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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo extraer capsaicina de dos especies de aji, Capsicum
chinense y Capsicum pubescens, empleando el método de extraccion asistida por ultrasonido
con etanol como solvente. Ademas, se buscé determinar los pardmetros 6ptimos de extraccion
y comparar el rendimiento de la extraccion asistida por ultrasonido con el método convencional
Soxhlet. Para ello, se utilizo6 un disefio experimental 32, considerando como factores el tiempo de
extraccion y la fraccion volumétrica de etanol, con niveles establecidos en 10, 20, 30 minutos y
75, 85, 95%, respectivamente; se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores y se
aplico el estadistico de Bonferroni para determinar los parametros Optimos. Los resultados
indicaron que, para la especie Capsicum chinense, el tiempo 6ptimo de extraccion fue de 20
minutos, mientras que para la especie Capsicum pubescens fue de 30 minutos. Ademas, se
determiné que la fraccién volumétrica de etanol Optima para ambas especies fue del 75%,
logrando obtener concentraciones de 104.7 mg/L y 68.1 mg/L de capsaicina respectivamente,
evidenciando asi que la especie de aji con el contenido mas alto de capsaicina fue Capsicum
chinense. Por Ultimo, al comparar la extraccion asistida por ultrasonido con el método
convencional Soxhlet, se evidencié una clara ventaja del método asistido por ultrasonido, ya que
reduce el tiempo de extraccion, el consumo de energia y opera a temperaturas mas bajas que el

método Soxhlet.
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Abstract

The current work aimed to extract capsaicin from two chili species, Capsicum chinense and
Capsicum pubescens, using the ultrasound-assisted extraction method with ethanol as the
solvent. Additionally, the aim was to determine the optimal extraction parameters and compare
the performance of ultrasound-assisted extraction with the conventional Soxhlet method. For this
purpose, a 32 experimental design was used, considering the extraction time and the volumetric
fraction of ethanol as factors, with levels set at 10, 20, and 30 minutes, and 75, 85, and 95%,
respectively. A two-factor analysis of variance (ANOVA) was performed, and the Bonferroni
statistic was applied to determine the optimal parameters. The results indicated that, for Capsicum
chinense, the optimal extraction time was 20 minutes, while for Capsicum pubescens, it was 30
minutes. Furthermore, it was determined that the optimal volumetric fraction of ethanol for both
species was 75%, resulting in capsaicin concentrations of 104.7 mg/L and 68.1 mg/L respectively,
thus showing that Capsicum chinense had the highest capsaicin content. Finally, upon comparing
the ultrasound-assisted extraction with the conventional Soxhlet method, a clear advantage of the
ultrasound-assisted method was evidenced, as it reduced the extraction time, energy

consumption, and operated at lower temperatures than the Soxhlet method.

Keywords: capsaicin, extraction methods, ultrasound, soxhlet method
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Glosario de términos
HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiencia
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién
UHPLC: Cromatografia liquida de rendimiento ultraalto
GC: Cromatografia de gases
Espectroscopia UV-Vis: Espectroscopia ultravioleta-visible

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
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Capitulo 1: Introduccion

Los compuestos biolégicamente activos, mas conocidos como compuestos bioactivos, estan
siendo explorados y estudiados a causa de sus beneficios para la salud y su amplio potencial de
aplicacion en mdltiples sectores industriales por las distintas funciones biol6gicas que poseen
(Zou et al., 2023; Garcia-Mahecha et al., 2023). Los compuestos bioactivos se definen como:
“metabolitos secundarios de las plantas que producen efectos farmacolégicos o toxicoloégicos en

humanos y animales” (Bansod et al., 2023).

Los compuestos bioactivos en las plantas se dividen en tres categorias principales: (a) terpenos
y terpenoides (aproximadamente 25 000 tipos), (b) alcaloides (aproximadamente 12 000 tipos) y
(c) compuestos fendlicos (aproximadamente 8000 tipos) (Bansod et al., 2023). Dentro del grupo
de alcaloides se halla la capsaicina, la cual es una molécula pungente que se encuentra en los
frutos de las plantas pertenecientes al género Capsicum, cuya familia botanica es Solanaceae,
estos frutos son comunmente conocidos como aji, chile o pimiento picante (Thornton et al., 2023).

La capsaicina es el principal compuesto dentro de la categoria capsaicinoides, responsables del
sabor caracteristico del aji, esta tiene un amplio potencial de aplicaciébn en los sectores
agroalimentario, cosmético y farmacéutico debido a sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, analgésicas, antifungicas, entre otras (Gammoudi et al., 2021; Adaszek et al.,
2019), inclusive, diversas investigaciones revelan que la capsaicina exhibe una potente actividad
oncogénica al inhibir el desarrollo, la angiogénesis y la metastasis de varios tipos de cancer en
seres humanos (Merritt et al.,, 2022). Debido a los motivos expuestos anteriormente, la
investigacion de los métodos de extraccion de este compuesto bioactivo son de gran interés e

importancia.

Una mejor comprension de los procesos de extraccion puede ayudar a optimizar los protocolos
de extraccién y concentracion para elevar el rendimiento y la efectividad de los mismos, esto es
esencial para aplicaciones que requieren capsaicina con un alto grado de pureza (Wang et al.,
2022).

