias aplicadas de 360 y 450 watts la recuperacion fue menor

y por tanto la concentracion de capsaicina decae.

Cabe sefialar, que el solvente (etanol) empleado tuvo cierto efecto con relacién a la
concentracion de capsaicina, en ese sentido, el etanol generalmente es considerado un
solvente menos eficiente para la recuperacién de la capsaicina, debido a que posee mayor
viscosidad y menor difusividad. En ese sentido, la seleccién del etanol como solvente fue
debido a su parte hidrofilica, por tener relacibn con la estructura molecular de los

capsaicinoides.
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Figura 7.

Superficies de respuesta para la concentracion de capsaicina: tiempo de extraccion

X proporcién E/A, potencia aplicada x proporciéon E/A y potencia aplicada x tiempo de
extraccion.

Barbero et al. (2008) la extraccibn de capsaicina empleando metanol y etanol como
solvente, observaron que la menor recuperacion de capsaicinoides fue cuando emplearon
etanol. Asimismo, es bueno resaltar que el agua no es un buen solvente para extraer
capsaicinoides, sin embargo, se ha observado que la combinacién del agua y solvente

extractor ayuda a aumentar el rendimiento de extraccion de los analitos de nuestro interés
(Rostagno 2003).

El analisis realizado en la Figura 7 también pueden ser observadas en el anexo 13, por

medio del efecto de las condiciones del proceso de extraccion sobre la concentracion de
capsaicina.

Asimismo, en el anexo 14, 15, 16, 17 y 18, se muestran las tablas de los coeficientes de
regresion para la respuesta rendimiento global de extraccion (Xo), contenido de

compuestos fenolicos (TPC), capacidad antioxidante por el método de DPPH y ABTS y la
concentracion de capsaicina (CC).

41
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CONCLUSIONES

1. La extraccion de los analitos (compuestos bioactivos) se realiz6 por una técnica
rapida, sencilla, reproductible, llamada de “extraccion asistida por ultrasonido -
EAU”. Los extractos se obtuvieron a partir de frutos frescos de aji charapita naranja

que fueron secadas y trituradas.

2. El aji charapita naranja mostro ser una rica fuente de nutrientes, lo que significa
que pueden ser aprovechadas como ingredientes en la industria de alimentos.
Asimismo, estos extractos podrian ser utilizados por la industria cosmética y

farmacéutica para la elaboracion de nuevos productos.

3. Los efectos de las variables independientes que fueron estudiadas: proporcién
Etanol/Agua (%v/v), tiempo de extraccién (min) y potencia aplicada (watts); sobre
el contenido de compuestos fendlicos (31.65 + 0.24 mg EAG/gramo de materia
prima), capacidad antioxidante por el método de DPPH (54.87 + 1.69 pmol
TE/gramo de materia prima), ABTS (2966.53 + 7.86 umol TE/gramo de materia
prima) y concentracion de capsaicina (184.76 + 7.33 mg/mL), mostraron cierta
influencia en la recuperacion de los compuestos bioactivos y rendimiento global de
extraccion (12.33 = 0.13%). Cabe sefalar, que la mayor concentracion de
capsaicina se encontrd a una proporcion de Etanol/agua de 50/50 (%v/v), tiempo
de extraccion de 3 minutos y potencia aplicada de 450 watts.

4. Finalmente podemos concluir que la técnica de extraccion por ultrasonido es un
método adecuado para recuperar compuestos bioactivos, ya que se utilizé
cantidades pequefias de disolventes (etanol), los tiempos de extraccién fueron

cortos y sobre todo el rendimiento de recuperacion fue elevado.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda emplear también otras técnicas de extraccion tanto asi se tiene la
extraccion asistida por microondas, extraccion por liquido presurizado, extraccion
por fluidos supercriticos, entre otros. Asimismo, la utilizacién de otros disolventes,
con el fin de determinar su efecto en el rendimiento y separacion de otros

compuestos.

2. ldentificar y cuantificar de los analitos de interés presentes en los extractos.

3. Hacer un estudio del costo de manufactura para el proceso de extraccion asistida

por ultrasonido, para el aumento de escala.

