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RESUMEN

Extraccion de capsaicinoides del Capsicum frutescens (aji charapita) por ultrasonido y

ultra-turrax

El fruto de aji charapita (Capsicum frutescens) producido en la region San Martin es
altamente apreciado por su picor, sabor y aroma; ademas de estas caracteristicas posee un
gran potencial en el uso medicinal. Por tanto, el objetivo general de la investigacién fue
determinar el contenido de capsaicinas, compuestos fendlicos y antioxidantes presentes en
los extractos de aji charapita por ultrasonido y ultra-turrax. En la primera etapa de
extracciones, se estudiaron las variables independientes: proporcién Etanol/Agua (%v/v) y
tipo de muestra (fresca y liofilizada) por el método de maceracion/agitacion sobre el
contenido de compuestos fendlicos (26.14 = 0.03 mg EAG/g de materia prima), capacidad
antioxidante por el método de DPPH (27.35 + 0.04 umol TE/g de materia prima), ABTS
(666.38 £ 0.04 umol TE/g de materia prima), mostrando cierta influencia en la recuperacion
de los compuestos bioactivos y rendimiento global de extraccion (9.81 + 0,03%), Cabe
sefialar, que los mayores resultados se encontraron a una proporcion de Etanol/agua de
50/50 (%v/v), con tipo de muestra liofiilizada. En la segunda etapa de extracciones se dividio
en dos técnicas de extraccién: ultrasonido y ultraturrax. Los efectos de las variables
independientes que fueron estudiadas por ultrasonido: tiempo de extraccién (5,10 y 15 min)
y potencia aplicada (100, 200 y 300watts); sobre la concentracion de capsaicina (200.69
mg/mL £ 1.5 mg/mL) a 15 minutos y 200 watts, mostraron cierta influencia en la recuperacion
de los compuestos bioactivos y rendimiento global de extraccion (28.79% + 0.6%). El
contenido de compuestos fendlicos (46.16 + 0.42 mg EAG/g de materia prima) logrados a 5
min y 100 watts, capacidad antioxidante por DPPH (37.01 + 0.32 uymol TE/g de materia
prima) a 15 min y 200 watts, ABTS (2252.63 £ 8.13 pmol TE/g de materia prima) a 15 min y
300 watts. Los efectos de las variables independientes que fueron estudiadas por ultra-
turrax: tiempo de extraccion (5,10 y 15 min) y agitacion (200, 500 y 800 rpm); sobre la
concentracion de capsaicina (173.70 mg/ml de extracto) a 15 minutos y 200 rpm, contenido
de compuestos fendlicos (50.44 + 1.11 mg EAG/gramo de materia prima) logrados a 5 min
y 800 rpm, capacidad antioxidante por DPPH (32.96 + 0.52 uM TE/g materia prima) a 15 min
y 200 rpm, ABTS (1811.70 + 7,23 uM TE/g materia prima) a 5 min y 200 rpm. Finalmente,
la técnica de extraccién asistida por ultrasonido obtuvo mayor concentraciéon de capsaicina
y demas compuestos activos segun las variables independientes establecidas. No obstante,
la técnica de ultra-turrax también mostré resultados notablemente altos, lo que sugiere que
ambas metodologias son valiosas para la recuperacién de compuestos bioactivos, utilizando

como solvente la proporcion etanol/agua 50/50 % v/v%.

Palabras clave: Aji Charapita, Capsaicina, ultrasonido, ultra-turrax, compuestos bioactivos.



14

ABSTRACT

Extraction of capsaicinoids from Capsicum frutescens (charapita chili) by ultrasound and

ultra-turrax

The fruit of charapita chili (Capsicum frutescens) produced in the San Martin region is highly
valued for its spiciness, flavor, and aroma; in addition to these characteristics, it has great
potential for medicinal use. Therefore, the general objective of the research was to determine
the content of capsaicins, phenolic compounds, and antioxidants present in charapita chili
extracts obtained by ultrasound and Ultra-Turrax. In the first stage of extractions, the
independent variables studied were ethanol/water ratio (% v/v) and sample type (fresh and
freeze-dried) using the maceration/agitation method regarding the content of phenolic
compounds (26.14 + 0.03 mg GAE/g of raw material), antioxidant capacity by the DPPH
method (27.35 + 0.04 uymol TE/g of raw material), and by ABTS (666.38 + 0.04 umol TE/g of
raw material), showing some influence on the recovery of bioactive compounds and overall
extraction yield (9.81 + 0.03%). It should be noted that the highest results were found at an
ethanol/water ratio of 50/50 (% v/v), with freeze-dried sample type. In the second stage of
extractions, the process was divided into two extraction techniques: ultrasound and Ultra-
Turrax. The effects of the independent variables studied by ultrasound were extraction time
(5, 10, and 15 min) and applied power (100, 200, and 300 watts); the concentration of
capsaicin (200.69 mg/mL = 1.5 mg/mL) at 15 minutes and 200 watts showed some influence
on the recovery of bioactive compounds and overall extraction yield (28.79% + 0.6%). The
content of phenolic compounds (46.16 + 0.42 mg GAE/g of raw material) achieved at 5 min
and 100 watts, antioxidant capacity by DPPH (37.01 £+ 0.32 umol TE/g of raw material) at 15
min and 200 watts, and ABTS (2252.63 + 8.13 umol TE/g of raw material) at 15 min and 300
watts were observed. The effects of the independent variables studied by Ultra-Turrax were
extraction time (5, 10, and 15 min) and agitation (200, 500, and 800 rpm); the concentration
of capsaicin (173.70 mg/mL of extract) at 15 minutes and 200 rpm, phenolic compound
content (50.44 + 1.11 mg GAE/g of raw material) achieved at 5 min and 800 rpm, antioxidant
capacity by DPPH (32.96 + 0.52 uM TE/g of raw material) at 15 min and 200 rpm, and ABTS
(1811.70 £ 7.23 uM TE/g of raw material) at 5 min and 200 rpm were found. Finally, the
ultrasound-assisted extraction technique achieved a higher concentration of capsaicin and
other active compounds according to the established independent variables. However, the
Ultra-Turrax technique also showed notably high results, suggesting that both methodologies
are valuable for recovering bioactive compounds, using a solvent ratio of ethanol/water 50/50

% Viv.
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CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

El género Capsicum, perteneciente a la familia botanica Solanaceae, agrupa especies
de frutos pungentes con alto valor agroeconémico. Este género tiene su centro de origen
en zonas tropicales y hiimedas del continente americano, especificamente en América
Central y del Sur. Se han identificado mas de treinta entidades taxondmicas dentro del
género, de las cuales cinco han sido objeto de domesticacion: Capsicum pubescens, C.
baccatum, C. annuum, C. frutescens y C. chinense. Entre estas, C. annuum, C. chinense
y C. frutescens destacan por su extensa distribucién geografica y por la elevada
pungencia de sus frutos, caracteristicas que las posicionan como las mas relevantes en

términos de produccién y consumo (Stoical et al., 2016).

El aji charapita (Capsicum frutescens) es un fruto que se produce en la regién San
Martin, es comercializado a granel en los principales mercados locales y una parte
importante es procesada y presentada en frascos transparentes con granos enteros en
vinagre, encurtidos y crema pura o mixta. Su consumo estaria relacionado a su grado
de picor, y muy apreciado por su sabor y aroma caracteristico. Pero poco o nada se
conoce sobre capsaicinoides presentes en el aji charapita, siendo que la obtencién del
extracto de este fruto se sustentaria en sus excelentes propiedades nutricionales y
farmacoldgicas conocidas (De Aguiar et al., 2013). Gran parte del valor nutricional reside
en su bajo contenido caldrico y altos niveles de antioxidantes, especialmente en &cido

ascorbico (vitamina C) y B-caroteno (provitamina A) (Palma et al., 2015).

La pungencia tipica de los frutos del género Capsicum se atribuye a la acumulacién de
metabolitos secundarios de naturaleza alcaloide, conocidos como capsaicinoides. Entre
estos compuestos, la capsaicina y la dihidrocapsaicina constituyen los principales
agentes bioactivos (Gonzdlez et al., 2011). Los capsaicinoides han sido ampliamente
estudiados por su implicancia en diversas funciones fisiolégicas, destacandose sus
propiedades farmacoldgicas con efectos antitumorales, antiinflamatorios y antioxidantes
(Bogusz et al., 2018).

La etapa de extraccion constituye el proceso fundamental en la obtencién de metabolitos
bioactivos con relevancia nutricional y valor econémico a partir de matrices vegetales.
La eficiencia de esta operacion esta condicionada por multiples factores, entre los que
destacan la composicidon gquimica del compuesto objetivo, el tipo de disolvente
empleado, el protocolo de extraccion seleccionado y la posible interferencia de otras

sustancias presentes en la muestra vegetal (Stalikas, 2007).
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La obtencion de capsaicinoides, compuestos bioactivos presentes en especies del
género Capsicum, se ha realizado tradicionalmente mediante técnicas de extraccion
convencionales que emplean disolventes orgénicos de diversa polaridad, tales como
metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y agua, en forma pura o combinada (Barbero,
2008; Stalikas, 2007). Aunque estos métodos han demostrado eficacia, presentan
limitaciones importantes: requieren grandes volimenes de solventes, implican tiempos
prolongados de procesamiento y generan residuos que demandan tratamiento

especializado (Sunarso & Ismadji, 2009).

En los ultimos afios, se ha evidenciado una transicion hacia metodologias emergentes
gue permiten optimizar la recuperacion de metabolitos de interés nutricional y
farmacoldgico, reduciendo significativamente el consumo de solventes y el tiempo de
extraccion (Pasquel Reategui, 2014). Entre estas estrategias destacan la extraccion con
liquidos presurizados (PLE) (Machado et al., 2015), la extraccion asistida por
microondas (MAE) (Prakash Maran et al., 2013), la extraccion con fluidos supercriticos
(SFE) (De Aguiar et al., 2013) y la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) (Sahin &
Samli, 2013).

La Extraccién asistida por ultrasonido, en particular, ha ganado reconocimiento por su
capacidad para liberar analitos de alta pureza desde matrices sélidas mediante la
aplicacion de ondas acusticas de alta frecuencia (220 kHz). Es una técnica eficiente y
de bajo consumo energético. Su aplicacién en la extraccion de compuestos bioactivos
provenientes de productos naturales y residuos agroindustriales refuerza su valor como

herramienta ambientalmente responsable (Carrera et al., 2012).

Diversos estudios han abordado la extraccion de compuestos bioactivos en especies
del género Capsicum; sin embargo, se ha identificado una carencia significativa de
informaciéon bibliografica relacionada con la recuperacion de capsaicina y otros
metabolitos funcionales presentes en el aji charapita (Capsicum frutescens) cultivado
en laregion San Martin. En este contexto, se plante6 como objetivo evaluar la influencia
de variables como la potencia y el tiempo, en el rendimiento del proceso de extraccion
asistida por ultrasonido (EAU), utilizando solventes organicos. Se evaluaron parametros
clave como el contenido de capsaicina, la concentracion de compuestos fendlicos
totales y la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos. Estos resultados fueron
contrastados con los obtenidos mediante la técnica de extraccion por Ultra-Turrax, con
el proposito de identificar diferencias significativas en términos de eficiencia del proceso

y calidad del producto final.
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1.1. Formulacién del problema de investigacion

En qué medida la extraccion asistida por ultrasonido supera en eficiencia a la técnica de
Ultra-Turrax en la recuperacion de capsaicina y compuestos bioactivos presentes en los

extractos de Capsicum frutescens (aji charapita).

1.2. Hipotesis de investigacion

Ho: No se observan diferencias estadisticamente significativas en la eficiencia de
recuperacion de capsaicina y compuestos bioactivos entre la extraccion asistida por
ultrasonido y la extraccion mecanica mediante Ultra-Turrax aplicadas al Capsicum

frutescens (aji charapita).

Hi: Existen diferencias estadisticamente significativas en la recuperacion de capsaicina
y compuestos bioactivos entre la extraccion asistida por ultrasonido y la técnica de Ultra-
Turrax, lo que indica una variacion en la eficiencia de los métodos aplicados al aji

charapita (Capsicum frutescens)

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar la eficiencia de las técnicas de extraccion asistida por ultrasonido y Ultra-Turrax
en la recuperacion de capsaicina a partir de extractos de Capsicum frutescens (aji
charapita), mediante la cuantificacion de su concentracion como indicador de

rendimiento.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la composicion centesimal de la materia prima, tanto fresca como
liofilizada.

2. Determinar el efecto de la proporcion etanol/agua (25:75, 50:50 y 75:25 % v/v) y del
tipo de muestra (fresca y liofilizada) sobre el contenido de compuestos fendlicos totales
y la capacidad antioxidante, utilizando los métodos DPPH y ABTS mediante la técnica
de maceracion-agitacion.

3. Evaluar la influencia de la potencia (100, 200 y 300 watts) y el tiempo (5, 10 y 15 min.)
en la concentracién de capsaicina obtenida en los extractos del aji charapita.

4.Evaluar la influencia de la velocidad de agitacion (200, 500 y 800 rpm) y tiempo (5, 10
y 15 min.) en la concentracion de capsaicina de los extractos obtenidos por ultra-turrax.
5. Determinar el contenido de fenélicos y capacidad antioxidante por DPPH Y ABTS de

los extractos obtenidos a partir de la extraccion por ultrasonido y ultra-turrax.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacién

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) ha demostrado ventajas significativas frente
a métodos convencionales como Soxhlet, particularmente en términos de eficiencia
energética, reduccién del tiempo de procesamiento y operacién a temperaturas mas
bajas. Andrade et al. (2023) evaluaron la eficiencia de recuperacion de capsaicina en
dos especies del género Capsicum: C. chinense y C. pubescens. El estudio determin6
que el tiempo éptimo de sonicacién fue de 20 minutos para C. chinense y de 30 minutos
para C. pubescens, mientras que la fraccidon volumétrica de etanol mas efectiva en
ambos casos correspondio al 75%. Estos resultados respaldan el uso de la extraccion
asistida por ultrasonido como una técnica selectiva y ambientalmente sostenible,
especialmente Util para la obtencion de compuestos bioactivos en matrices vegetales

complejas.