Ana Cristina Andrade Herrera - Juleisy Jamile Maldonado Macas



UCUENCA

Identificacion del problemay justificacion

13

Progresivamente se ha explorado una serie de métodos convencionales para la extraccién de
compuestos bioactivos, como la maceracion, extraccion Soxhlet, destilacion, entre otros (Sridhar
et al., 2021). En su mayoria, se han empleado métodos de extraccion convencionales mediante
solventes orgénicos, pues la solubilidad de la capsaicina en compuestos organicos permite la
extraccion de los frutos del aji, se sabe que si bien la capsaicina es insoluble en agua, es soluble
en grasas y solventes organicos como el etanol, acetona, hexano, entre otros (Wang et al., 2022;
llie et al., 2019; Adaszek et al., 2019).

Los métodos convencionales presentan ventajas como la facilidad de operacion y bajo costo, no
obstante, usualmente implican largos tiempos de operacion y emplean altos volimenes de
solvente, lo cual limita el rendimiento y la eficiencia de la extraccion, ademas, varios de los
solventes utilizados pueden ser toxicos y dafinos para el medio ambiente (Wang et al., 2022).
De estas técnicas se destaca la extraccion Soxhlet debido a su alto rendimiento, sin embargo,
usa temperaturas elevadas (80°C- 90°C) que no favorecen el proceso, pues, estudios revelan
gue a temperaturas mayores a 70°C se pierde capsaicinoides por volatilizaciéon (Chinn et al.,
2011; Martins et al., 2017; Castro-Mufioz et al., 2022).

El método de extraccion elegido debe ser rapido, econémico, versatil y eficiente, debe tener un
rendimiento considerable y no debe presentar toxicidad (Martins et al., 2017). Los métodos de
extracciébn convencionales presentan desventajas, mencionadas anteriormente, que se
pretenden evitar mediante el estudio de métodos no convencionales como la extraccién asistida
por ultrasonido, extracciébn con agua caliente a presion y extraccion por microondas (Ichim &
Blaga, 2021). En este trabajo se plantea la extraccion de capsaicina asistida por ultrasonido,
pues este método innovador reduce el uso de solventes, el tiempo de extraccion, tiene una alta
reproducibilidad, consume una menor cantidad de energia fosil y se realiza a temperaturas

relativamente bajas (Cortés-Ferré et al., 2022; Ichim & Blaga, 2021).

Estudios indican que al usar extraccion asistida por ultrasonido se obtiene aproximadamente un
10 % mas de recuperacion de capsaicinoides en comparacion con maceracién pero un 5%
menos de recuperacion que la extraccion Soxhlet (Castro-Mufioz et al., 2022), sin embargo, en
cuanto a términos energéticos, la extraccion asistida por ultrasonido genera menor consumo de
energia en comparacion con el método Soxhlet, ademés que disminuye el uso de solvente y el

tiempo de extraccion (Chuichulcherm et al., 2013), en el estudio de Martins et al. (2017) se

Ana Cristina Andrade Herrera - Juleisy Jamile Maldonado Macas
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se obtuvo una menor cantidad de capsaicina mediante el método de extraccion asistido por
ultrasonido, se redujo el tiempo de extraccioén en un 86% y se utilizé un 99% menos de disolvente

en comparacion con el método Soxhlet.

La eficiencia del proceso de extraccion de compuestos bioactivos con solventes depende de
varios factores, entre los principales se destaca el tipo y concentracion del solvente, relacién
muestra:solvente, tiempo y temperatura. Se ha registrado que mientras mas elevada sea la
temperatura, se logrard una mayor solubilidad y por ende una mayor liberaciébn de los
compuestos, sin embargo, temperaturas muy elevadas podrian provocar la evaporacion del

solvente y generar impurezas no deseadas y degradacion del producto (Nguyen et al., 2021).

Segun Martins et al. (2017), el método mas utilizado para la extraccion de capsaicina se basa en
la extraccion con hexano, que es muy toxico y produce disolvente residual; en este trabajo se
propone el uso de la extraccion asistida por ultrasonido con etanol como solvente debido a su
menor costo y su naturaleza no toxica. Se ha registrado que cuando se usa solvente puro se
obtiene una mayor extraccién (Nguyen et al., 2021; Martinez et al., 2019), sin embargo, desde el
punto de vista econémico, se plantea la necesidad de usar concentraciones inferiores al solvente
puro. Para establecer la eficiencia del método empleado, se realiz6 una comparacion con

respecto a los resultados obtenidos por el método Soxhlet.

Por su parte, la capsaicina puede representar del 0,1% al 1% de la masa de los ajies y se
encuentra habitualmente en la placenta, en el pericarpio y en las semillas (Zhang et al., 2020;
Pandhair & Sharma, 2008). Por esta razén, para la extraccion de capsaicina se tom6é como
muestra la placenta y semillas, que son partes del fruto donde existe mayor concentracion de
este compuesto bioactivo. Aunque la cantidad de capsaicina en los ajies depende de varios
factores, en general, se ha visto que la especie con mayor contenido de capsaicina es el
Capsicum chinense (aji habanero) (Larenas et al., 2015). Por esta razén, en este trabajo se utilizo
la variedad mas comun de esta especie, el aji habanero. Por otro lado, la capsaicina se extrajo
también del aji rocoto (Capsicum pubescens), pues es una especie nativa de la region andina
del Ecuador (Sanchez, 2015).
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Objetivo general