4. Poner en la palestra a la capsaicina como fuente de valor agregado para diversas

aplicaciones sea en la industria cosmética, farmacéutica o alimenticia.
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2. Proceso de extraccion por ultrasonido

Materia prima

Secado y triturado

Equipo extractor ¢

Extracto
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3. Resultados experimentales del rendimiento global de extraccion

Experimento

X1

X2

X3

vYid
(%0)

Media - YId

(%)

Predicho por el
modelo - YId
(%)

25/75

360

11.48
11.83
12.00

11.77

11.768

75/25

360

9.70
9.43
9.70

9.614

25/75

360

11.48
11.46
11.46

11.46

11.463

75/25

360

10.41
10.25
10.50

10.39

10.386

25/75

270

11.04
11.10
10.87

11.00

11.003

75/25

270

9.62
9.52
9.85

9.663

25/75

450

1227
12.23
12.48

12.33

12.326

75/25

450

10.16
10.10
10.12

10.13

10.129

50/50

270

10.77
10.62
10.62

10.67

10.672

10

50/50

270

10.46
10.56
10.79

10.60

10.6031064

11

50/50

450

10.83
11.15
10.83

10.94

10.937

12

50/50

450

11.17
11.06
11.23

11.15

11.152

13

50/50

360

11.37
11.46
11.52

11.45

11.678

14

50/50

360

11.89
11.97
12.00

11.95

11.678

15

50/50

360

11.77
11.62
11.50

11.63

11.678

Resultados fueron expresos como la media + desviacion estandar. X1 = Proporcion etanol/agua
(%v/v); X2 = Tiempo de extraccion (min); X3 = Potencia aplicada (Watts); Yld = Rendimiento global

(%)

4. Resultados experimentales del contenido de compuestos fendlicos



Experimento

X1

X2

X3

TPC

Media - TPC

Predicho por el
modelo - TPC

25/75

360

29.684
29.262
31.796

30.25

30.249

75/25

360

30.437
30.269
30.606

30.44

30.249

25/75

360

29.939
31.459
29.263

30.22

30.249

75/25

360

31.541
31.119
30.021

30.89

30.249

25/75

270

30.102
30.186
31.199

30.50

30.249

75/25

270

29.680
29.511
29.764

29.65

30.249

25/75

450

30.788
29.859
31.211

30.62

30.249

75/25

450

29.599
29.515
29.177

29.43

30.249

50/50

270

31.375
31.375
31.290

31.35

31.109

10

50/50

270

31.377
30.701
30.363

30.81

31.109

11

50/50

450

31.631
30.871
30.702

31.07

31.109

12

50/50

450

29.773
31.884
29.773

30.48

31.109

13

50/50

360

31.121
31.459
30.277

30.95

31.109

14

50/50

360

31.368
31.790
31.790

31.65

31.109

15

50/50

360

31.289
31.880
31.205

31.46

31.109

55

Resultados fueron expresos como la media + desviacion estandar. X1 = Proporcién etanol/agua
(%v/iv); X2 = Tiempo de extraccién (min); Xs = Potencia aplicada (Watts); TPC = Contenido de

compuestos fendlicos

5. Resultados experimentales de la capacidad antioxidante - DPPH
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Resultados fueron expresos como la media + desviacion estandar. X1 = Proporcion etanol/agua