Xu et al. (2016), investigaron la “Extraccion asistida por ultrasonido basada en Ultra-
turrax de cinco A&cidos organicos de madreselva (Lonicera japonica Thunb.) y
optimizacion del proceso de extraccion”, demostraron que el método de extraccion ultra-
turrax (UTE) y método de extraccion asistida por ultrasonido (EAU) tuvieron
rendimientos de cinco &cidos orgénicos en un tiempo mas corto, las condiciones éptimas
de extraccion fueron: velocidad homogénea de 8000 rpm, intensidad ultrasénica 347
W/cm2, concentracion de etanol 65%, tiempo 10 min. y relacion liquida/sélido 20:1 mi/g.,
concluyendo que UTE-UAE podria ser un prometedor método para la extraccion rapida

de los compuestos bioactivos de plantas.

Chinn et al. (2011), en su trabajo “Extraccién por solventes y cuantificacion de
capsaicinoides de Capsicum chinense” demostraron que la eficiencia de la extraccion

puede variar segun el chile, sus partes y el procesamiento previo a la extraccion.

En el estudio realizado por Civan y Kumcuoglu (2019), se aplic6 un enfoque de
extraccion verde asistida por ultrasonido (EAU) para recuperar carotenoides y
capsaicinoides a partir de la pulpa de pasta de pimiento picante, dentro del marco
conceptual de la biorrefineria. Los autores demostraron que la EAU resultd
significativamente mas eficiente que la maceracién convencional, al obtener mayores
rendimientos de extracto en tiempos considerablemente mas cortos, lo que refuerza su

aplicabilidad como técnica sostenible y de alta productividad en matrices vegetales.
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Lopez 2017, en su trabajo “Optimizacion del proceso de extraccion de oleorresinas de
Capsicum frutescens L. aplicando la tecnologia de fluidos supercriticos y extraccion
asistida por ultrasonido.” Demostrdé que la extraccion asistida por ultrasonido es una

técnica eficiente para la obtencién de oleorresinas de Capsicum frutescens L.

Fernandez Barbero G. (2007), en su investigacién “Extraccién, Analisis, Estabilidad y
Sintesis De Capsaicinoides” desarrollé un protocolo de extraccidén caracterizado por su
rapidez, simplicidad operativa, bajo costo y capacidad cuantitativa, empleando muestras
frescas de pimientos. El estudio evidencié que los capsaicinoides extraidos mediante
esta metodologia no presentan degradacién térmica significativa hasta los 50 °C, lo que
refuerza la estabilidad de estos compuestos bajo condiciones controladas de

sonicacion.

En el estudio desarrollado por Hernandez & Velasquez (2018), en la Universidad
Nacional del Santa, se evalud la extraccion de capsaicinoides a partir de residuos
organicos generados en la industria del jalapefio verde (Capsicum annuum). Los autores
identificaron que la combinacién éptima de solventes correspondia a una mezcla de
80 % etanol y 20 % acetonitrilo, aplicada durante 30 minutos de sonicacion. Esta
condicion permitié alcanzar el mayor rendimiento de extraccion, lo que respalda la

eficiencia de la técnica asistida por ultrasonido en matrices vegetales de desecho

Boonkird et al. (2008), llevaron a cabo un estudio sobre la extraccién asistida por
ultrasonido de capsaicinoides a partir de Capsicum frutescens, evaluando su
desempefio tanto a escala de laboratorio como en planta piloto. En su investigacion, se
analizaron variables operativas criticas como el tipo de disolvente, la proporcion sélido-
disolvente y la temperatura de extraccion. Los resultados evidenciaron que la aplicacion
de ultrasonido permitio reducir significativamente el tiempo de procesamiento y operar
a temperaturas mas bajas en comparacion con la maceracion convencional, lo que
posiciona esta técnica como una alternativa eficiente y ambientalmente favorable para

la recuperacion de compuestos bioactivos

2.2.Fundamentos tedricos

2.2.1. Generalidades del Capsicum frutescens

Las especies del género Capsicum spp., pertenecientes a la familia Solanaceae, han
sido cultivadas histéricamente en regiones tropicales y humedas de América del Sur y
Central. Su relevancia botéanica y econémica se refleja en su amplia distribucién global
y en su posicionamiento como uno de los grupos vegetales mas antiguos y

comercializados en el mundo (de Sa Mendes et al., 2020).
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En el Perq, la diversidad genética de los ajies nativos se refleja en la existencia de 19
variedades distribuidas entre cinco especies domesticadas del género Capsicum,
cultivadas segun su adaptacion a diversos agroecosistemas. Estas especies se
encuentran establecidas en una amplia gama de condiciones edafoclimaticas, que
incluyen desde los ecosistemas altoandinos hasta los desiertos costeros y la regiéon

amazonica, lo que evidencia su plasticidad ecoldgica y valor genético (Riva Ruiz, 2019).

El género Capsicum comprende una amplia variedad de plantas pertenecientes a la
familia de las solanaceas, incluyendo chiles, pimientos dulces y picantes. Los frutos
pueden presentar diferentes colores, desde amarillo y rojo hasta negro. El pimiento
(Capsicum frutescens) se encuentra con mayor frecuencia en regiones tropicales o

subtropicales y requiere un clima calido y himedo (Sricharoen et al., 2017).

Las plantas de Capsicum frutescens tienen hojas lisas, medianas y elipticas, y ramas
delgadas de entre 30 y 120 cm de largo. Alcanzan su tamafio maximo en climas calidos.
Una planta puede producir unas 120 vainas de pungencia intermedia en una temporada,
con indices Scoville de entre 30 000 y 60 000 unidades. Las vainas son erectas y
presentan menor variacion de color, forma y tamafio que las de Capsicum annuum, C.

chinense y C. baccatum (Ng et al, 2011).

El pimiento capsicum fresco tiene un alto contenido de agua, mientras que el seco es
mucho mas concentrado en nutrientes, al secar el contenido de carbohidratos, proteinas
y fibra aumenta en proporcién. La concentracion de compuestos como la vitamina C
disminuye al secar, mientras que la cantidad de capsaicina (el compuesto que determina
el picor) se eleva en el pimiento seco, lo que lo hace mas picante y concentrado en su

sabor.

En la Tabla 1 y Tabla 2 se observa la composicion del Capsicum frutescens, en 100

gramos de muestra fresca y seca respectivamente.

Tabla 1
Composicién centesimal de aji Charapita fresco en 100 gramos
Composicién centesimal (100 g)
Humedad 87.01g
Cenizas 2.31g
Grasa 4.009
Proteina total 1.31g
Carbohidratos 5.37¢g
Fibra total 13.10g

Fuente: Chavez (2017)
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Tabla 2
Composicién centesimal de aji Charapita liofilizado en 100 gramos.
Composicién centesimal (100 g)
Agua 5.99
Cenizas 7.89
Fibra bruta 27.29
Grasa 16.1g
Proteina total 13.5¢

Fuente: Olatunji & Afolayan (2017)

2.2.1.1. Importancia del Capsicum Frutescens
El Capsicum frutescens se ha descrito como fuente de nuevos compuestos

antimicrobianos y antioxidantes, ademas de ser un aromatizante y colorante. Ademas,
goza de prestigio etnomedicinal y se utiliza en el tratamiento de diversas enfermedades
humanas (Gurnani et al., 2016; Nascimento et al., 2014).

Todos los pimientos contienen una amplia gama de compuestos bioactivos con
propiedades funcionales y tecnoldgicas de gran interés industrial (de Sa Mendes et al.,
2020. Son buenas fuentes de nutrientes, como vitamina C (Navarro et al.,, 2006),
flavonoides (Lee et al., 2005), compuestos fendlicos (Estrada et al., 2000) y carotenoides
(Deepa et al, 2007).

Entre estos compuestos también destacan los capsaicinoides, sin embargo, su
concentracion puede variar segun la cantidad de luz solar, el suelo, la estacion del afio,
la region de cultivo, los cambios de temperatura, la variedad de fruto y el grado de
madurez (Dias et al., 2016; Menichini et al., 2009).

Figura 1
Fruto Aji Charapita entero.

Los capsaicinoides, compuestos bioactivos presentes en especies del género

Capsicum, han sido ampliamente estudiados por sus propiedades farmacologicas.
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Diversos estudios han demostrado su eficacia en el alivio del dolor, la prevencién de
ciertos tipos de cancer, la regulacion del peso corporal y la mejora de funciones
gastrointestinales y cardiovasculares cuando se consumen de forma regular (Luo et al.,
2011).

Los capsaicinoides son alcaloides que en frutos maduros sélo se sintetizan en las
células de la superficie de la placenta, los cuales se especializan como glandulas que
segregan estos compuestos depositandolos en las semillas y paredes de la capa mas
interna de la pared frutal llamada endocarpio (Khachik, et al., 1991). lwai et al. (1979)
indicaron que el capsaicinoide fue detectado por primera vez 20 dias después de
floracion y depende de las condiciones del cultivo como temperatura, periodo de

exposicion de luz y fertilizacion.

La capsaicina es el compuesto mas pungente dentro del grupo de los capsaicinoides.
En su forma pura, se presenta como un sdlido cristalino, ceroso, hidrofobico e incoloro,
con baja solubilidad en agua, pero alta afinidad por medios lipofilicos como grasas,
aceites y alcoholes (Molina, 2009). La biosintesis de los capsaicinoides se desarrolla a
través de dos rutas metabdlicas principales: la via de los fenilpropanoides y la sintesis
de acidos grasos de cadena ramificada. Segun Fernandez Barbero (2007), la fraccion
aromatica de estos compuestos corresponde a la vainilllamina, derivada de la
fenilalanina mediante la ruta de los fenilpropanoides. En paralelo, el componente
alifatico se origina a partir de aminoacidos de cadena lateral ramificada —valina, leucina
0 isoleucina— que participan en la formacion del acido graso. La condensacion de
ambas fracciones da lugar al capsaicinoide funcional, responsable del picor

caracteristico de los frutos del género Capsicum.

A continuacion, en la figura 2 se muestra el esqueleto de la capsaicina.
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Figura 2
Estructura de la capsaicina.
Fuente: Cedron (2013)
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2.2.2. Procesos de extraccion

2.2.2.1. Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se fundamenta en la transduccién de la
energia ultrasoénica para facilitar la transferencia de analitos desde la matriz de muestra
hacia el disolvente organico seleccionado, conforme a la matriz y la naturaleza de los
solutos objetivo; en sistemas liquidos, la cavitacidn genera microburbujas que, tras fases
de compresién y colapso, liberan energia, promoviendo un flujo de masa y aumentando

la eficiencia de extraccion (Fernandez Barbero, 2007) (Ver figura 3).

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) ha sido ampliamente investigada como una
técnica eficiente para la recuperacion de compuestos bioactivos, mediante la
optimizacion de parametros operativos como el tiempo de sonicacién, la potencia
aplicada y la temperatura del proceso. Estas variables permiten ajustar la selectividad
del disolvente y establecer condiciones especificas para la extraccion dirigida de
metabolitos funcionales. El principio de accion de la EAU se basa en la cavitacion
acustica, fenbmeno generado por ondas ultrasénicas de alta intensidad que inducen la
formacion, crecimiento e implosiéon de microburbujas en el medio liquido. Este proceso
produce efectos mecénicos que incrementan la penetracion del disolvente en la matriz
s6lida, amplian la superficie de contacto entre fases y favorecen la transferencia de
masa. Ademas, el colapso de las burbujas genera microchorros y ondas de choque que
provocan la disrupcién celular, facilitando la liberacion de compuestos intracelulares al
medio de extraccion (Paniwnyk et al., 2001; Lambropoulou et al., 2006). Se ha reportado
que el uso de temperaturas elevadas durante la sonicacion intensifica la formacion de
cavitacion, lo que se traduce en una mayor eficiencia de extraccion. En la Tabla 3 se
resumen diversos estudios que han aplicado esta técnica para la recuperacion de
compuestos especificos, destacando los pardmetros mas relevantes y sus efectos sobre
el rendimiento y la calidad del extracto. En la Tabla 3, se muestra estudios realizados de
algunos compuestos especificos que fueron extraidos mediante esta técnica, algunos de
los aspectos mas importantes que se han reportado en los estudios se presentan a

continuacion:
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Figura 3
Principio de cavitacion acustica por ultrasonido.
Fuente: Medina (2017)
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Tabla 3
Parametros de extraccion aplicando ultrasonido

Tiemp  Potencia

. Referencia
0 min. watts

Materia prima Solvente  Compuestos

DEDO DE MOCA ME{ZQS} Y Capsaicinoides 20y60 800  (Dias et al.,2016)
PIMIENTO Metanol Capsaicinoides 10-20 300 (Fernandez Barbero
et al., 2008)
AJl C 200y (De Aguiar et
MALAGUETA Etanol Capsaicinoides 20 600 al. 2013)
CASCARA UVA Etanol  Fenoles totales  5-15 600 (Duegg;Z)urlta,
(Spigno et al.,
ORUJO DE UVA Etanol Fenoles totales 25 150 2007)
MADRESELVA Etanol ~ Capsaicinoides 250 (Xu et al., 2016).

totales

2.2.2.2. Extraccion por ultra-turrax
La extraccion ultra-turrax ha sido considerado ventajoso ya que produce una angosta y

uniforme distribucion del tamafio de particulas. Puede proporcionar una eficaz
transferencia masica, ademas de hacer que los componentes activos fluyan mas
facilmente en el solvente de extracciéon (Yolmeh et al., 2014). La técnica de extraccién
asistida por ultrasonido se caracteriza por alcanzar altos rendimientos, atribuibles al
efecto del dispersor ultrasénico, el cual induce la ruptura de las paredes celulares. Este
fendmeno facilita la liberacion de compuestos intracelulares, que posteriormente son

solubilizados por el disolvente, optimizando asi la eficiencia del proceso (Pereira, 2017).