Extraer capsaicina de dos variedades de aji, Capsicum chinense y Capsicum pubescens,
mediante técnica asistida por ultrasonido con etanol como solvente y establecer los mejores

pardmetros operacionales, comparando su rendimiento con una técnica convencional.
Objetivos especificos

e Establecer los parametros operacionales para obtener la maxima cantidad de capsaicina
a partir de extraccion asistida por ultrasonido.

e Comparar el contenido de capsaicina obtenido de la especie Capsicum chinense y
Capsicum pubescens.

e Comparar el rendimiento de la extraccion asistida por ultrasonido con otra técnica

convencional para evaluar su eficiencia.
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Capitulo 2: Marco tedrico y estado del arte
Capsicum

El aji (también conocido como chile o pimiento picante) es el fruto de las plantas del género
Capsicum spp, este abarca mas de 200 variedades descritas que se diferencian por su tamario,
color, forma y composicion quimica (Vazquez-Espinosa et al., 2023). El aji ha sido consumido
por los seres humanos durante mas de 6000 afios por su sabor picante, color y aroma; en la
actualidad es cultivado alrededor de todo el mundo (Chuichulcherm et al., 2013; Fattori et al.,
2016). Los cultivares de aji en América del Sur se originan principalmente a partir de las cinco
especies domesticadas, las cuales son: C. annuum L., C. frutescens Mill., C. baccatum L., C.
chinense y C. pubescens (Tobolka et al., 2021). Las aplicaciones del aji han incrementado en los
tltimos afios debido al aprovechamiento de sus contenidos en capsaicinoides, carotenos y
ésteres (Gonzalez et al., 2022).

Los compuestos responsables del sabor picante del género Capsicum son los capsaicinoides,
gue son vanililamidas de acidos grasos ramificados de 9 a 11 atomos de carbono, la
caracteristica estructural de los capsaicinoides que determina sus propiedades picantes esta
asociada con la presencia de un enlace amida que conecta un anillo vanillil y una cadena acilo
(Vazquez-Espinosa et al., 2023; Barbero et al., 2008). Se sabe, de hecho, que existe una
correlacion directa entre el contenido total de capsaicinoides y la acritud de los frutos de este
género (Werner, 2021). El componente mayoritario dentro de los capsaicinoides es la capsaicina
(69%), aunque estos también comprenden otros compuestos activos como la dihidrocapsaicina
(22%), nordihidrocapsaicina (7%), homocapsaicina (1%) y homodihidracapsaicina (1%) (Wagas
etal., 2022).

Capsaicina

La capsaicina es un componente activo y metabolito secundario del aji, derivado del &cido
homovalinico, su formula molecular es CisH2;NO3 y su denominacién IUPAC es trans-8-metil-N-
vanillil-6-nonenamida (Shah et al., 2020; Marchan-Solier et al., 2021). La capsaicina es un
protoalcaloide natural incoloro, inodoro e inicialmente insipido, sin embargo, adquiere un efecto
picante e irritante al ser consumida (llie et al., 2019; Castro-Mufioz et al., 2022). La capsaicina
tiene un anillo de benceno y una larga cola de carbono hidréfoba con un grupo amida polar, tal

como se observa en la figura 1 (Muchena, 2009).
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Figura 1
Estructura quimica de la capsaicina
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Nota. Tomado de Recent advances in natural products analysis (p. 256), por Shah et al., 2020.

La capsaicina se sintetiza naturalmente y se acumula en el tejido epidérmico de la placenta del
aji, donde eventualmente se excreta en las semillas y en la superficie interna del pericarpio (ver
figura 2), esta biosintesis tiene lugar durante la maduracién de la fruta, esto quiere decir que, en
general, mientras mas maduro esté el aji, tendra mayor cantidad de capsaicina (Palma-Orozco
et al., 2021; Tobolka et al., 2021; Ye et al., 2022).

Figura 2
Anatomia del aji

Semillas

Glandulas de Capsaicina

Placenta

Epicarpio Endocarpio
l Mesocarpio

Pericarpio

Nota. Adaptado de Propuesta de mejora para reducir el producto no conforme en la etapa de
hidratacion del chile chipotle adobado, en la empresa de alimentos enlatados (p. 28), por M. C.

Valerianes Pensado, 2022.

Si bien la madurez del aji es un factor que afecta el contenido de capsaicina, se debe tener en

cuenta que la cantidad de capsaicina depende principalmente de su especie (Rahman et al.,
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condiciones en las que se cultiva la planta, como el fertilizante utilizado, la temperatura o la

intensidad de la luz a la que se expone (Stan et al., 2021; Orellana-Escobedo et al., 2013).

Propiedades Fisicoquimicas de la Capsaicina

Es un compuesto quimico cristalino, lipofilico, insoluble en agua, pero soluble en grasas y
solventes organicos como el etanol, acetona, entre otros. Su punto de fusion oscila entre los 62-

65 °C y posee un peso molecular de 305,40 g mol-1 (llie et al., 2019; Castro-Mufioz et al., 2022).
Aplicaciones de la Capsaicina

La capsaicina se caracteriza por sus propiedades antibacterianas, antiinflamatorias, y por su
actividad antioxidante, anticancerigena, anticoagulante e hipotensora (Adaszek et al., 2019).
Estudios muestran su uso efectivo en el tratamiento de trastornos inflamatorios como la artritis
reumatoide, dermatitis, anorexia, hemorroides, entre otros. Asimismo, se ha reportado su uso

como analgésico, antihipertensivo, antiarritmico, gastroprotector, etc (Sanati et al., 2018).