Experimento

X1

X2

X3

CA-ABTS

Media - CA-
ABTS

Predicho por el
modelo - ABTS

25/75

360

1535.064
1525.774
1568.001

1530.42

1850.877

75/25

360

1778.717
1967.705
1961.654

1964.68

1850.877

25/75

360

1525.825
1835.495
1845.066

1840.28

1850.877

75/25

360

1947.972
2101.389
2088.721

2095.05

1850.877

25/75

270

1849.201
1581.812
1589.834

1585.82

1850.877

75/25

270

1835.128
1843.571
1854.689

1844.46

1850.877

25/75

450

1526.080
1661.231
1652.784

1657.01

1850.877

75/25

450

2285.770
2292.808
2468.745

2289.29

1850.877

50/50

270

2408.383
2398.530
2201.467

2403.46

2399.782

10

50/50

270

2208.216
2215.691
2046.769

2211.95

2399.782

11

50/50

450

1861.017
1849.755
2342.460

1855.39

2399.782

12

50/50

450

2131.301
2426.924
2428.754

2427.84

2399.782

13

50/50

360

2229.619
2539.289
2546.186

2542.74

2399.782

14

50/50

360

2972.091
2960.973
2806.169

2966.53

2399.782

15

50/50

6

360

2736.260
2396.761
2384.374

2390.57

2399.782

(%vlv); X2 = Tiempo de extraccibn (min); Xz = Potencia aplicada (Watts); CA = Capacidad
antioxidante
Resultados experimentales de la capacidad antioxidante - ABTS

6.
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Resultados fueron expresos como la media + desviacion estandar. X1 = Proporcion etanol/agua

Experimento

X1

X2

X3

CA-ABTS

Media - CA-
ABTS

Predicho por el
modelo - ABTS

25/75

360

1535.064
1525.774
1568.001

1530.42

1850.877

75/25

360

1778.717
1967.705
1961.654

1964.68

1850.877

25/75

360

1525.825
1835.495
1845.066

1840.28

1850.877

75/25

360

1947.972
2101.389
2088.721

2095.05

1850.877

25/75

270

1849.201
1581.812
1589.834

1585.82

1850.877

75/25

270

1835.128
1843.571
1854.689

1844.46

1850.877

25/75

450

1526.080
1661.231
1652.784

1657.01

1850.877

75/25

450

2285.770
2292.808
2468.745

2289.29

1850.877

50/50

270

2408.383
2398.530
2201.467

2403.46

2399.782

10

50/50

270

2208.216
2215.691
2046.769

2211.95

2399.782

11

50/50

450

1861.017
1849.755
2342.460

1855.39

2399.782

12

50/50

450

2131.301
2426.924
2428.754

2427.84

2399.782

13

50/50

360

2229.619
2539.289
2546.186

2542.74

2399.782

14

50/50

360

2972.091
2960.973
2806.169

2966.53

2399.782

15

50/50

6

360

2736.260
2396.761
2384.374

2390.57

2399.782

(%vlv); X2 = Tiempo de extraccibn (min); Xz = Potencia aplicada (Watts); CA = Capacidad

antioxidante

7. Resultados experimentales de la concentracién de capsaicina
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Resultados fueron expresos como la media + desviacion estandar. X1 = Proporcion etanol/agua

Experimento

X1

X2

X3

ccC
(mg/mL)

Media - CC
(mg/mL)

Predicho por el
modelo - CC
(mg/mL)

25/75

360

177.744
166.159
114.329

171.95

165.962

75/25

360

183.841
179.573
161.280

181.71

165.962

25/75

360

104.573
114.939
121.646

113.72

137.304

75/25

360

146.646
148.476
149.085

148.07

137.304

25/75

270

103.963
136.890
129.573

133.23

151.633

75/25

270

138.720
149.695
116.768

144.21

151.633

25/75

450

144.817
153.963
129.573

149.39

151.633

75/25

450

152.744
158.841
133.841

155.79

151.633

50/50

270

147.256
146.037
146.037

146.65

165.962

10

50/50

270

135.061
155.183
147.256

151.22

137.304

11

50/50

450

128.354
179.573
189.939

184.76

165.962

12

50/50

450

148.476
156.402
167.378

157.42

137.304

13

50/50

360

150.915
150.305
155.183

152.13

151.633

14

50/50

360

152.744
147.256
130.793

150.00

151.633

15

50/50

6

360

142.378
127.134
133.232

134.25

151.633

(%vlv); X2 = Tiempo de extraccibn (min); Xz = Potencia aplicada (Watts); CA = Capacidad

antioxidante
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8. Espectro para determinar la absorbancia de la capsaicina

Intervalo 2,0 nm

Velocidad  Rapida

0.5 +

250 288 260 265 270 75 280 2858 290 295 3040
Longitud de onda

Ejemplo | ABS(250) | ABS(280) | ABS(300)