Durante la extraccion las particulas viajan a altas velocidades. Cuando las particulas
chocan entre si, la fuerza del impacto puede ser suficiente para erosionar la superficie
de la particula o facilitar la ruptura completa de la particula o de un aglomerado. Este es
un factor en todos los tipos de homogeneizacion que involucran particulas que viajan a
altas velocidades (O'Driscoll, 2019).
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Figura 4
Accion de mezclado y dispersién por ultra-turrax.
Fuente: O'Driscoll (2019)
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Las fuerzas de corte son clave en la homogeneizacion rotor-estator. En este proceso,
un eje metdlico (rotor) gira dentro de una carcasa estacionaria (estator) (Figura 4). La
muestra se introduce en el estrecho espacio entre el rotor y el estator. Las leyes de la
mecanica de fluidos establecen que la velocidad del fluido inmediatamente adyacente
al rotor es la misma que la velocidad del rotor. Mientras tanto, se deduce que la velocidad
del fluido inmediatamente adyacente al estator estacionario es cero. Esto da como
resultado un gradiente de velocidad alto en el pequefio espacio entre el rotor y el estator,

y somete a la muestra a altas fuerzas de corte.
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CAPITULO 1l
MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambito y condiciones de la investigacion

3.1.1. Contexto de lainvestigacion
La presente investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Ingenieria de Procesos
(LABIP), perteneciente a la Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional de San Martin, ubicado en la ciudad universitaria de Tarapoto.
El estudio se centr6 en la recuperacion de capsaicina y otros metabolitos bioactivos a
partir de Capsicum frutescens (aji charapita), cultivado en el distrito de Sauce, provincia
de San Martin. Para ello, se emplearon dos técnicas de extraccion: extraccion asistida
por ultrasonido (EAU) y extraccion mediante Ultra-Turrax.
La metodologia experimental se dividié en dos etapas:
Etapa 1. Maceracién-agitacién
Se evalué el efecto de tres proporciones de disolvente etanol/agua (75:25, 50:50 y 25:75
% v/v) y dos tipos de muestra (fresca y liofilizada), aplicando un tiempo de extraccién de
10 minutos. Se determinaron los siguientes parametros:

e Rendimiento total de extraccion

e Contenido de compuestos fendlicos totales

o Capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH y ABTS
Etapa 2: Extraccion asistida por ultrasonido y Ultra-Turrax

e Ultrasonido (Biobase): Se evaluaron tres niveles de potencia (100, 200 y 300

watts) y tres tiempos de sonicacion (5, 10 y 15 minutos).
e Ultra-Turrax (R50 CAT): Se aplicaron tres velocidades de agitacién (200, 500 y
800 rpm) y tres tiempos de procesamiento (5, 10 y 15 minutos).

En ambas técnicas se determinaron:

e Rendimiento total

e Contenido de compuestos fendlicos totales

e Capacidad antioxidante (DPPH y ABTS)

e Concentracidn de capsaicina.

3.1.2. Periodo de ejecucion

La investigacion comprende de 8 meses.

3.1.3. Autorizaciones y permisos

No aplica.
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3.1.4. Control ambiental y protocolos de bioseguridad
Si bien este estudio no requiri6 la aplicacion directa de protocolos éticos especificos, se
siguieron las recomendaciones institucionales pertinentes para garantizar el correcto

desarrollo del proyecto y prevenir cualquier inconveniente durante su ejecucion.

3.1.5. Aplicacién de principios éticos internacionales
Durante la ejecucion del presente proyecto se respetaron los principios éticos
internacionales establecidos para investigaciones cientificas, conforme a las

recomendaciones institucionales emitidas por la Universidad Nacional de San Matrtin.

3.2. Sistema de variables

3.2.1. Variables principales
Las variables independientes y dependientes que se estudiaron en esta

investigacion fueron:

3.2.1.1. Variables independientes
Método de extraccién por maceracidn-agitacion:

Solvente: Etanol/Agua (75:25, 50:50 y 25:75 %v/v).
Tipo de muestra: Fresca y liofilizada en polvo.

Método de extraccién por ultrasonido:

Tiempo: 5, 10 y 15 min.
Potencia: 100, 200 y 300 watts.

Método de extraccién por ultra-turrax:

Tiempo: 5, 10 y 15 min
Agitacion: 200, 500 y 800 rpm

3.2.1.2. Variables dependientes
Concentracién de Capsaicina (CC)

Rendimiento global del extracto (Xo)
Contenido de compuestos fendlicos (TPC)
Capacidad antioxidante (DPPH y ABTS)

3.3. Procedimientos de la investigacion

El aji charapita (Capsicum frutescens) se recolectd en el distrito de Sauce, provincia de

San Martin, region San Martin. La muestra se acondicion6 extrayendo materiales
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extrafios y ajies magullados. Posteriormente los ajies fueron liofilizados en una
LABCONCO a -80 °C y presion de 0,002 Mbar. A continuacion, los ajies deshidratados
fueron reducidos de tamafio en una licuadora, para lograr una buena homogenizacién
de las particulas y que el solvente alcance una mayor penetracion y extraccion. Para
finalizar, los ajies frescos y deshidratados fueron almacenados en frascos de vidrio
protegidos de la luz, debidamente identificados en una refrigeradora hasta el momento

de las extracciones.

3.3.1. Caracterizacion de la materia prima

La presente investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Ingenieria de Procesos
(LABIP), perteneciente a la Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional de San Martin, ubicado en la ciudad universitaria de Tarapoto. El estudio se
centr6 en la recuperacion de capsaicina y otros metabolitos bioactivos a partir de
Capsicum frutescens (aji charapita), cultivado en el distrito de Sauce, provincia de San
Martin, regibn San Martin. Para ello, se emplearon dos técnicas de extraccion:

extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y extraccion mecanica mediante Ultra-Turrax.

La metodologia se dividi6 en dos etapas. En la primera, se evalud el efecto de tres
proporciones de disolvente etanol/agua (75:25, 50:50 y 25:75 % v/v) y dos tipos de
muestra (fresca y liofilizada), aplicando un tiempo de extraccion de 10 minutos mediante
maceracion-agitacion. Se determinaron el rendimiento total, el contenido de compuestos

fendlicos totales y la capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH y ABTS.

En la segunda etapa, se realizaron extracciones por ultrasonido utilizando un equipo
Biobase, evaluando tres niveles de potencia (100, 200 y 300 watts) y tres tiempos de
sonicacion (5, 10 y 15 minutos). Paralelamente, se aplicé extraccién por Ultra-Turrax
(R50 CAT) con velocidades de agitacion de 200, 500 y 800 rpm, y tiempos de
procesamiento de 5, 10 y 15 minutos. En ambas técnicas se determinaron el rendimiento
total, los compuestos fendlicos totales, la capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) y la

concentracion de capsaicina.

Las muestras fueron analizadas en sus formas enteras frescas, liofilizadas y trituradas.
Los analisis fisicoquimicos se realizaron en el LABIP, aplicando los siguientes métodos

estandarizados:

e Cenizas totales: Método AOAC 930.05 (2019), mediante calcinacién en mufla a
550 °C (celda JSR, modelo JSMF-30T).



30

e Humedad: Método AOAC 930.04 (2019), por secado en estufa a 105 °C (estufa

Memmert, modelo 600).

e Proteinas: Método AOAC 978.04 (2019), mediante digestion Kjeldahl, utilizando un

factor de conversion de nitrégeno a proteina de 6,25.

o Lipidos totales: Método AOAC 922.06 (2019), mediante extraccién Soxhlet
automatizada (Buchi FatExtractor E-500), empleando éter de petréleo como

disolvente.

e Carbohidratos: Calculados por diferencia entre la masa inicial de la muestra (100

g) y la suma de proteinas, lipidos, cenizas y humedad.
e Fibra cruda: Determinada segun el método NTP 205.003 (2011).

Durante la ejecucion del proyecto se respetaron todos los principios éticos
internacionales establecidos para investigaciones cientificas, conforme a las
recomendaciones institucionales emitidas por la Universidad Nacional de San Martin.
Aungue no se requirié la aplicacién directa de protocolos éticos especificos, se siguieron
las directrices pertinentes para garantizar el desarrollo responsable y transparente de

todas las actividades experimentales.

3.3.2. Procedimiento en la Primera etapa:

3.3.2.1. Extracciéon por Maceracion-Agitacion

Se realizaron las extracciones mediante la técnica de maceracion con agitacién, para
evaluar la mejor proporcién de Etanol/Agua (75:25, 50:50 y 25:75 %v/v), muestras (aji
frescoy aji liofilizado), en un tiempo de extraccién (10 min) y siendo definidos de acuerdo
con la necesidad de determinar la mejor proporcién etanol/agua, para pasar a la
segunda etapa de extracciones como se muestra en la Tabla 4. Para las extracciones
se determind la muestra en 5 g con un volumen del solvente en 100 mL. Se fij6 para la
proporcion etanol/agua utilizando etanol de 96°. Previo a la extraccion se homogenizé
la muestra con el solvente por 1 minuto. Posterior a las extracciones, se centrifugaron y
filtraron con papel filtro150mm, para almacenaros en frascos rotulados de color ambar
y llevado a refrigeracion (marca SAMSUNG) hasta su posterior analisis.

En esta primera etapa se utilizé un disefio factorial completo. Se analizé la materia prima
en dos estados (fresco v liofilizado), y la proporcién del solvente: Etanol/Agua (25/75,
50/50 y 75/25 %v/v). Todos los tratamientos fueron sometidos a 10 minutos de

extraccion.
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Tabla 4
Matriz de disefio experimental factorial completo - Primera etapa
Experimentos Materia prima Proporciéon Etanol/agua
1 75/25
2 Aji charapita fresco 50/50
3 25/75
4 75/25
5 Aji charapita liofilizado 50/50
6 25/75

Luego de realizar los experimentos de la primera etapa los extractos fueron

almacenados en un refrigerador (marca Samsung) en frascos rotulados color &mbar.

3.3.2.2. Rendimiento global de extraccion (X0)
El rendimiento global de extraccién (X,) ha sido definido por Pereira & Meireles (2010)

como la proporcion maxima de soluto que puede ser disuelto y posteriormente aislado
desde una matriz vegetal, bajo condiciones controladas de temperatura, presion y tipo
de disolvente. Para su determinacion, se emplea la relacién entre la masa total del
extracto obtenido (Mexracto) Y |a masa de la muestra en base seca (Mmuestra), CONforme a
lo establecido en la Ecuacién 1. Este pardmetro constituye un indicador clave en la
evaluacién de la eficiencia de los procesos de extraccién, permitiendo comparar el

desempefio de distintas metodologias bajo condiciones experimentales definidas.

M, ..
X, = —xtracto Ecuacioén 1

Mpuestra

Se indica que la Mewaco (EXtraccion) se determiné retirando 3,0 mL de los extractos
liquidos, los cuales se dispusieron en vasos de precipitado previamente tarados.
Posteriormente, los vasos con la muestra se sometieron a secado en estufa a 105 °C
hasta alcanzar peso constante, de modo que el calculo de la M, S€ efectud en

funcién del volumen inicial de cada extracto.

3.3.2.3. Compuestos fendlicos totales (TPC)
La cuantificacion del contenido total de compuestos fendlicos en extractos vegetales se

ha realizado comunmente mediante el método espectrofotométrico Folin—Ciocalteu, con
modificaciones propuestas por Singleton et al. (1999). Este procedimiento analitico
implica la preparacién de una mezcla reactiva mediante la adicion de una alicuota de la
solucién etanol/extracto junto con el reactivo Folin—Ciocalteu en tubos de ensayo. Para
la cuantificacibn de compuestos fendlicos totales, se empled el reactivo de Folin-
Ciocalteu. Tras un periodo de espera de 5 minutos, se afiadidé una solucion alcalina de
carbonato de sodio al 7%, la cual favorece el desarrollo de la coloracion azul

caracteristica del complejo fendlico. Las muestras fueron mantenidas en reposo durante
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30 minutos, protegidas de la luz, con el fin de asegurar la estabilidad del complejo
formado. La absorbancia se midié6 a una longitud de onda de 765nm utilizando un
espectrofotbmetro  UV-Vis (ThermoScientific, modelo Genesys 50). Para la
interpretacion cuantitativa, se construy6 una curva de calibracién utilizando acido galico
como patrdn, y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico

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

3.3.2.4. Actividad antioxidante (DPPH)
La capacidad antioxidante de los extractos fue evaluada mediante el método de captura

de radicales libres DPPH, siguiendo el protocolo propuesto por Brand-Williams et al.
(1995), por su simplicidad, rapidez, estabilidad y aplicabilidad practica. Este método se
basa en la reduccidn del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), que presenta una
absorcion maxima a 515 nm. Al ser neutralizado por compuestos antioxidantes, el DPPH
cambia de coloracién violeta a incolora o amarillenta, dependiendo del grado de
inhibicion.