Cientificos muestran que la capsaicina dietética puede usarse en la prevencién de enfermedades
como el Alzheimer. Su actividad antibacteriana reduce la infeccién por bacterias como
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae y Helicobacter

pylori o cepas de Streptococcus pyogenes (Adaszek et al., 2019).

En los udltimos afios, se ha estudiado a la capsaicina ya que exhibe potenciales efectos
terapelticos anticancerigenos (Han et al., 2022), en este ambito se plantea la administracion de
farmacos de liberacién sostenida basados en capsaicina que tienen el potencial de funcionar
como quimioterapias novedosas, sondas de diagnéstico por imagenes Unicas y agentes de

quimiosensibilizacion innovadores en canceres humanos (Merritt et al., 2022).

Por su parte, también muestra su uso como insecticida y como pesticida (Sanati et al., 2018), en
el estudio de Karanja (2022), se evalu0 los efectos de la capsaicina en la supresion de patégenos
vegetales en tomates y se encontré una correlacion positiva entre la concentracion de capsaicina
y la eficacia de la misma como biopesticida. Asimismo, se ha reportado que la capsaicina permite

inhibir el crecimiento de hongos por sus propiedades antifiungicas (Sittisart et al., 2017).
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La extraccion de la capsaicina se realiza por varias técnicas, donde se aprovecha la solubilidad
de este alcaloide en compuestos organicos. Se distinguen dos tipos de técnicas de extraccion,
convencionales e innovadoras, entre las primeras se destaca la extraccion Soxhlet, maceracion,
hidrodestilacion, mientras que las Ultimas abarcan: extraccion basada en nanosorbentes,
extraccion asistida por ultrasonido o por microondas, extraccion por fluidos supercriticos y
subcriticos (Bajer et al., 2015; Castro-Mufioz et al., 2022).

Zhang et al. (2018) sefialan que la extraccion de compuestos bioactivos se lleva a cabo a través

de cuatro etapas:

El solvente penetra en la matriz sélida
El soluto se disuelve en el solvente

El soluto se difunde fuera de la matriz sélida

P w N PRE

Finalmente, se recogen los solutos extraidos

Cualquier factor que incremente la difusividad y la solubilidad facilitara el proceso (Zhang et al.,
2018). Para estimar una eficiente y éptima extraccién de capsaicina es fundamental evaluar la
solubilidad de esta en los solventes a usar, dicha solubilidad depende de la temperatura y de la
polaridad del solvente (Castro-Mufioz et al., 2022). También, existen otros parametros a tomar
en cuenta para la extraccion de capsaicinoides como, el método de secado, parte del fruto, el
tipo y concentracién de solvente y el tiempo de extraccién (Gammoudi et al., 2021). Chin et al.
(2011) ha reportado que la temperatura de secado del fruto debe ser inferior a 70°C para

minimizar la pérdida de capsaicinoides por volatilizacion (Chin et al., 2011).

Asimismo, estudios muestran que a menores tamafios de particula, se obtiene un mejor resultado
en la extraccion, esto debido a la mayor penetracion de solvente y difusién del soluto (Zhang et
al., 2018). Sin embargo, los investigadores también recomiendan que el tamafio de particula de
la muestra seca no sea inferior a 1 mm, pues, por debajo de este limite se dificulta la filtracion de
extractos (Rudometova & Kim, 2019; Lu et al., 2017).

Técnicas de Extraccion Convencionales

Se basan en la eficiencia del solvente, tratamiento térmico y tiempo de extraccion. Si bien las

técnicas tradicionales proporcionan altos rendimientos de extraccion, requieren grandes
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extraccion (Castro-Mufioz et al., 2022; Yasin et al., 2023).

Extraccion Soxhlet. Es una de las técnicas mas usadas en la extraccion de analitos de
muestras soélidas. Fue inventado por Franz von Soxhlet en 1879, de ahi que lleve su hombre. El
equipo estd compuesto por un matraz, un condensador, un dedal, una camara de extraccion y
un sinfén (Ver figura 3) (Sitholé et al., 2010).

Figura 3
Equipo de extraccion Soxhlet.

/ Condenser

Extraction chamber

Thimble

Siphon arm
i T "

Extraction solvent

Boiling flask

Nota. Tomado de Analysis and fate of lipophilic extractives in sulphite pulps (p. 34), por Shitolé
et al., 2010.

La técnica se basa en colocar un solvente en el matraz y calentarlo, hasta que se evapore, el
vapor caliente asciende al condensador y se enfria, el mismo que gotea sobre la camara de
extraccion que contiene la muestra sélida (analito), cuando la camara se llena con el solvente
tibio, se vacia por accion del sifén y el contenido se vierte nuevamente al matraz, es decir, en el
matraz se tendra analito y solvente. Este proceso se repite varias veces hasta que sea necesario.
Luego, de la extraccion el solvente se puede separar del analito usando un evaporador rotatorio
(Sitholé et al., 2010).
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92%, empleando una temperatura aproximada de 78 °C y etanol como solvente. También, se ha
reportado el mismo rendimiento usando diclorometano como solvente (Sarma & del Valle, 2020).
Sin embargo, las desventajas de este método es que demanda alta cantidad de solvente,
periodos largos de tiempo, utiliza altas temperaturas y gran cantidad de muestra (Sridhar et al.,
2021; Castro-Muioz et al., 2022). Ademas, que generalmente usa solventes que son téxicos
para el medio ambiente como el éter de petrdleo y el hexano (Castro-Mufioz et al., 2022; Sridhar
et al., 2021).