Ejemplo 1 | 0,065 | 0,067 | 0,109
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9. Efecto de las condiciones de extraccion sobre el rendimiento global de

extraccion
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10. Efecto de las condiciones de extraccion sobre el contenido de compuestos
fendlicos (TPC)
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11. Superficie de respuesta para la capacidad antioxidante por el método de DPPH:

tiempo de extraccion x proporcion E/A y potencia aplicada x proporciéon E/A.
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12. Superficie de respuesta para la capacidad antioxidante por el método de

ABTS: potencia aplicada x proporcién E/A, tiempo de extraccidon x proporcién
E/A y potencia aplicada x tiempo de extraccion.
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13. Efecto de las condiciones de extraccién sobre la concentracién de capsaicina
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14. Coeficientes de regresion — Rendimiento global de extraccidon (Xo)

Coeficiente | Desviacion Lim. Lim.

Factores de rearesion estandar p-Valor Conf.- | Conf.+

g 95% | 95%
Media 11.67768 0.147597 0.000160 11.04262 | 12.31274
(X1) Proporcién E/A (% viv) (L) -0.88415 0.127823 0.020268 -1.43413 | -0.33417
(X1) Proporcién E/A (% viv) (C) -0.46503 0.133043 0.073000 -1.03747 | 0.10740
(X2) Tiempo de extraccion (min) (L) 0.03663 0.127823 0.801380 -0.51334 0.58661
(X2) Tiempo de extraccion (min) (C) -0.40460 0.133043 0.093249 -0.97703 0.16784
(X3) Potencia aplicada (watts) (L) 0.20347 0.127823 0.252427 -0.34651 0.75345
(X3) Potencia aplicada (watts) (C) -0.43215 0.133043 0.083132 -1.00458 | 0.14029
(Xa1L) * (X2oL) 0.26942 0.127823 0.169596 -0.28056 0.81940
(X1L) * (X2C) 0.07628 0.180769 0.714091 -0.70151 0.85406
(X1C) * (X2L) 0.08023 0.180769 0.700562 -0.69756 0.85802
(X1L) * (XsL) -0.21426 0.127823 0.235693 -0.76423 0.33572
(X1C) * (XsL) 0.24402 0.180769 0.309537 -0.53377 1.02180
(XaL) * (XsL) 0.07100 0.127823 0.634433 -0.47898 0.62098

15. Coeficientes de regresion — Contenido de compuestos fendlicos (TPC)

Coeficiente = Desviacion Lim. Lim.

Factores - . p-Valor Conf.- | Conf.+

de regresion estandar 959%, 95%
Media 31.35331 0.208023 0.000044 30.45826 | 32.24836
(X1) Proporcion E/A (% viv) (L) -0.50845 0.180153 0.105961 -1.28358 | 0.26669
(X1) Proporcion E/A (% viv) (C) -0.89024 0.187509 0.041614 -1.69703 | -0.08345
(X2) Tiempo de extraccion (min) (L) -0.28101 0.180153 0.259153 -1.05615 0.49412
(X2) Tiempo de extraccion (min) (C) -0.01328 0.187509 0.949983 -0.82007 0.79351
(Xs) Potencia aplicada (watts) (L) -0.15381 0.180153 0.483179 -0.92894 | 0.62133
(X3) Potencia aplicada (watts) (C) -0.41386 0.187509 0.158012 -1.22065 | 0.39293
(XaL) * (XaL) 0.12090 0.180153 0571271 -0.65423 | 0.89604
(XiL) * (X2C) 0.72433 0.254775 0.104657 -0.37188 | 1.82053
(X1C) * (XaL) 0.38835 0.254775 0.266923 -0.70786 | 1.48455
(XaL) * (XsL) -0.08626 0.180153 0.679303 -0.86140 | 0.68887
(X1C) * (XsL) 0.12945 0.254775 0.661888 -0.96676 | 1.22566
(Xal) * (XsL) -0.01460 0.180153 0.942773 -0.78974 | 0.76053

16. Coeficientes de regresion — capacidad antioxidante (DPPH)

Coeficiente | Desviacion Lim. Lim.