Para la cuantificacion, se elabord una curva de calibraciéon utilizando Trolox como
estandar, expresando los resultados en funcién de la concentraciéon equivalente (UM
Trolox). La soluciéon estandar de DPPH se preparo disolviendo 0,0985g en 50 mL de
etanol. A partir de esta solucion, se gener6 una solucién “blanco”, compuesta por 3,5 mL
de etanol y 300 pL de la solucién de DPPH, cuya absorbancia fue ajustada a 0,80 y
medida a 515 nm en un espectrofotémetro UV-Vis Thermo Fisher (modelo Genesys 50).
Para el ensayo, se colocaron en tubos analiticos 500 yL del extracto o disolvente,
seguidos de 3 mL de etanol y 300 uL de la solucién de DPPH previamente ajustada. Las
muestras se mantuvieron en reposo durante 45 minutos, protegidas de la luz, antes de
realizar la lectura de absorbancia a 515 nm. El porcentaje de inhibicion se calculé

comparando la absorbancia de la muestra frente al blanco.

3.3.2.5. Actividad antioxidante (ABTS)

La actividad antioxidante de los extractos fue determinada mediante el método
propuesto por Re et al. (1999), reconocido por su versatilidad y aplicabilidad en matrices
solubles tanto en medios acuosos como lipidicos, con adaptaciones especificas segun
el tipo de muestra. La metodologia emplea Trolox como antioxidante estandar, disuelto

en metanol para la elaboracion de la curva de calibracion.

La generacion del radical ABTS se realizé mediante la disolucion de 0,0384 g de ABTS
y 0,00662 g de persulfato de potasio (2,45 mM) en 3mL de agua destilada. Ambas
soluciones se combinaron en una fiola de 10 mL y se dejaron reaccionar durante 16

horas a 25 °C en condiciones de oscuridad, permitiendo la formacién estable del radical
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ABTS. Previo al andlisis espectrofotométrico, la solucién de ABTS se diluy6 en etanol
en una proporcién 1:100, ajustando la absorbancia a un valor aproximado de 0,70 a
734 nm. Para el ensayo, se colocaron en una fiola 0,5mL del extracto previamente
disuelto en etanol (10 mL), seguido de 20 uL de dicha solucién y 2 mL de la solucién de
ABTS. Las muestras se mantuvieron en reposo durante 6 minutos, protegidas de la luz,
antes de registrar la absorbancia a 734 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis. La actividad
antioxidante se cuantificé en funcion de la reduccién del radical ABTS, expresada como

concentracion equivalente de Trolox (uM).

3.3.3. Procedimiento en la Segunda etapa

Con base en los resultados obtenidos durante la primera etapa de la investigacion, se
determiné que la proporcion de disolvente etanol/agua 50:50 % v/v fue la mas eficiente
en términos de rendimiento de extraccién. Esta relacion permiti6 una mayor
recuperacion de compuestos bioactivos en comparacion con las otras proporciones
evaluadas (75:25 y 25:75 % v/v). Cabe destacar que el etanol utilizado fue de grado 96°,
y que para cada ensayo se fij6 una masa de muestra de 3 g, empleando un volumen
constante de 50 mL de disolvente. Estas condiciones fueron aplicadas de manera
uniforme en ambos métodos de extraccion: maceracion-agitacion y extraccion asistida

por ultrasonido.

3.3.3.1. Extraccién asistida por ultrasonido (EAU) y Ultra-turrax (UTE)
Los extractos se obtuvieron mediante dos técnicas de extraccion: Ultrasonido (Biobase):

se evaluod el tiempo de extraccion en tres niveles (5, 10 y 15 minutos) y la potencia en
tres niveles (100, 200 y 300 W). Ultra-Turrax: se utilizé un equipo R50 CAT, evaluando
el tiempo de extraccion en los mismos tres niveles (5, 10 y 15 minutos) y la velocidad de
agitacion en tres niveles (200, 500 y 800 rpm), definidos conforme a las limitaciones del
equipo. El procedimiento completo se documenta en el Anexo 10. La muestra se fij6 en
3 g con un volumen (etanol/agua) 50 ml para el solvente con una proporcion de 50/50
%vl/v. Los extractos se centrifugaron y se filtraron con papel filtro de 150 mm y se
almacenaron a refrigeracion hasta los analisis posteriores. Cabe sefialar que para el
solvente se utilizé etanol de 96°. El disefio experimental empleado fue un disefio factorial
completo con dos factores y tres niveles cada uno. Donde se evaluaron tiempo y
potencia aplicada para las extracciones por ultrasonido y tiempo y velocidad de agitacion
para las extracciones por ultra-turrax. Las variables evaluadas por cada técnica fueron:
Rendimiento global (X0), Concentracion de capsaicina (CC), Contenido de compuestos
fendlicos (TPC) y Capacidad antioxidante por métodos DPPH y ABTS. En la Tabla 5 se
presenta la matriz del disefio experimental factorial completo para cada técnica de

extraccion.



34

Tabla 5
Matriz de disefio experimental factorial completo-Segunda etapa
Experimento Zifrr;((::(?igr? Tiempo (min) Potencia (v(vrf;\)trt;))/Agltamon
1 5 100
2 5 200
3 5 300
4 10 100
5 Ultrasonido 10 200
6 10 300
7 15 100
8 15 200
9 15 300
1 5 200
2 5 500
3 5 800
4 10 200
5 Ultra-turrax 10 500
6 10 800
7 15 200
8 15 500
9 15 800

Los extractos obtenidos en cada condicién experimental por cada método de extracciéon

se almacenaron en refrigeracion a -18°C hasta que se utilizaron en los andlisis.

3.3.3.2. Rendimiento global de extraccién (Xo)
El rendimiento global de extraccién (X,) ha sido definido por Pereira & Meireles (2010)

como la proporcion maxima de soluto que puede ser disuelto y posteriormente aislado
desde una matriz vegetal, bajo condiciones controladas de temperatura, presion y tipo
de disolvente. Para su determinacion, se emplea la relaciéon entre la masa total del
extracto obtenido (Mexracto) ¥ 1a masa de la muestra en base seca (Mmuestra), cOnforme a

lo establecido en la Ecuacioén 2.

— Mextracto

Xo Ecuacion 2

Mmues tra

Este parametro constituye un indicador clave en la evaluacion de la eficiencia de los
procesos de extraccidon, permitiendo comparar el desempenio de distintas metodologias
bajo condiciones experimentales definidas.

Se indica que la Mewaco (€Xtraccion) se determind retirando 3,0 mL de los extractos
liquidos, los cuales se dispusieron en vasos de precipitado previamente tarados.
Posteriormente, los vasos con la muestra se sometieron a secado en estufa a 105 °C
hasta alcanzar peso constante, de modo que el calculo de la Mexacto S€ €fectud en

funcion del volumen inicial de cada extracto.



35

3.3.3.3.  Concentracién de capsaicina (CC)
La cuantificacion de la concentracion de la capsaicina en extractos de Capsicum

frutescens (aji charapita) se realiz6 mediante espectrofotometria UV-Vis, utilizando un
espectrofotdmetro Thermoscientific (modelo Genesys 50), siguiendo el protocolo
descrito por Cruz & Mendoza (2015), con modificaciones especificas (ver Anexo 6). Para
la construccion de la curva de calibracién, se prepar6 una solucién reguladora de
capsaicina a una concentracion de 1 mg/mL, disolviendo 10 mg del estandar en 10 mL
de etanol grado HPLC. La solucién fue almacenada en frasco ambar con el fin de evitar
la fotodegradacion del compuesto. El punto maximo de absorbancia se determiné
mediante un barrido espectral en el rango de 230 a 320 nm, identificandose el valor
o6ptimo en 291 nm, correspondiente a la maxima absorcion de capsaicina en medio
etandlico (véase Anexo 7). Este valor fue utilizado como longitud de onda de referencia

para las lecturas espectrofotométricas en el andlisis cuantitativo de los extractos.

A partir de la solucibn reguladora, se elaboraron diluciones de trabajo con
concentraciones de 0,02; 0,04; 0,06 y 0,08 mg/mL, ajustadas a un volumen final de 2 mL
mediante la adicion de etanol. Las mediciones se realizaron en cubetas de cuarzo,
utilizando etanol como blanco, y se registraron las absorbancias a 291 nm. La curva de
calibracion obtenida presentd una regresion lineal de la forma y = 0,082x — 0,0455
(Anexo 8).

Para el andlisis de los extractos, se realizaron diluciones controladas con el fin de
mantener las muestras dentro del rango de la curva de calibracion. En particular, se
preparo una dilucion de 0,2 mL de extracto en una fiola de 10 mL (relacién 0,2:10), de la
cual se tomaron 1400 pyL y se completé a 2 mL con etanol. Las lecturas se efectuaron
por triplicado, empleando el mismo procedimiento de referencia, y se registraron las
absorbancias a 291 nm, correspondiente al maximo de absorbancia identificado en el
barrido espectral. La concentracion de capsaicina fue calculada segln la siguiente
férmula:

Concentracion Final de Capsaicina (mg/ml) = CC (de la curva tipo) * F
Ecuacioén 3

Donde:

CC: Concentracion de Capsaicina; F: Factor de Dilucion

Ademas, el valor de concentracion de capsaicina obtenido fue convertido a Unidades
Scoville (SHU), considerando que una parte por millon (ppm) de capsaicina pura
equivale a 16,10 unidades Scoville, segun lo reportado por Villalba et al. (2017). Esta

relacién permite expresar el nivel de pungencia de los extractos en términos sensoriales
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estandarizados, facilitando su interpretacion en aplicaciones alimentarias y

farmacoldgicas. Las unidades de picor Scoville se pueden ver en el Anexo 9.

3.3.3.4. Compuestos fendlicos totales (TPC)
La cuantificacion del contenido total de compuestos fendlicos en extractos vegetales se

ha realizado comunmente mediante el método espectrofotométrico Folin—Ciocalteu, con
modificaciones propuestas por Singleton et al. (1999). Este procedimiento analitico
implica la preparacion de una mezcla reactiva mediante la adicion de una alicuota de la
solucién etanol/extracto junto con el reactivo Folin—Ciocalteu en tubos de ensayo. Para
la cuantificacion de compuestos fendlicos totales, se empled el reactivo de Folin-
Ciocalteu. Tras un periodo de espera de 5 minutos, se afiadié una solucion alcalina de
carbonato de sodio al 7%, la cual favorece el desarrollo de la coloraciéon azul
caracteristica del complejo fendlico. Las muestras fueron mantenidas en reposo durante
30 minutos, protegidas de la luz, con el fin de asegurar la estabilidad del complejo
formado. La absorbancia se midié6 a una longitud de onda de 765nm utilizando un
espectrofotometro  UV-Vis (ThermoScientific, modelo Genesys 50). Para la
interpretacion cuantitativa, se construy6 una curva de calibracién utilizando acido galico
como patrdn, y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico

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

3.3.3.5. Actividad antioxidante (DPPH)
La capacidad antioxidante de los extractos fue evaluada mediante el método de captura

de radicales libres DPPH, siguiendo el protocolo propuesto por Brand-Williams et al.
(1995), por su simplicidad, rapidez, estabilidad y aplicabilidad practica. Este método se
basa en la reduccidn del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), que presenta una
absorcion maxima a 515 nm. Al ser neutralizado por compuestos antioxidantes, el DPPH
cambia de coloracién violeta a incolora o amarillenta, dependiendo del grado de
inhibicion.

Para la cuantificacion, se elabord una curva de calibracidon utilizando Trolox como
estandar, expresando los resultados en funcién de la concentraciéon equivalente (UM
Trolox). La soluciéon estandar de DPPH se preparo disolviendo 0,0985g en 50 mL de
etanol. A partir de esta solucién, se gener6 una solucion, blanco, compuesta por 3,5 mL
de etanol y 300 pyL de la solucién de DPPH, cuya absorbancia fue ajustada a 0,80 y
medida a 515 nm en un espectrofotémetro UV-Vis Thermo Fisher (modelo Genesys 50).
Para el ensayo, se colocaron en tubos analiticos 500 yL del extracto o disolvente,
seguidos de 3 mL de etanol y 300 uL de la solucién de DPPH previamente ajustada. Las

muestras se mantuvieron en reposo durante 45 minutos, protegidas de la luz, antes de
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realizar la lectura de absorbancia a 515 nm. El porcentaje de inhibicion se calculd

comparando la absorbancia de la muestra frente al blanco.

3.3.3.6. Actividad antioxidante (ABTS)

La actividad antioxidante de los extractos fue determinada mediante el método
propuesto por Re et al. (1999), reconocido por su versatilidad y aplicabilidad en matrices
solubles tanto en medios acuosos como lipidicos, con adaptaciones especificas segun
el tipo de muestra. La metodologia emplea Trolox como antioxidante estandar, disuelto

en metanol para la elaboracion de la curva de calibracion.

La generacion del radical ABTS se realizé mediante la disolucion de 0,0384 g de ABTS
y 0,00662 g de persulfato de potasio (2,45mM) en 3mL de agua destilada. Ambas
soluciones se combinaron en una fiola de 10 mL y se dejaron reaccionar durante 16
horas a 25 °C en condiciones de oscuridad, permitiendo la formacién estable del radical
ABTS. Previo al andlisis espectrofotomeétrico, la solucion de ABTS se diluy6é en etanol
en una proporcion 1:100, ajustando la absorbancia a un valor aproximado de 0,70 a
734 nm. Para el ensayo, se colocaron en una fiola 0,5 mL del extracto previamente
disuelto en etanol (10 mL), seguido de 20 uL de dicha solucién y 2 mL de la solucién de
ABTS. Las muestras se mantuvieron en reposo durante 6 minutos, protegidas de la luz,
antes de registrar la absorbancia a 734 nm en un espectrofotémetro UV-Vis. La actividad
antioxidante se cuantificé en funcion de la reduccion del radical ABTS, expresada como

concentracion equivalente de Trolox (uM).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Se presenta a continuacion los resultados de la caracterizacion de la materia prima y de

las extracciones de la primera y segunda etapa del aji Charapita.