Maceracion. Es una técnica sencilla, en la que el solvente entra en contacto directo con
la muestra molida a temperatura muy cercana a la del ambiente (Santos et al., 2016). Se ha
reportado que se encuentra entre las técnicas de extraccion mayormente usadas (Tobolka et al.,
2021). Permite la extraccion completa de los compuestos de interés y previene la modificacion
de los constituyentes quimicos del extracto (Abdurahman & Olalere, 2016). Sin embargo,
requiere grandes volimenes de solvente y altos periodos de operacion.

Estudios muestran que no es recomendable usar solventes totalmente puros, sino mezclas de
estos solventes. Santos y sus colaboradores (2016) reportaron que la mezcla de 60% acetonitrilo

y 40% agua permite una extracciéon de 0,146 mg de capsaicina/g aji (Santos et al., 2016).

Aunque existen varios factores influyentes en la extracciébn por maceracién, en general, se
recomienda evitar altas temperaturas para minimizar la pérdida de capsaicinoides por
volatilizacién (Chinn et al., 2011), considerar la relacion sdélido:solvente (Civan & Kumcuoglu,
2019), el tiempo y la velocidad de agitacién también son pardmetros importantes en la extraccion

por maceracion (Sridhar et al., 2021).

Hidrodestilaciéon. Es un método convencional usado para la extraccion de los
constituyentes del aji usando agua como solvente. El proceso consiste en calentar el agua y
agregar la muestra, a medida que el agua se caliente se genera vapor, el mismo que pasa a
través de la muestra y arrastra los compuestos de interés. Dicho vapor se condensa y se forma
una fase agua-extracto, que luego se puede separar para obtener extractos de capsaicinoides
puros. Una de las principales ventajas de este método es el uso de compuestos inorganicos
como el agua, sin embargo, se dificulta el control del calentamiento, generando variabilidad en la

extracciéon (Abdurahman & Olalere, 2016).
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Técnicas de Extraccion Convencionales
Los métodos modernos pretenden mejorar las condiciones de extraccion tradicionales,
mostrando altas tasas de recuperacion, empleando menos tiempo y eliminando los compuestos

no deseados (Castro-Mufioz et al., 2022).

Extraccion Asistida por Ultrasonido. La extraccidn asistida por ultrasonido se presenta
como una opcidn sostenible y asequible para la extraccion de compuestos bioactivos, se destaca
por sus requerimientos moderados de inversion, requisitos instrumentales minimos y una gran
facilidad de uso, ademas de ofrecer un manejo seguro, econémico y reproducible (Medina-Torres
et al., 2017; Castro-Lopez et al., 2022).

Esta técnica se basa en la aplicacion de ondas ultrasénicas a una matriz sumergida en un medio
liquido, para producir la ruptura de las paredes celulares y liberar los compuestos de interés de
la misma (Castro-L6pez et al., 2022; Carreira-Casais et al., 2021). Cuando una onda ultrasénica
pasa a través de un solvente organico ocurre el fenbmeno conocido como cavitacion, el cual
produce la energia necesaria para aumentar la penetracién del solvente en la matriz de la
muestra, es por esto que el resultado obtenido de esta extraccion estara dictado por la capacidad
gue tenga el solvente utilizado para absorber y transmitir la energia de los ultrasonidos (Ichim &
Blaga, 2021).

El uso de la extraccion asistida por ultrasonido presenta varias ventajas, en primer lugar, permite
realizar extracciones completas en cuestion de minutos con una alta reproducibilidad, lo que
conlleva a una reduccién del uso de solventes (Chemat et al., 2017; Ichim & Blaga, 2021), esto
puede atribuirse a la cavitacion y a las ondas de choque creadas alrededor de la muestra, pues
las ondas de choque aceleran el escape de compuestos quimicos de la superficie de la matriz
(Wang et al., 2022). Ademas, los efectos sonoquimicos se ven favorecidos por bajas
temperaturas, lo que permite realizar extracciones de compuestos bioactivos con bajos
requerimientos energéticos. Por sus bajas temperaturas y bajos tiempos de extraccion este
proceso consume solo una fracciéon de la energia fésil tipicamente requerida en métodos de
extraccién convencionales como la extraccion Soxhlet, la maceracion o la hidrodestilacion
(Chemat et al., 2017).

Los dispositivos para realizar extraccion asistida por ultrasonido incluyen los bafios ultrasénicos

y las sondas ultrasonicas, ver figura 4. En general, los bafios ultrasénicos son utilizados para
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extracciones a pequefia escala, mientras que las sondas ultrasénicas se utilizan para extraccion

industrial a gran escala, esto ya que el sistema de sonda es méas potente debido a que la

intensidad ultrasénica se emite a través de una superficie mas pequefia (solo la punta de la

sonda), en comparacién con el bafio ultrasénico, en donde la intensidad entregada es muy

atenuada por el agua contenida en el bafio (Castro-Lépez et al., 2022; Chemat et al., 2017).