Factores - . p-Valor Conf.- | Conf.+
de regresion estandar 95%, 95%

Media 52.99427 0.986784 0.000347 48.74848 | 57.24006
(X1) Proporcién E/A (% viv) (L) 1.51286 0.854580 0.218696 -2.16410 | 5.18982
(X1) Proporcion E/A (% viv) (C) -3.08069 0.889476 0.074203 -6.90780 | 0.74641
(X2) Tiempo de extraccion (min) (L) -0.75253 0.854580 0.471424 -4.42950 | 2.92443
(X2) Tiempo de extraccién (min) (C) -0.72983 0.889476 0.498157 -4.55693 | 3.09727
(X3) Potencia aplicada (watts) (L) -0.86326 0.854580 0.418762 -4.54022 | 2.81371
(Xa3) Potencia aplicada (watts) (C) -0.44994 0.889476 0.663210 -4.27704 | 3.37717
(XaL) * (XaL) 1.05306 0.854580 0.343062 -2.62390 | 4.73002
(X1L) * (X2C) 0.79900 1.208559 0.576507 -4.40101 | 5.99902

(X1C) * (XaL) -0.01642 1.208559 0.990392 -5.21643 | 5.18359
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(X1L) * (XaL) -0.64434 0.854580 0.529539 -4.32130 | 3.03262
(X1C) * (XaL) 0.59970 1.208559 0.668914 -4.60031 | 5.79971
(XaL) * (XaL) -1.49832 0.854580 0.221646 -5.17529 | 2.17864
17. Coeficientes de regresion — capacidad antioxidante (ABTS)
. L Lim. Lim.
Coeficiente | Desviacion
Factores de rearesion estandar p-Valor Conf.- | Conf.+
g 95% | 95%
Media 2633.279 172.3195 0.004255 1891.85 | 3374.710
(X1) Proporcién E/A (% viv) (L) 222.730 149.2330 0.274112 -419.37 | 864.828
(X1) Proporcion E/A (% viv) (C) -578.092 155.3267 0.065211 -1246.41 | 90.225
(X2) Tiempo de extraccion (min) (L) 95.238 149.2330 0.588679 -546.86 737.335
(X2) Tiempo de extraccién (min) (C) -197.578 155.3267 0.331260 -865.90 470.738
(Xs) Potencia aplicada (watts) (L) -83.046 149.2330 0.633833 -725.14 | 559.052
(X3) Potencia aplicada (watts) (C) -211.042 155.3267 0.307190 -879.36 457.275
(XaL) * (XaL) -44.872 149.2330 0.792035 -686.97 | 597.226
(XiL) * (X2C) -50.472 211.0474 0.833264 -958.54 | 857.592
(X1C) * (XaL) 14.821 211.0474 0.950402 -893.24 | 922.885
(X1L) * (XsL) 93.411 149.2330 0.595267 -548.69 | 735.509
(X1C) * (XaL) 212.049 211.0474 0.420828 -696.01 | 1120.112
(XaL) * (XaL) 190.989 149.2330 0.329007 -451.11 | 833.087
18. Coeficientes de regresion — Concentracion de capsaicina (CC)
. L Lim. Lim.
Coeficiente | Desviacion
Factores de rearesion estandar p-Valor Conf.- | Conf.+
g 95% | 95%
Media 145.4607 7.794917 0.000008 125.4232 | 165.4982
(X1) Proporci6n E/A (% viv) (L) 7.6855 4.773392 0.168299 -4.5849 19.9559
(X1) Proporcién E/A (% viv) (C) -2.9768 7.026243 0.689416 -21.0383 | 15.0847
(X2) Tiempo de extraccién (min) (L) -14.3293 4.773392 0.030033 -26.5997 | -2.0589
(X2) Tiempo de extraccién (min) (C) 11.3779 7.026243 0.166299 -6.6837 29.4394
(Xs) Potencia aplicada (watts) (L) 9.0066 4.773392 0.117838 -3.2638 21.2770
(Xs) Potencia aplicada (watts) (C) 3.1716 7.026243 0.670612 -14.8900 | 21.2331
(XaL) * (XaL) 6.1484 6.750596 0.404176 -11.2046 | 23.5013
(X1L) * (XsL) -1.1433 6.750596 0.872151 -18.4963 | 16.2097
(XaL) * (XsL) -7.9776 6.750596 0.290435 -25.3306 9.3753
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