1.1. Caracterizacion de la materia prima

En el presente estudio se empled aji charapita (Capsicum frutescens) en dos
presentaciones: fresca y liofilizada. La caracterizacién centesimal de ambas formas
permitié establecer diferencias significativas en su composicién nutricional, atribuibles

al efecto del proceso de liofilizacién sobre la concentracion de sélidos.

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 6, donde se presentan los valores
correspondientes a humedad, cenizas, proteinas, lipidos, carbohidratos vy fibra cruda.
Esta informacién constituye un punto de partida fundamental para interpretar el
comportamiento de la matriz vegetal frente a los procesos de extraccién aplicados en

etapas posteriores.

Tabla 6
Caracterizacion centesimal del Aji Charapita fresca y liofilizada
Analisis Muestra fresca Muestra liofilizada
(9/100 g de muestra) Media + DE Media + DE

Lipidos (%) 1.39+£ 0,02 6.3+0,01
Carbohidratos (%) 0.99 71.4
Proteina total (%) 2.7+£0,00 12.2 + 0,00
Fibra cruda (%) 6.19 £ 0,031 28.0 £ 0,021
Cenizas (%) 1.24 £ 0,025 5.6 + 0,035
Humedad (%) 77.86 £ 0,026 4.5+ 0,028

El aji charapita fresco muestra un contenido de humedad bajo en comparacion con el
rango tipico, esto podria deberse a que el aji fue expuesto a condiciones que redujeron
su contenido de agua como el transporte y el tiempo de almacenamiento antes de los
andlisis. Su contenido de proteina es relativamente mas alto que otras variedades

indicando que esta variedad podria ser mas rica en proteinas.

La composicion centesimal del aji charapita liofilizado muestra valores consistentes en
comparacion con otros Capsicum, especificamente el contenido de fibra y proteina esta
en un rango normal y el contenido de lipidos y carbohidratos se ajusta bien a un producto

liofilizado. Sin embargo, algunos factores como la posibilidad de cruce de especies y
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una gran cantidad de genotipos de pimiento pueden explicar las diferencias en la
composicion quimica de los pimientos Capsicum. Ademas de los factores climaticos, la
madurez del fruto, calidad del suelo ademas de otras propiedades que le dan sus

propiedades del aji charapita.

Es importante mencionar que la materia prima que utilizamos en esta investigacion
contiene una rica fuente de nutrientes, que las condiciones de su cosecha, postcosecha
y almacenamiento han sido las adecuadas, cuidando de proteger su calidad durante

todo el proceso de la investigacion.

1.2. Resultados en la primera etapa

1.2.1. Extraccion maceracién-agitacion

Las condiciones experimentales fueron definidas de acuerdo con la necesidad de
determinar la proporcion etanol/agua con mayores rendimientos y que sean constantes
en todas las muestras de aji. En la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos al
evaluar dos variables independientes: la proporcién de disolvente etanol/agua (% v/v) y
el tipo de muestra (fresca y liofilizada), aplicadas mediante el método de
maceracion/agitacion. Los parametros analizados incluyeron el contenido de
compuestos fendlicos totales (26,14 £ 0,03 mg EAG/g de materia prima), la capacidad
antioxidante por los métodos DPPH (27,35+0,04umol TE/g) y ABTS
(666,38 + 0,04 umol TE/g), asi como el rendimiento global de extraccion (9,81 £ 0,03 %).

Los resultados mas destacados se obtuvieron utilizando una proporcion etanol/agua de
50:50 % v/v en muestras liofilizadas, lo que sugiere una mayor eficiencia en la
recuperacion de compuestos bioactivos bajo estas condiciones. Esta tendencia puede
atribuirse al incremento en la capacidad extractiva de compuestos polares e hidrofilicos
cuando se emplean disolventes con constantes dieléctricas elevadas, como ha sido

reportado previamente en la literatura especializada (De la Cruz, 2011).

Los resultados obtenidos evidenciaron que las muestras liofilizadas presentaron
mayores rendimientos de extraccion en comparacién con las muestras frescas. Esta
tendencia coincide con lo reportado por Caballero et al. (2017), quienes observaron un
incremento significativo en la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales
en Capsicum pubescens sometido a liofilizacion, tanto con como sin semillas, en

relacién con el producto fresco.

Ademas, la reduccién del tamafio de particula desempefia un papel relevante en la

eficiencia del proceso de extraccion, ya que incrementa el area de contacto entre la
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matriz vegetal y el disolvente, y reduce el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio

de difusién (Casanova-Ortiz et al., 2015).

Para validar estadisticamente estos hallazgos, se aplic6 un andlisis de varianza
(ANOVA) unifactorial con un nivel de confianza del 95 %. La comparacion de medias se
realizé mediante la prueba de Tukey (p <0,05), utilizando el software MINITAB. Los

resultados del analisis estadistico se presentan en los siguientes anexos:
e Anexo 2: Rendimiento global de extraccién

e Anexo 3: Contenido de compuestos fendlicos totales

e Anexo 4: Capacidad antioxidante por el método DPPH

e Anexo 5: Capacidad antioxidante por el método ABTS
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Caracterizacion fisicoquimica por maceracién-agitacion
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CA (umol TE/g materia prima)

Materia prima Proporcién E/A Yld TPC
DPPH ABTS

75/25 4.35 + 0.02f 8.44 + 0.02e 8.74 + 0.06f 412.7 + 0.15e

Aji charapita fresco 50/50 451 +0.02e 7.46 + 0.03f 14.13 £ 0.03e 557.81 £ 0.08d
25/75 7.47 +0.02d 8.82 + 0.02d 20.19 + 0.02d 563.68 + 0.03c

75/25 9.64 + 0.07b 20.65 + 0.00c 20.91 +0.02¢c 412.7 + 0.15e

Aji charapita liofilizado 50/50 9.81 +0.03a 26.14 + 0.03a 27,35 + 0.04a 666.38 + 0.04a
25/75 7.67 +0.03c 22.9 +0.04b 21.38 +0.03b 655.41 + .03b

Nota: Los datos se muestran como medias + desviaciones estandar (n = 3). Letras mindsculas diferentes en la misma columna presentan diferencia significativa (p<0,05) por el test de Tukey. Yld=

Rendimiento global (%). TPC = Contenido de compuestos fendlicos (mg EAG/g de materia prima); CA= Capacidad antioxidante, fue expresada como pmol TE/g de materia prima). proporcion

etanol/agua(%v/v)
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1.3. Resultados en la segunda etapa

1.3.1. Extraccién asistida por ultrasonido y ultra-turrax

Para las extracciones por ultrasonido se utilizé6 un equipo de ultima generacién (Biobase)
y para las extracciones por ultra-turrax se utilizé el equipo marca R50 CAT. Los
experimentos de extraccion por ultrasonido y ultra-turrax se realizaron utilizando un disefio

factorial completo con dos factores y tres niveles cada uno.

En la Tabla 8 se presentan los efectos de las variables independientes evaluadas mediante
extraccion asistida por ultrasonido: tiempo de extraccion (5, 10 y 15 minutos) y potencia
aplicada (100, 200 y 300 watts). Estas condiciones mostraron una influencia significativa
en la recuperacién de compuestos bioactivos, particularmente en la concentracién de

capsaicina y el rendimiento global de extraccion.

El mayor contenido de capsaicina se obtuvo a 15 minutos y 200 watts, alcanzando una
concentraciéon de 200,69 £ 1,5 mg/mL, junto con un rendimiento global de extraccién de
28,79+ 0,6 %. En cuanto a los compuestos fendlicos totales, el valor mas alto se registro a
5 minutos y 100 watts (46,16 £ 0,42 mg EAG/g de materia prima), lo que sugiere que
tiempos cortos y potencias moderadas favorecen la preservacion de estos compuestos

sensibles.

La capacidad antioxidante mostré variaciones segun el método de evaluacién:

e Por DPPH, el valor mas alto se obtuvo a 15 minutos y 200 watts (37,01 £ 0,32 umol
TE/Q).

e Por ABTS, se alcanzé el maximo a 15 minutos y 300 watts (2252,63 + 8,13 umol TE/g),
lo que indica una mayor eficiencia en la neutralizacion del radical ABTS* bajo

condiciones de alta potencia.

Estos resultados evidencian que la modulacién de tiempo y potencia en la extraccion por
ultrasonido permite optimizar selectivamente la recuperacion de distintos metabolitos,

dependiendo de su sensibilidad estructural y polaridad.

En la Tabla 9, se evidencian los efectos de las variables independientes que fueron
estudiadas por ultra-turrax: tiempo de extraccién (5,10 y 15 min) y agitacion (200, 500 y
800 rpm); sobre la concentracion de capsaicina (173.70 mg/ml de extracto) a 15 minutos y
200 rpm, contenido de compuestos fendlicos (50.44 + 1.11 mg EAG/gramo de materia
prima) logrados a 5 min y 800 rpm, capacidad antioxidante por DPPH (32.96 + 0.52 uM
TE/g materia prima) a 15 min y 200 rpm, ABTS (1811.70 + 7,23 uM TE/g materia prima) a
5 min y 200 rpm.
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A continuacion, se presentan los resultados del analisis estadistico realizado con el
propésito de evaluar las diferencias significativas entre los tratamientos aplicados en los
procesos de extraccion. Para ello, se empled un analisis de varianza (ANOVA) unifactorial,
con un nivel de confianza del 95 %, con el fin de determinar la existencia de diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de los grupos evaluados.

Como herramienta complementaria, se utilizé un diagrama de Pareto para visualizar la
distribucién e impacto relativo de las variables independientes sobre los parametros de
respuesta, facilitando la identificacion de los factores mas influyentes en el rendimiento y
recuperacion de compuestos bioactivos. Asimismo, se aplicé la prueba de comparacion
multiple de Tukey (p < 0,05) para establecer diferencias significativas entre los tratamientos

y agrupar los promedios en conjuntos homogéneos.

Todo el procesamiento estadistico fue realizado mediante el software MINITAB, y los
resultados detallados del ANOVA.



Tabla 8

Caracterizacion fisicoquimica por ultrasonido
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Yid

CA (UM ET/g materia-prima)

Experimento X1 X2 (%) CC (mg/mL) TPC
DPPH ABTS
1 5 100 25.39 £2.02 126.18 + 3.60 46.16 £ 0.42 20.53 £ 0.00 1485.14 £ 5.93
2 5 200 26.43 +1.40 144.45 + 4,53 48.66 + 1.92 33.32+0.32 1437.75 + 10.05
3 5 300 26.39 £ 2.02 182.62 + 0.61 48.72 +0.33 33.63+0.52 1480.78 = 2.44
4 10 100 28.74 + 4.46 114.03 + 2.96 41.49 + 3.57 30.24 +0.58 1663.14 + 5.77
5 10 200 28.09 £0.96 154.50 + 0.53 47.89 + 3.26 32.36 £0.00 1595.42 + 11.97
6 10 300 27.93+1.50 163.11 + 0.61 52.00 £ 1.95 35.15+0.00 2252.63 +8.13
7 15 100 27.59 £0.89 182.88 + 0.47 46.16 = 0.03 35.05 £ 0.00 1608.95 + 11.77
8 15 200 27.74 £0.90 200.69 £1.75 46.55 +0.17 37.01+0.32 1535.90 £ 5.24
9 15 300 2772+ 1.25 196.77 + 0.69 47.89 + 0.60 36.94 +0.00 1745.74 £ 5.35

Resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar. X1 = Tiempo de extraccidon (min); X2 = Potencia aplicada (watts); YId = Rendimiento global (%); CC = Concentracién capsaicina;

TPC = Contenido de compuestos fendlicos (mg EAG/g de materia prima); CA = Capacidad antioxidante.
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Experimento X1 X2 (Q)O)l CC (mg/mL) TPC CA (UM ET/g materia-prima)
DPPH ABTS

1 5 200 27.11 +£2.47 151.02 + 0.98 50.44 +£1.11 29.84 £ 3.80 1761.76 + 6.01
2 5 500 27.59 £0.33 176.20 + 7.82 50.67 + 0.19 28.13 +0.00 1811.70 £ 7.23
3 5 800 28.69 £ 0.70 180.30 + 9.04 50.95 +1.09 29.58 £ 0.00 1536.77 + 5.69
4 10 200 28.11+1.39 162.87 +1.00 47.89 £ 0.01 30.91+0.77 1525.83 + 0.00
5 10 500 28.20 £ 0.92 191.65+4.61 4583+ 1.32 31.91+£0.77 1518.06 + 11.46
6 10 800 27.13+2.15 171.17 +£8.01 49.44 + 1.55 32.03£0.00 1604.93 + 7.28
7 15 200 28.67 £ 0.60 173.70 + 2.56 44.1 +2.39 32.96 £ 0.52 1760.36 + 8.13
8 15 500 27.93 £ 0.50 171.04 +£1.18 48.33 £ 1.90 32.51+1.63 237.87 £9.95

9 15 800 28.39 £ 0.15 117.84 + 0.85 49.44 £ 0.51 32.55+ 1.46 1653.20 + 4.97

Resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar. X1 = Tiempo de extraccion (min); Xz = Agitacion (rpm); Yld = Rendimiento global (%); CC = Concentracion capsaicina; TPC =

Contenido de compuestos fendlicos (mg EAG/g de materia prima); CA = Capacidad antioxidante.
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1.3.1.1. Rendimiento global de extraccion (%) por ultrasonido
El analisis de varianza (ANOVA) aplicado al rendimiento global de extraccion permitié

evaluar la significancia estadistica de los efectos de las variables independientes sobre la
respuesta experimental. Segun los datos presentados en la Tabla 10, el valor de F
calculado supero el valor critico correspondiente al p-valor bajo un nivel de confianza del

95 %, lo que indica un ajuste adecuado del modelo propuesto.