Figura 4
Representacion esquematica del equipo ultrasénico: a) bafio y b) sonda
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Nota. Adaptado de Advanced technologies applied to enhance properties and structure of films

and coatings: A review (p.6), por Hermes de Vargas et al., 2022.

La extraccion asistida por ultrasonido es una alternativa simple, ecolbgica y eficiente a las

técnicas de extraccién convencionales (Castro-Lépez et al., 2022), es por esto que en los ultimos

afos se han reportado multiples estudios en donde se aplica el ultrasonido para la extraccién de

capsaicina. La Tabla 1 ofrece un resumen del estado del arte de la extraccion asistida por

ultrasonido de capsaicina.
Tabla 1

Extraccién de capsaicina asistida por ultrasonido

Tipo de Pretratamiento Condiciones Rendimiento
aji Optimas c

Técnica de
uantificacion

Referencia
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Capsicum Se  quitaron las 20 g de 781,42 ug/g HPLC-DAD Civan &
annuum L. semillas del aji y se muestra de muestra Kumcuoglu.
hirvieron durante 30 molida en 50 seca (2019)
min para que se mL de aceite
ablandaran (100-105 de oliva, 60 %
°C). Después se filtr6 de amplitud a
a través de un tamiz 60 °C durante
de 3 mm y la parte 5 min.
superior se separé
como pulpa. La pulpa
se seco en la estufa a
70 °C hasta que su
humedad esté por
debajo del 10%. A
continuacion, la
pulpa se moli6 y el
polvo se almacené a
-18 °C hasta su
analisis.
Capsicum Se separaron los 2gdemuestra 4.014 mg/g HPLC Chuichulche
frutescens tallos, se secaron los seca, con 200 muestra seca rm et al
ajies a 40-60 -C mlde etanol al (2013)
durante 45 h y luego 99,5% como
se trituraron con una Unico
batidora eléctrica disolvente en
hasta obtener una un limpiador
muestra homogénea. ultrasénico de
Finalmente, la 40 kHz
muestra seca se utilizando
conserv@ en el diferentes
desecador. tiempos de
extraccion 20
min.
Capsicum Los frutos maduros Se realizé por 19mg/g HPLC Martins et
chinense  se secaron en una bafo extracto al. (2017)

estufa a 40°C por
48h. Los frutos secos
se molieron y el polvo
se almacené a -4°C.

ultrasénico

(40KHz), con
uso de etanol
como solvente
a una
concentracién
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del 95%, por
30 min y con
una relacién
muestra:solve
nte 2mg/ml.

Capsicum
annuum L.

Los frutos de aji
enteros se picaron
finamente para lograr
homogeneidad. Se
secaron por dos
técnicas: Secado
térmico (55°C por
48h), Secado por
congelacion  (-75°C
por 48h).

Se realizé por
bafio
ultrasoénico
durante 2
horas, usando
metanol como

solvente, a
50°C y wuna
relacion
muestra
solvente 1:8.

627 ug/g UHPLC

muestra seca

Marincas et
al. (2018)

Capsicum
pubescen
s

Se separaron las
semillas y se cort6 la
pulpa en pedazos

pequefios, los cuales
se congelaron
inmediatamente a
una temperatura de -
18°C durante 48
horas. Luego, las

muestras se
sometieron a un
proceso de

liofilizacibn a wuna
temperatura de -
50.6°C y presion de
0,100 mbar durante
48

horas

Se realizé por
bafio
ultrasoénico
con etanol al
96% como

solvente a
25°C, durante
20 minutos

16,6606 ppm  GC

Medina
Angulo &
Robayo
Martinez
(2023)

Nota. HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiencia; HPLC: Cromatografia liquida de alta

resolucion; UHPLC: Cromatografia liquida de rendimiento ultraalto; GC: Cromatografia de gases.

Extraccion con agua caliente a presiéon. Extraccion con agua caliente a presion. La

extraccion con agua caliente a presion usa como solvente agua liquida a temperatura superior al

punto de ebullicion e inferior al punto critico (Plaza & Turner, 2015). El agua a temperaturas altas,

disminuye la tension superficial y la viscosidad, mientras que la solubilidad y la difusividad de los

capsaicinoides aumentan, lo que permite la extraccion de la capsaicina (Bajer et al., 2015). Es
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solvente para la extraccion, dada la diferencia de solubilidad.

Extraccion asistida por Microondas. Dicha extraccion usa un microondas para calentar
la muestra y el solvente, asi se acelera el proceso y por tanto la cinética de extraccion (Paduano
et al., 2014). La energia de microondas genera calor a través de interacciones de componentes
polares mediante la conversién de energia electromagnética en térmica. Los parametros mas
influyentes en el proceso de extraccion son el factor de disipacion y la constante dieléctrica
(Pimentel-Moral et al., 2018).

Técnicas de Cuantificacion
Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis)

La espectroscopia UV-Vis se fundamenta en la absorcién de la radiacion ultravioleta-visible. Su
longitud de onda esta comprendida entre los 160-780 nm. La absorcién de dicha radiacion genera
la promocion de un electrén a un estado excitado, los electrones que se excitan son electrones
de enlace de las moléculas, por lo que los picos de absorcion sirven para correlacionarlos con
los distintos tipos de enlace presentes en el compuesto. La técnica tiene varias aplicaciones,
como la determinacion de grupos funcionales en compuestos organicos, determinacion

cuantitativa, medidas de color, entre otros (Universidad de Alicante, 2023).