Tabla 10
ANOVA — Rendimiento global de extraccion por ultrasonido
SC
Fuente GL Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 8,5030 1,06287 0,65 0,728
Lineal 4 1,7535 0,43839 0,27 0,895
Tiempo(min) 2 1,6340 0,81699 0.50 0,616
Potencia (W) 2 0,1196 0,05979 0,04 0,964
Interacciones de 2 términos 4 6,7494 1,68736 1,03 0,419
Tiempo(min)*Potencia (W) 4 6,7494 1,68736 1,03 0,419
Error 18 29,4918 1,63843
Total 26 37,9947

Con el objetivo de optimizar el rendimiento global de extraccién, se estudiaron dos
variables operativas clave: el tiempo de extraccion (5, 10 y 15 minutos) y la potencia
aplicada (100, 200 y 300 watts), empleando como matriz vegetal aji charapita (Capsicum
frutescens) en estado liofilizado y triturado. Segun el principio de Pareto se espera que
aproximadamente el 20% de los factores, represente el 80% del impacto total de los
resultados. Sin embargo, en el diagrama (Figura 5), observamos que las barras estan
detrds de la linea acumulativa, indicando que los factores de tiempo y potencia y la
interaccion de ambas tienen un impacto menor y contribuyen relativamente poco al total
de resultados. El efecto estandarizado implica que los datos han sido ajustados para ser
comparables aun incluso si las barras estan detras de la linea acumulativa, con esto se

puede evaluar el potencial de cada factor.
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Figura 5
Diagrama de Pareto para rendimiento global por ultrasonido.

En la Tabla Tukey (Tabla 11), se observa que las letras mindsculas iguales en una misma
columna indican que no existen diferencias significativas entre los tiempos de extracciéon
para un mismo nivel de potencia, mientras que las letras mayusculas iguales en una misma
fila reflejan ausencia de diferencias significativas entre los niveles de potencia para un
mismo tiempo. Esta codificacion facilita la identificacion de tratamientos estadisticamente
equivalentes, permitiendo una interpretacion clara de los efectos individuales y combinados

de las variables evaluadas.

El mejor rendimiento de extraccién (25,39 + 2,02 %) se obtuvo a 5 minutos y 100 watts, lo
gue sugiere que condiciones moderadas de ultrasonido favorecen la liberacion eficiente de
compuestos bioactivos. Este comportamiento puede atribuirse a la accion mecéanica del
ultrasonido, que genera cavitacion y ruptura de las paredes celulares, facilitando la difusién

de los metabolitos hacia el medio solvente.

Asimismo, el uso de una mezcla etanol/agua al 50/50 % v/v proporciona un entorno polar
balanceado que potencia la extraccion de compuestos tanto polares como apolares. El
etanol, al ser menos polar que el agua, contribuye a la disolucién de compuestos lipofilicos
como la capsaicina, mientras que el agua favorece la solubilizacion de compuestos
hidrofilicos como los fenoles. Esta sinergia solvente mejora la eficiencia global del proceso

de extraccion.
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Tabla 11
Test de Tukey para el Rendimiento total por ultrasonido
Potencia
Tiempo
) (watts)
(min)
100 200 300

5 25.39 + 2.02aA 26.43 £ 1.40aA 26.39 £ 2.02aA

10 26.17 £ 0.16aA 28.79 £ 0.96aA 27.93 £ 1.50aA

15 27.59 £ 0.89aA 27.74 £ 0.90aA 27.72 £ 1.25aA

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvio padrén (n=3), Rendimiento total (%)

1.3.1.2. Rendimiento global de extraccion (%) por Ultra-turrax
En la Tabla 12 se presenta la interpretacion del analisis de varianza (ANOVA) aplicado al

rendimiento global de extraccion mediante el método Ultra-Turrax. El valor de F calculado
fue inferior al valor critico asociado al p-valor, bajo un nivel de confianza del 95 %, lo que
indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
evaluados. Este resultado respalda la hipétesis nula, sugiriendo que las condiciones
operativas aplicadas (variaciones en tiempo y potencia) no ejercen una influencia
significativa sobre el rendimiento de extraccion en las muestras analizadas. Por tanto, se
concluye que, bajo los parametros estudiados, el método Ultra-Turrax no presenta
sensibilidad suficiente para modificar la eficiencia del proceso en términos de recuperacion

de compuestos bioactivos.

Tabla 12
ANOVA — Rendimiento global por ultra-turrax
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 21,522 2,6903 1,39 0,268
Lineal 4 19,282 4,8204 2,49 0,082
Tiempo(min) 2 13,222 6,6110 3,42 0,056
Agitacion (RPM) 2 5,425 2,7123 1,40 0,273
Interacciones de 2 términos 4 2,536 0,6340 0,33 0,855
Tiempo(min)*Agitacion (RPM) 4 2,536 0,6340 0,33 0,855
Error 17 32,850 1,9323
Total 25 54,372

En la figura 6, se presenta el Diagrama de Pareto que se utilizé para evaluar el impacto de
los factores tiempo de extraccion (5,10 y 15 min) y agitacién (200, 500 y 800 rpm). Se
observa que las barras estan detras de la linea acumulativa, indicando claramente que los
factores de tiempo y agitacion y la interaccion de ambas tienen un impacto menor y
contribuyen relativamente poco al total de resultados. El efecto estandarizado implica que
los datos han sido ajustados para ser comparables aun incluso si las barras estan detras

de la linea acumulativa, con esto se puede evaluar el potencial de cada factor.
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Figura 6

Diagrama de Pareto para rendimiento global por Ultra-turrax.

1.3.1.3. Concentracion de capsaicina por ultrasonido
Segun los datos presentados en la Tabla 13, el andlisis de varianza (ANOVA) evidencié

diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos evaluados. El valor de F

calculado fue superior al valor critico asociado al p-valor, bajo un nivel de confianza del

95 %, lo que indica un ajuste adecuado del modelo y permite rechazar la hipétesis nula.

Dado que el p-valor fue menor a 0,05, se concluye que al menos uno de los niveles de

tiempo de extraccion (5, 10 y 15 minutos) y potencia aplicada (100, 200 y 300 watts) genero

variaciones significativas en la concentracién de capsaicina extraida. Estos resultados

confirman que las condiciones operativas del proceso de extraccion asistida por ultrasonido

influyen directamente en la eficiencia de recuperacion de este compuesto bioactivo.

Tabla 13
ANOVA - Concentracion de capsaicina por ultrasonido
SC
Fuente GL Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 207339 2591,74 684,20 0,000
Lineal 4  18801,2 4700,31 1240,85 0,000
Tiempo(min) 2 12573,1 6286,54 1659,60 0,000
Potencia (W) 2 6669,5 3334,77 880,36 0,000
Interacciones de 2 términos 4 2151,3 537,82 141,98 0,000
Tiempo(min)*Potencia (W) 4 21513 537,82 141,98 0,000
Error 17 60,6 3,79

Total 25 207945
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Segun el principio de Pareto se espera que una pequefia cantidad de causas
(aproximadamente el 20%) represente una gran porcion (aproximadamente el 80%) del
impacto total de los resultados. En el diagrama (Figura 7), observamos que las barras estan
por delante de la linea roja (linea acumulativa), visualizando que ambos factores influyeron
en los resultados obtenidos. Ademas, el efecto estandarizado implica que los datos han
sido ajustados para ser comparables, permitiendo evaluar el rendimiento de cada factor de

manera equitativa e identificar mas facilmente cudles factores tienen el mayor impacto.

Término 212
i Factor Nombre
A Tiempo (min)
B Potencia (W)
A
AB
B
I T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Efecto estandarizado
Figura 7

Diagrama de Pareto Concentraciéon de Capsaicina por ultrasonido.

Estas diferencias significativas también se reflejan en los datos obtenidos en el test de
Tukey (Tabla 14) donde se puede evidenciar que las letras minusculas diferentes en la
misma columna presentan diferencias significativas entre tiempos para el mismo nivel de
potencia y letras mayusculas diferentes en la misma fila presentan diferencias significativas
entre potencia para el mismo nivel de tiempo. Por tanto, puede concluirse que la mayor
concentracion de capsaicina (200,69 mg/ml de extracto) logrados a 15 minutos de
extraccion y 200 watts de potencia aplicada y la menor concentracién a 10 min y 100 watts

de aplicacion de ultrasonido.

Fernandez (2007), destaca que, en el caso especifico de los capsaicinoides, se obtienen
recuperaciones cuantitativas cuando el tiempo de extraccion alcanza o supera los 10
minutos. Estos hallazgos subrayan la necesidad de establecer condiciones temporales
adecuadas para maximizar el rendimiento en técnicas de extraccion, especialmente
aquellas aplicadas a matrices vegetales ricas en metabolitos funcionales. La seleccion del
disolvente constituye un factor determinante en la eficiencia de los procesos de extraccion
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de capsaicinoides. Rostagno et al. (2003), sefialan que estos compuestos deben ser
solubles en el medio extractante para garantizar una recuperacion efectiva, y que el agua,
por si sola, no representa un disolvente adecuado para este propésito. No obstante, se ha
observado que la incorporacion de pequefias proporciones de agua en mezclas
hidroalcohélicas puede mejorar significativamente la eficacia del proceso, debido al
incremento en la capacidad de solubilizacion de compuestos polares. Por otro lado, aunque
el etanol presenta limitaciones como disolvente Unico principalmente por su baja
difusividad y elevada viscosidad, su combinaciéon con agua en proporcion 50/50 % v/v ha
demostrado ser efectiva en la extraccion de capsaicinoides. Esta eficiencia se atribuye a
las interacciones sinérgicas entre ambos componentes, que favorecen la penetracion
celular y mejoran la transferencia de masa, permitiendo una solubilizacion més eficiente
gue la obtenida con disolventes apolares puros. Este comportamiento resalta la
importancia critica de una adecuada seleccion de disolventes en el disefio de metodologias

de extraccion.

Tabla 14
Test de Tukey para Concentracién de capsaicina por ultrasonido
) Potencia
Tiempo
) (watts)
(min)
100 200 300
5 126.18 + 3.60bC 144.45 + 4.53cB 182.62 + 0.61bA
10 114.03 + 2.96¢C 154.50 + 0.53bB 163.11 + 0.61cA
15 182.88 + 047aB 200.69 £ 1.75aA 196.77 + 0.69aA

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvié padron (n=3); Concentracién de

capsaicina (mg/ml).

1.3.1.4. Concentracion de capsaicina por ultraturrax
En la Tabla 15 se presentan los resultados del analisis de varianza (ANOVA) aplicado a la

concentracion de capsaicina obtenida mediante el método Ultra-Turrax. Los factores
evaluados: tiempo de extraccidn, velocidad de agitacion y su interaccion, mostraron valores
de F calculado superiores al valor critico asociado al p-valor, bajo un nivel de confianza del
95 %.

Este comportamiento estadistico indica la existencia de diferencias significativas entre los
tratamientos. Dado que el p-valor fue menor a 0,05, se concluye que al menos uno de los
niveles de tiempo (5, 10 y 15 minutos) y velocidad de agitacion (200, 500 y 800 rpm) generd
variaciones significativas en la concentracion de capsaicina extraida. Por tanto, se confirma
la significancia estadistica del modelo, lo que valida la influencia de las condiciones

operativas sobre la eficiencia del proceso de extraccion.
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Tabla 15
ANOVA - Concentracion de capsaicina por ultra-turrax
SC
Fuente GL Ajust, MC Ajust, Valor F Valor p
Modelo 8 10688,5 1336,07 57,33 0,000
Lineal 4 4658,0 1164,49 49,97 0,000
Tiempo(min) 2 2099,6 1049,81 45,04 0,000
Agitacién (RPM) 2 2474,3 1237,13 53,08 0,000
Interacciones de 2 términos 4 5645,0 1411,26 60,55 0,000
Tiempo(min)*Agitacién (RPM) 4 5645,0 1411,26 60,55 0,000
Error 17 396,2 23,31
Total 25 11084,7

El diagrama de Pareto se utiliz6 para evaluar el impacto de los factores tiempo de
extracciéon (5,10 y 15 min) y agitacién (200, 500 y 800 rpm) en la concentracién de
capsaicina. En el diagrama (Figura 8), observamos que las barras estan por delante de la
linea roja (linea acumulativa), visualizando que la interaccién de ambos factores son los
que influyeron més en los resultados. Ademas, el efecto estandarizado implica que los
datos han sido ajustados para ser comparables, permitiendo evaluar el rendimiento de
cada factor de manera equitativa e identificar mas facilmente cudles factores tienen el

mayor impacto.

Término 211
i Factor Nombre
A Tiempo (min)
B Agitaciéon (RPM)

AB

2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado

Figura 8
Diagrama de Pareto concentracion de capsaicina por Ultra-turrax.

En la tabla 16 (test de Tukey) se puede evidenciar esta tendencia ya que las letras
minasculas diferentes en la misma columna presentan diferencias significativas entre
tiempos para el mismo nivel de agitacion y las letras mayusculas diferentes en la misma

fila presentan diferencias significativas entre la agitacion para el mismo nivel de tiempo. Se
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ha encontrado la mayor concentracién a 500 rpm y 10 min, sin embargo, no hay diferencia

si se trabaja a 15 minutos de extraccion y 200 rpm obteniendo (173.70 mg/ml de extracto).

Torres et al (2015), afirma que los altos rendimientos por ultra-turrax se debe a la alta
turbulencia y el alto caudal de circulacion del disolvente de extraccion, producido gracias

al hueco entre el rotor y estator.

De la Cruz (2011) indica que la agitaciéon es parte fundamental en el proceso extractivo, ya
gue el movimiento del liquido hace que se produzca una recirculacién del solvente,
haciendo mas eficiente el proceso extractivo. Ademas, el tiempo de extraccion debe ser
suficiente para agotar completamente el material vegetal, aunque no excesivo.

Tabla 16

Test de Tukey para la Concentracion de capsaicina por ultra-turrax
Velocidad de agitacion

Tiempo
: (rpm)
(min)
200 500 800
5 151.02 + 0.98cB 176.20 + 7.82bA 180.30 + 9.04aA
10 162.87 + 1.00bB 191.65 + 4.61aA 171.17 + 8.01aB
15 173.70 £ 2.56aA 171.04 £ 1.18bA 117.84 + 0.85bB

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvié padron (n=3); Concentracién de capsaicina (mg/ml)

1.3.1.5. Contenido total de fenoles (TPC) con ultrasonido
En la Tabla 17, se muestra el ANOVA para el contenido total de fenoles (TPC) con

ultrasonido. Podemos observar que el factor tiempo posee un Fcaiculado mayor al valor de p-
valor y que el factor potencia y la interaccién de ambas poseen un Fcaiculado menor al valor
de p-valor a un nivel de confianza del 95 %. Dado que el valor p-valor es menor que 0.05,
en el factor potencia se puede concluir que al menos uno de los niveles de potencia (100,
200 y 300 watts) produjeron resultados diferentes en los tres tiempos. En ese sentido,

podemos asegurar la significancia estadistica del modelo.
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Tabla 17
ANOVA — Contenido de compuestos fendlicos por ultrasonido
Fuente GL SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p

Modelo 8 190,850 23,856 5,66 0,001
Lineal 4 116,559 29,140 6.92 0,001
Tiempo(min) 2 4,670 2,335 0,55 0,584
Potencia (W) 2 111,890 55,945 13,28 0,000
Interacciones de 2 términos 4 74,291 18,573 4,41 0,012
Tiempo(min)*Potencia (W) 4 74,291 18,573 4,41 0,012
Error 18 75,809 4,212
Total 26 266,659

En la figura 9, se presenta el Diagrama de Pareto que se utilizd para evaluar el impacto de
los factores tiempo de extraccion (5,10 y 15 min) y potencia (100, 200 y 300 watts).
Observamos que la barra de potencia y de la interaccién de ambos factores estan por
delante de la linea roja (linea acumulativa), visualizando que la potencia y la interaccién de
ambos factores son los que influyeron mas en los resultados. Ademas, el efecto
estandarizado implica que los datos han sido ajustados para ser comparables, permitiendo
evaluar el rendimiento de cada factor de manera equitativa e identificar mas
facilmente cuales factores tienen el mayor impacto, validando los resultados presentados

en el ANOVA.

Término
Factor MNombre
A Tiempo (min)
B Potencia (W)
B
AB
A
0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado
Figura 9

Diagrama de Pareto para TPC de los extractos por ultrasonido.

La tendencia observada en los datos del test de Tukey (Tabla 18) confirma que las letras
minusculas iguales en una misma columna indican ausencia de diferencias significativas

entre los tiempos de extraccion para un mismo nivel de potencia, mientras que letras
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mayusculas diferentes en una misma fila evidencian diferencias significativas entre los

niveles de potencia para un mismo tiempo.

El mayor contenido de compuestos fendlicos (46,16 £ 0,42 mg EAG/g de materia prima) se
obtuvo a 5 minutos de extraccion y 100 watts de potencia aplicada, lo que sugiere que
condiciones moderadas favorecen la preservacion de estos metabolitos sensibles. No
obstante, se observa una tendencia general en la que a mayor potencia ultrasénica, mayor

contenido de fenoles, independientemente del tiempo de exposicion.

Este comportamiento puede explicarse por la naturaleza hidrosoluble de la mayoria de los
compuestos fendlicos, los cuales presentan alta afinidad por solventes polares como el
agua (Corona et al., 2016). En este estudio, se utilizd una mezcla etanol/agua al 50/50 %
viv, lo que proporciond un entorno polar balanceado que favorece la solubilizacion de
compuestos tanto polares como ligeramente apolares. Ademas, la potencia ultrasénica
aplicada se considera un factor determinante en la eficiencia de extraccion, ya que
intensifica la cavitacion y la ruptura celular, facilitando la liberacion de los compuestos

fendlicos atrapados en la matriz vegetal (Priego & Luque, 2004).

Tabla 18
Test de Tukey para contenido de compuestos fendlicos por ultrasonido
) Potencia
Tiempo
. (watts)
(min)
100 200 300
5 46.16 + 0.42aA 48.66 = 1.92aA 48.72 + 0.33aA
10 41.49 + 3.57bB 47.89 * 3.26aA 52.00 £ 1.95aA
15 46.16 + 2.53aA 46.55 + 0.17aA 47.89 + 0.60aA

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvié padrén (n=3); contenido total de

fenoles:mg EAG/gramo de materia prima.

1.3.1.6. Contenido total de fenoles (TPC) con ultra-turrax
El ANOVA que se muestra en la Tabla 19, para el contenido total de fenoles (TPC) por

ultra-turrax, podemos observar que los factores tiempo, agitacion y su interaccion poseen
un Fcaiculado mayor al valor de p-valor a un nivel de confianza del 95 %. Esto indica que hay
diferencias significativas en el contenido total de fenoles. Dado que el valor p-valor es
menor que 0.05, se puede concluir que al menos uno de los niveles de tiempo (5,10 y 15
min) y velocidad de agitacion (200, 500 y 800 rpm) produjeron resultados diferentes. En

ese sentido, podemos asegurar la significancia estadistica del modelo.
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Tabla 19
ANOVA — Contenido de compuestos fendlicos por ultra-turrax
SC
Fuente GL Ajust, MC Ajust, Valor F Valor p

Modelo 8 129,27 16,159 7,05 0,000
Lineal 4 90,03 22,507 9,82 0,000
Tiempo(min) 2 61,51 30,756 13,43 0,000
Agitacion (RPM) 2 28,52 14,258 6,22 0,009
Interacciones de 2 términos 4 39,25 9,811 4,28 0,013
Tiempo(min)*Agitacién (RPM) 4 39,25 9,811 4,28 0,013
Error 18 41,27 2,293

Total 26 170,54

El diagrama de Pareto (Figura 10), se utilizé para evaluar el impacto de los factores tiempo

de extraccion (5,10 y 15 min) y agitacion (200, 500 y 800 rpm) en el contenido total de

fenoles. En el diagrama, observamos que las barras estan por delante de la linea roja (linea

acumulativa), visualizando que el factor tiempo es quien mas influyé en los resulta

dos. Seguido de la agitacion y de la interaccion de ambos factores. Ademas, el efecto

estandarizado implica que los datos han sido ajustados para ser comparables, permitiendo

evaluar el rendimiento de cada factor de manera equitativa e identificar mas

facilmente cudles factores tienen el mayor impacto.

Término 2.101
T

Factor
A
B

Nombre
Tiempo (min)
Agitacién (RPM)

A
B
AB
) 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado
Figura 10

Diagrama de Pareto para TPC de los extractos por Ultra-turrax.

El andlisis estadistico mediante el test de Tukey, presentado en la Tabla 20, permitio

identificar diferencias significativas entre los tratamientos evaluados en funcién del tiempo

de extraccioén y la velocidad de agitacion. Las letras minasculas distintas dentro de una

misma columna indican diferencias significativas entre los tiempos de extraccién para un
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mismo nivel de agitacién, mientras que las letras mayusculas iguales en una misma fila
reflejan la ausencia de diferencias significativas entre los niveles de agitaciéon para un
mismo tiempo de sonicacién. Los resultados evidenciaron que la mayor concentracion de
compuestos fendlicos se obtuvo a 800 rpm y 5 min de extraccidon. No obstante, se observo
que a 5Smin y 200rpm también se alcanz6 una concentracidn considerable
(50.44+1.11mg EAG/g de materia prima), sin diferencias significativas respecto al
tratamiento 6ptimo. Estos hallazgos sugieren que, bajo ciertas condiciones, es posible
reducir la intensidad de agitacidon sin comprometer significativamente la eficiencia del

proceso.

De la Cruz (2011), indica que la agitaciéon es parte fundamental en el proceso extractivo,
ya que el movimiento del liqguido hace que se produzca una recirculacién del solvente,
haciendo mas eficiente el proceso extractivo. Ademas, el tiempo de extraccion debe ser

suficiente para agotar completamente el material vegetal, aungue no excesivo.

Torres et al (2015), afirma que los altos rendimientos por ultra-turrax se debe a la alta
turbulencia y el alto caudal de circulacion del disolvente de extraccion.
Tabla 20

Test de Tukey para el contenido de compuestos fendélicos por ultra-turrax
Velocidad de agitacion

Tiempo (rpm)
200 500 800
5 50.44 +1.11aA 50.67 £ 0.19aA 50.95 + 1.09aA
10 47.89 + 1.3aB 45.83 + 1.55bB 49.44 + 2.11aA
15 44.10 £ 2.39bB 48.33 £ 1.90abA 49.44 + 0.51aA

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvié padrén (n=3); contenido total de

fenoles:mg EAG/gramo de materia prima.

1.3.1.7. Capacidad antioxidante DPPHy ABTS por ultrasonido
El ANOVA que se muestra en la Tabla 21 y 22, para la capacidad antioxidante por el

método de DPPH y ABTS mostraron que los factores tiempo, potencia y su interaccion
poseen un Feaculado Mayor al valor de p-valor a un nivel de confianza del 95 %. Esto indica
gue hay diferencias significativas en la capacidad antioxidante por DPPH y ABTS. De esta
forma se asegura que el modelo otorga significancia estadistica y que puede ser empleado

para fines predictivos.
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Tabla 21
ANOVA - Capacidad antioxidante (DPPH) por ultrasonido
Fuente GL SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p

Modelo 8 610,501 76,313 848,49 0,000
Lineal 4 461,400 115,350 1282,53 0,000
Tiempo(min) 2 231,609 115,804 1287,58 0,000
Potencia (W) 2 229,791 114,896 1277,48 0,000
Interacciones de 2 términos 4 149,101 37,275 414,45 0,000
Tiempo(min)*Potencia (W) 4 149,101 37,275 414,45 0,000
Error 18 1,619 0,090

Total 26 612,120

Tabla 22

ANOVA - Capacidad antioxidante (ABTS) por ultrasonido

Fuente GL SC Ajust MC Ajust Valor F Valor p

Modelo 8 1472471 184059 2860,14 0,000
Lineal 4 1077870 269468 4187,32 0,000
Tiempo(min) 2 616269 308135 4788,18 0,000
Potencia (W) 2 461601 230801 3586,47 0,000
Interacciones de 2 términos 4 394601 98650 1532,95 0,000
Tiempo(min)*Potencia (W) 4 394601 98650 1532,95 0,000
Error 18 1158 64
Total 26 1473630

En el diagrama de Pareto se espera que una pequefia cantidad de causas

(aproximadamente el 20%) represente una gran porcién (aproximadamente el 80%) del

impacto total de los resultados. En la Figura 11 y 12, observamos que las barras estan por

delante de la linea roja (linea acumulativa), visualizando que ambos factores influyeron en

los resultados obtenidos. Ademas, el efecto estandarizado implica que los datos han sido

ajustados para ser comparables, permitiendo evaluar el rendimiento de cada factor de

manera equitativa e identificar méas facilmente cuales factores tienen el mayor impacto.
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Término 210
i Factor Nombre
A Tiempo (min)
B Potencia (W)
A
AB
B
1
I II T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16
Efecto estandarizado
Figura 11

Diagrama de Pareto para DPPH de los extractos con ultrasonido.

Factor Nombre
A Tiempo (min)
B Potencia (W)
A
AB
B
I T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Efecto estandarizado
Figura 12

Diagrama de Pareto para ABTS de los extractos con ultrasonido.

En el Test de Tukey (Tabla 23 y 24), se corrobora los hallazgos en el ANOVA y Diagrama
de Pareto mostrando diferencias significativas entre los tratamientos. Observamos que las
letras minUsculas diferentes en la misma columna presentan diferencias significativas entre
tiempos para el mismo nivel de potencia y las letras mayusculas iguales en la misma fila
presentan diferencias significativas entre la potencia para el mismo nivel de tiempo. Por

tanto, se obtuvo el mayor contenido de antioxidantes por el método de DPPH (37.01 £ 0.32
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pmol TE/g de materia prima) y ABTS (2252.63 * 8,.3 umol TE/g de materia prima) ambos
a un tiempo de 15 minutos y potencia de 200 y 300 watts respectivamente. La capacidad
antioxidante de un extracto esta estrechamente relacionada con la estructura quimica de
los compuestos antioxidantes presentes, asi como con las interacciones entre ellos. La
eficiencia en la extraccion de dichos compuestos depende en gran medida del tipo de
solvente utilizado, particularmente de su polaridad. En este sentido, se ha observado que
los solventes polares, como el etanol y el agua, facilitan la solubilizacién de los
antioxidantes, lo cual favorece su recuperacion (Casas et al., 2009). No obstante, también
es posible extraer antioxidantes utilizando solventes con diferentes grados de polaridad.
Los resultados obtenidos indican que tiempo de extraccion y potencia estan influenciadas
por la proporcion (50:50 % v/v) de etanol/agua (favoreciendo la solubilizacion de
compuestos antioxidantes y permitiendo su conservacién durante un mayor periodo sin

pérdida significativa de actividad antioxidante.