Se considera una de las mas importantes y usadas en el analisis de varios compuestos (Akash
& Rehman, 2020). Es util para la cuantificacion de compuestos bioactivos como la capsaicina, se

considera un método robusto, conveniente y rentable (Wagas et al., 2022).
Cromatografia liguida HPLC

La cromatografia liquida es un método de analisis y separacion de componentes quimicos de
una mezcla. En este método intervienen dos fases y la muestra de interés, las fases son movil y
estacionaria. La primera es liquida y se encarga de llevar la muestra a través de la fase
estacionaria, que puede ser sdlida o liquida. La retencion y separacion de los compuestos esta
determinado por las distintas fuerzas quimicas y fisicas que actGan entre las fases y la muestra
de interés, los componentes que tengan mayor afinidad con la fase estacionaria se desplazaran

menos que los que tengan una menos afinidad (Suarez-Ospina & Morales-Hernandez, 2018).
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Martins y sus colaboradores (2017), reportaron el uso de la técnica para la identificacion y
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cuantificacion de capsaicina.
Técnicas de ldentificacion
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

FTIR es un método instrumental ampliamente usado para la identificacion y caracterizacion de
compuestos presentes en una mezcla desconocida de extractos naturales (Sasidharan et al.,
2011). La técnica se fundamenta en la identificacion de grupos funcionales de las moléculas,
dichos grupos vibran cuando son irradiados con longitudes de onda de luz especificas. Los
espectros FTIR se representan por las vibraciones y su intensidad (% de transmitancia) frente a
la frecuencia de luz (cm”-1) al que se expone la muestra, estos espectros son una serie de picos,
los mismos que representan los grupos funcionales del compuesto analizado (Daéid, 2005; Khan
et al., 2018).

La preparacién de las muestras para FTIR se realiza de varias formas. Cuando se trata de
muestras liquidas, se coloca una gota de muestra entre dos placas de cloruro de sodio, mientras
gue para muestras sélidas se tiene dos opciones: se pueden moler con bromuro de potasio (KBr)
y comprimirse en una particula delgada que se pueda analizar, o la muestra se puede disolver
en un solvente y colocar la solucién en una sola placa de cloruro de sodio (Sasidharan et al.,
2011).
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Capitulo 3: Metodologia

En este trabajo se realiz6 la extraccién asistida por ultrasonido de capsaicina de las especies
Capsicum chinense (aji habanero) y Capsicum pubescens (aji rocoto), utilizando etanol a
diferentes concentraciones como solvente. La cuantificacién del extracto obtenido se llevé a cabo
mediante espectrometria UV-Vis. Posteriormente, se compararon los resultados obtenidos por

este método con los obtenidos por el método Soxhlet.

Materiales, Reactivos y Equipos

Los materiales y equipos empleados en la extraccion asistida por ultrasonido son anunciados a

continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2

Descripcion de materiales, reactivos y equipos utilizados

Materiales Reactivos Equipos
Vasos de precipitacion Etanol (96%) Balanza analitica (AND-
Model HM-200)
Tubos de ensayo Capsaicina (=2 95% - Sigma  Estufa (Memmert - Model
Aldrich) UNS5)
Papel filtro de membrana de Aji rocoto Espectrémetro UV-Vis
celulosa de 0,45 ym de (Thermo Scientific -
poro (CHM) Genesis 10S)
Probetas de 100ml Aji habanero Espectrémetro infrarrojo
(Thermo Scientific- Nicolet
iS5)
Papel aluminio Agua destilada Procesador ultrasénico

Embudo de vidrio

Kitasato

(Sonics & Materials Inc -
GEX500)

Sonda ultrasoénica (Modelo
CV334)
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Bomba de vacio (BOECO
R-300)

Seleccion de la Muestra

El aji habanero se adquirié6 en Coral Hipermercados “El Batan”, mientras que el aji rocoto se
adquirié en el mercado “Feria Libre”, ambos ubicados en la ciudad de Cuenca, Ecuador. En un
principio los frutos se seleccionaron de acuerdo al color y uniformidad, descartando los frutos
deteriorados y/o manchados.

Pretratamiento de la Muestra

Inicialmente las muestras se lavaron con agua destilada para eliminar cualquier tipo de impureza
y se secaron a temperatura ambiente por 24 horas. Luego, se procedi6 a cortar la placenta y las
semillas de los frutos, estos se secaron hasta obtener un peso constante en la estufa (Memmert
Modelo UN55) a una temperatura de 40-°C.