Tabla 23
Test de Tukey para Capacidad antioxidante (DPPH) por ultrasonido
. Potencia
Tiempo
] (watts)
(min)
100 200 300
5 20.53 +0.00cB 33.32 + 0.32bA 33.63 £ 0.52cA
10 30.24 + 0.58bC 32.36 + 0.00cB 35.15 + 0.00bA
15 35,.5+0.00aB 37.01 £+ 0.32aA 36.94 + 0.00aA

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvié padréon (n=3); Capacidad antioxidante por DPPH (umol TE/g de

materia prima)

Tabla 24
Test de Tukey para Capacidad antioxidante (ABTS) por ultrasonido
) Potencia
Tiempo
_ (watts)
(min)
100 200 300
5 1485.14 + 5.93cA 1437.75 + 10.05cB 1480.78 + 2.44cA
10 1663.14 + 5.77aB 1595.42 + 11.97aC 2252.63 + 8.13aA
15 1608.95 + 11.77bB 1535.90 + 5.24bC 174.74 + 5.35bA

Nota. Los resultados se muestran como promedio * desvié padron (n=3); Capacidad antioxidante por ABTS (umol TE/g de

materia prima)

1.3.1.8. Capacidad antioxidante DPPHy ABTS por ultra-turrax
En ANOVA gue se muestra en la Tabla 25 y 26, muestra que el factor tiempo es quién mas

influyo en los resultados obtenidos por el método DPPH, y los factores tiempo, agitacion y
su interaccion por el método ABTS ya que poseen un Fcacuado Mmayor al valor de p-valor a

un nivel de confianza del 95 %. Esto indica que hay diferencias significativas en la
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capacidad antioxidante por DPPH y ABTS. De este modo se garantiza que el modelo

presenta significancia estadistica y puede emplearse con fines predictivos.

Tabla 25
ANOVA — Capacidad antioxidante (DPPH) por ultra-turrax
Fuente GL SC Ajust, MC Ajust, Valor F Valor p

Modelo 8 65,496 8,1870 3,56 0,012
Lineal 4 59,149 14,7873 6,43 0,002
Tiempo(min) 2 57,777 28,8883 12,56 0,000
Agitacion (RPM) 2 1,373 0,6864 0,30 0,746
Interacciones de 2 términos 4 6,345 1,5866 0,69 0,609
Tiempo(min)*Agitacion (RPM) 4 6,346 1,5866 0,69 0,609
Error 18 41,411 2,3006

Total 26 106,907

Tabla 26

ANOVA — Capacidad antioxidante (ABTS) por ultraturrax

Fuente GL SC Ajust, MC Ajust, Valor F Valor p

Modelo 8 3958825 494853 944391 0,000
Lineal 4 1961750 490438 9359,64 0,000
Tiempo(min) 2 1011360 505680 9650,53 0,000
Agitacion (RPM) 2 1131664 565832 10798,49 0,000
Interacciones de 2 términos 4 2656457 664114 12674,13 0,000
Tiempo(min)*Agitacién (RPM) 4 2656457 664114 12674,13 0,000
Error 17 891 52
Total 25 3959716

Se observa en el diagrama de Pareto de la Figura 13, para el método DPPH que la barra
del tiempo esta por delante de la linea roja (linea acumulativa) siendo este el factor mas
influyente en los resultados. A diferencia que con el método ABTS (Figura 14) que ademas
del tiempo, la agitacién y la interacciéon de ambos factores son los que mas influyeron en
los resultados aplicando ultra-turrax. Ademas, el efecto estandarizado implica que los datos
han sido ajustados para ser comparables, permitiendo evaluar el rendimiento de cada
factor de manera equitativa e identificar mas facilmente cuéles factores tienen el mayor

impacto.
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Término 2.101
i Factor Nombre
A Tiempo (min)
B Agitaciéon (RPM)
A
AB
B
I T T T T T
0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado
Figura 13

Diagrama de Pareto para DPPH de los extractos con Ultra-turrax.

Término
Factor Nombre
A Tiempo (min)
B Potencia (W)
A
AB
B
I T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Efecto estandarizado
Figura 14

Diagrama de Pareto para ABTS de los extractos con Ultra-turrax.

Enla Tabla 27 y 28 del Test de Tukey, se corrobora los hallazgos del ANOVA y el diagrama
de Pareto para ambos métodos. Segun el test de tukey las letras mindsculas diferentes en
la misma columna presentan diferencias significativas entre tiempos para el mismo nivel
de agitacion y las letras mayusculas iguales en la misma fila presentan diferencias
significativas entre la agitacion para el mismo nivel de tiempo. Por tanto, la capacidad de

antioxidante por DPPH muestra la influencia del tiempo sobre los resultados, teniendo el
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mayor contenido de antioxidantes (32.96 + 0.52 uM TE/g materia prima) logrados con 15
min a 200 rpm. Para la capacidad antioxidante por ABTS se ve la influencia de ambos
factores y la interaccién de ambos, teniendo como mayor contenido de antioxidantes
(1811.70 = 7.23 uM TE/g materia prima) logrados con 5 min a 500 rpm, Sin embargo, dado
gue el analisis estadistico indica que no hubo diferencia significativa entre algunos
tratamientos, indica que también se podria trabajar con 15 min a 200 rpm. No obstante, se
debe tener en cuenta que un tiempo de extraccién demasiado corto puede resultar en una
extraccion insuficiente de compuestos antioxidantes, mientras que un tiempo excesivo
podria provocar la degradacién de algunos compuestos mas sensibles. En nuestros
resultados, hay una interaccion entre el tiempo de extraccion y la velocidad de agitacion
gue nos indica que a mayor tiempo se obtuvo menor capacidad antioxidante, por tanto,
basado en esta tendencia, tomaremos 5 min y 500 rpm por el método ABTS.

Tabla 27
Test de Tukey para la Capacidad antioxidante (DPPH) por ultra-turrax
Velocidad de agitacion

Tiempo
. (rpm)
(min)
200 500 800
5 29.84 + 3.80bA 28.13 £ 0.00bA 29.58 + 0.00bA
10 30.91 £ 0.77aA 31.91 £0.77aA 32.03 £ 0.00aA
15 32.96 + 0.52aA 32.51 +1.63aA 32.55 + 1.46aA

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvié padron (n=3), letras minlsculas; Capacidad antioxidante: pM

TE/g materia prima.

Tabla 28
Test de Tukey para la Capacidad antioxidante (ABTS) por ultra-turrax
Velocidad de agitacion

Tiempo
: (rpm)
(min)
200 500 800
5 1761.76 + 6,01aB 1811.70 + 7.23aA 1536.77 + 5.69cC
10 1525.83 £ 0,00bB  1518.06 + 11.46bB 1604.93 = 7.28bA
15 1760.36 + 8.13aA 237.87 £9.95cC 1653.20 + 4.97aB

Nota. Los resultados se muestran como promedio + desvié padron (n=3), letras minUsculas; Capacidad antioxidante: uM

TE/g materia prima.
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CONCLUSIONES

1. Se emplearon dos técnicas para la obtencién de extractos de aji charapita (Capsicum
frutescens), siendo una de ellas la extraccion asistida por ultrasonido (EAU). Esta
metodologia se destaco por su rapidez, eficiencia y caracter ambientalmente amigable,
al permitir la recuperacion de compuestos bioactivos mediante cavitacion sin necesidad
de condiciones extremas de temperatura o presion. Su aplicacion demostrd ser una
alternativa sostenible frente a métodos convencionales, favoreciendo la liberacién de

metabolitos funcionales con menor impacto ambiental.

2. La técnica de extraccién por ultra-turrax (UTE) que es considerada ventajosa por
producir una angosta y uniforme distribuciéon del tamafio de particulas debido a la alta

turbulencia en el lecho de material vegetal mediante el disolvente de extraccion.

3. El aji charapita fresco, contiene lipidos 1.39 %, fibra cruda 6.19%, cenizas 1.24 %,
humedad 77.86 %, proteina total 2.7 % y carbohidratos 0.99 %.

4. El aji charapita liofilzado y triturado contiene lipidos 6,3 %, fibra cruda 28%, cenizas 5,6
%, humedad 4,5 %, proteina total 12,2 % y carbohidratos 71,4 %.

5. En la primera etapa de extraccién, se evaluaron dos variables independientes: la
proporcion de disolvente etanol/agua (% v/v) y el tipo de muestra (fresca vy liofilizada),
aplicadas mediante el método de maceracion/agitacion. Los resultados obtenidos para
el contenido de compuestos fendlicos (26,14 £ 0,03 mg EAG/g), capacidad antioxidante
por DPPH (27,35+0,04 umol TE/g) y ABTS (666,38 £ 0,04 umol TE/g), asi como el
rendimiento global de extraccion (9,81 £ 0,03 %), evidenciaron una influencia directa de

estas variables sobre la recuperacién de compuestos bioactivos.

6. En la segunda etapa de extracciones se dividio en dos técnicas de extraccion:

ultrasonido y ultraturrax.

7. Las variables independientes evaluadas mediante extraccion asistida por ultrasonido,
tiempo de extraccién (5, 10 y 15 minutos) y potencia aplicada (100, 200 y 300 watts)
mostraron una influencia significativa en la recuperacién de compuestos bioactivos. La
mayor concentracion de capsaicina (200,69 £ 1,5 mg/mL) se obtuvo a 15 minutos y 200
watts, junto con un rendimiento global de extraccion de 28,79 £ 0,6 %, lo que evidencia
la eficiencia del proceso bajo estas condiciones. En cuanto a los compuestos fendlicos,
el contenido mas alto (46,16 + 0,42 mg EAG/g de materia prima) se logré a 5 minutos y
100 watts, lo que sugiere gque tiempos cortos y potencias moderadas favorecen la

preservacion de estos metabolitos sensibles. La capacidad antioxidante mostro
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variaciones segun el método de evaluacién: por DPPH, el valor mas alto fue de
37,01 £0,32 umol TE/g a 15 minutos y 200 watts; por ABTS, se alcanzé un maximo de
2252,63 18,13 umol TE/g a 15 minutos y 300 watts.

. Los efectos de las variables independientes que fueron estudiadas por ultra-turrax:
tiempo de extraccion (5,10 y 15 min) y agitacién (200, 500 y 800 rpm); sobre la
concentracion de capsaicina (173.70 mg/ml de extracto) a 15 minutos y 200 rpm,
contenido de compuestos fendlicos (50.44 + 1.11 mg EAG/gramo de materia prima)
logrados a 5 min y 800 rpm, capacidad antioxidante por DPPH (32.96 + 0.52 uM TE/g
materia prima) a 15 min y 200 rpm, ABTS (1811.70 + 7,23 uM TE/g materia prima) a 5
min y 200 rpm.

. Finalmente, la técnica de extraccién asistida por ultrasonido (EAU) permitié obtener la
mayor concentracion de capsaicina y otros compuestos bioactivos, en funcién de las
variables independientes evaluadas (tiempo y potencia). Sin embargo, la técnica de
Ultra-Turrax (UTE) también mostré resultados significativamente altos, especialmente
en la recuperacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, lo que evidencia
su eficacia como alternativa tecnolégica. Ambas metodologias demostraron ser valiosas
para la extraccion de metabolitos funcionales, especialmente al emplear como
disolvente una mezcla hidroalcohdlica de etanol/agua al 50/50 % v/v, cuya polaridad
balanceada favorece la solubilizacion de compuestos tanto polares como ligeramente
apolares. Esta convergencia de resultados sugiere que la seleccion del método puede

adaptarse segun el tipo de compuesto objetivo y las condiciones operativas disponibles.
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RECOMENDACIONES

1. Los valores nutricionales relatados del aji charapita pueden servir como punto de
partida para investigaciones posteriores. Asi como, el conocimiento del contenido
de capsaicina como un potencial valor agregado para diversas formas de

transformacion y presentacion a base de este producto.

2. Es recomendable investigar otros pardmetros de extraccion, como la temperatura,
el tiempo, y la frecuencia en el uso de ultrasonido, asi como variaciones en la
velocidad de agitacién en el método ultra-turrax, para determinar su impacto en la
recuperacion de capsaicinoides y otros compuestos bioactivos. Ademas, es
aconsejable explorar otros métodos de extraccién no convencionales para realizar

comparaciones del rendimiento de extraccion.

3. Se recomienda realizar la identificacién y cuantificacion de la capsaicina presente
en los extractos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Esta
técnica permitira obtener datos precisos sobre la concentraciéon y perfil de este
compuesto bioactivo, lo cual es fundamental para comprender su potencial funcional
y sus propiedades farmacolégicas en estudios in vitro, especialmente aquellos

relacionados con actividad antioxidante y antiinflamatoria.

4. El contenido de capsaicionoides puede variar segun las condiciones de cultivo y
recoleccion, se recomienda llevar a cabo estudios sobre las distintas especies de aji

charapita y con relacion al grado de madurez.
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ANEXOS

Anexo 1. Materia prima, procedimiento de extraccién y analisis
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Extraccién
por Maceracién

y Agitacion
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por ultrasonido

Extraccién por

ultra-turrax
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Anexo 2. ANOVA unifactorial para rendimiento de los extractos-Primera
Etapa

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 85,1534 17,0307 15175,85 0,000
Error 12 0,0135 0,0011
Total 17 85,1668

Anexo 3. ANOVA unifactorial para TPC de los extractos-Primera etapa

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 1059,64 211,928 370359,46 0,000
Error 12 0,01 0,001
Total 17 1059,65

Anexo 4. ANOVA unifactorial para CA-DPPH de los extractos-Primera etapa

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
. 5 187324 37464,7 A0771TTL 4 000
Tratamiento 7
Error 12 0 0
Total 17 187324

Anexo 5. ANOVA unifactorial para CA-ABTS de los extractos-Primera etapa

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

. 5 187324 374647 40771771 4 000
Tratamiento

7
Error 12 0 0
Total 17 187324
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Anexo 6. Flujograma de la cuantificacién de capsaicina
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Anexo 7. Espectro para la determinacién de la absorbancia de la capsaicina.
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Anexo 9. Tabla de unidades de picor scoville

UNIDADES DE PICOR SCOVILLE

PUNGENCIA

No picante

Ligeramente

Moderadamente

Altamente

Muy picante

UNIDADES SCOVILLE

0-700

700-3000

3000-25000

25000-70000

>80000

Fuente: Villalba et al., 2017
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Anexo 10. Flujograma general 1
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