Con el fin de obtener un tamafio de particula entre 1-2mm, la muestra seca se tritur6 en una
licuadora convencional y posteriormente se pasé por un tamiz malla #10 ASTM y se retuvo en
un tamiz de malla #18 ASTM. Para realizar los experimentos se tomé la misma cantidad de

placenta y semillas, obteniendo asi una mezcla homogénea.
Extraccion Asistida por Ultrasonido

Se empled la técnica de extraccion asistida por ultrasonido, utilizando una sonda ultrasénica con
una punta de 1/2” (Modelo CV334), acoplada a un procesador ultrasénico (Sonics & Materials
Inc -GEX500) de 500 watts de potencia, 20 kHz de frecuencia y una tension de 120 voltios. La
sonda, la cual esta conectada a un transductor, fue sumergida en el medio de extraccion, que
consiste en una mezcla de solvente y muestra, tal y como se muestra en la figura 5. De esta
manera, se logré una entrega directa de ultrasonido, minimizando la pérdida de energia

ultrasoénica.
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Figura 5
Representacion esquemética de la sonda de ultrasonido utilizada para la extraccion de
capsaicina
l Transductor
r
Sonda ultrasénica
Procesador
ultrasénico /
3D : [J 1
a5 : Solvente +Muestra
| | | aum | l-l l-ﬁ 1

Nota. Adaptado de Phenolic Compounds Recovery from Grape Fruit and By-Products: An
Overview of Extraction Methods (p. 108), por Castro-Lépez et al., 2022.

Para la extraccion se tuvo como variables la fraccion volumétrica del solvente y los tiempos de
extraccion, se utilizé etanol como solvente con una fraccion volumétrica de 75, 85y 95 (%ov/v) y
tiempos de extraccion de 10, 20 y 30 min. La operacion se llevé a cabo a una temperatura de de
45°C y se us6 una relacién sélido:liquido de 2mg/ml, agregando 0,4 g de muestra seca en 200

ml de solvente.
Filtracién de la Muestra

Después de finalizar el tiempo de extraccion, se procedi6 a enfriar la muestra durante
aproximadamente 10 minutos. Una vez que la muestra se enfrié, se llevé a cabo una filtracion al
vacio utilizando papel filtro de membrana de celulosa de 0,45 um de poro (CHM), el cual fue
colocado en un embudo de vidrio, situado sobre la parte superior de un kitasato. El kitasato
utilizado se conecté a una bomba de vacio (BOECO R-300), operada a una frecuencia de 60 Hz

y una tension de 110 voltios.

El sistema de vacio gener6 una diferencia de presion que facilité el paso del extracto a través del

papel filtro. Durante este proceso, la muestra libre de extracto quedé atrapada en el papel filtro,
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mientras que el extracto que contiene la capsaicina paso a través de él y fue recolectado en un
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tubo de ensayo para su posterior andlisis mediante espectroscopia UV-VIS.
Determinacion de Porcentaje de Extraibles

La muestra libre de extracto se dejo secar durante 24 horas a temperatura ambiente, después
de transcurrido este tiempo se peso y se registré este valor como “peso de muestra libre de
extracto”. A partir de esto, se calculd el % de extraibles de cada prueba mediante la siguiente

ecuacion:

Peso inicial de la muestra —Peso de la muestra libre de extracto
Peso inicial de la muestra

Porcentaje de extraibles (%)=
1)
Cuantificacion de Capsaicina por Espectroscopia UV-Visible

Se empled un espectrometro UV-Vis (Thermo Scientific - Genesis10S) para cuantificar la
capsaicina extraida a partir de las especies Capsicum chinense y Capsicum pubescens. Para
esto se construy6 una curva de calibracion partiendo de los datos experimentales obtenidos por
Vifianzaca Martos (2019), en donde se utiliz6 capsaicina de grado analitico 295 % de marca
Sigma Aldrich. Inicialmente, se prepar6 una solucion madre de 400 mg/L de capsaicina disuelta
en etanol de pureza 299%. A partir de dicha solucién, se prepararon patrones de 5, 10, 20, 40,
60, 80, 100, 120, 200, 300 y 400 mg/L, con los que se realizé la curva de calibracion en la la
regién Ultravioleta-Visible del espectro tomando en cuenta la linealidad y el coeficiente de
correlacion. Una vez construida la curva, se tomé una alicuota de 20 ml del extracto y se

determind la concentracién de capsaicina (mg/L) a una longitud de onda de 281 nm.

Caracterizacion de Capsaicina mediante Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR)

Se realiz6 la identificacion de los grupos funcionales de la capsaicina en los extractos obtenidos
bajo condiciones éptimas de extraccion para cada especie de aji. Para la identificacion de los
mismos se utilizé un espectrofotémetro infrarrojo (Thermo Scientific-Nicolet iS5), este dispositivo
estad formado por una celda de ZnSe en la cual se introduce la muestra, y se hace pasar luz

infrarroja a través de la celda. En este equipo, la luz infrarroja abarca un rango de longitudes de

onda que va desde 4000 cm™ hasta 400 cm™2.
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Disefio Experimental
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El estudio se realiz6 mediante un disefio experimental 3°2, empleando dos factores y tres niveles.
Los factores a considerar fueron la fraccion volumétrica del solvente (% v/v etanol) y el tiempo
de extraccién, con sus respectivos niveles bajo, medio y alto, tal y como se observa en la tabla
3. La variable de respuesta fue la concentracién de capsaicina presente en los extractos.

Tabla 3

Factores y niveles elegidos para el disefio experimental

Factores Bajo Medio Alto
Tiempo (min) 10 20 30
Fraccién volumétrica de solvente %v/v 75 85 95

Las corridas experimentales se realizaron por duplicado, por tanto, se realizaron 18 pruebas para

cada tipo de aji, dando un total de 36 corridas.
Anélisis Estadistico

Para realizar el andlisis estadistico, es esencial verificar la normalidad de los datos antes de
aplicar los diferentes tests. En el presente estudio, se emple6 dos programas para este proposito:
RStudio y Minitab® version 19. Inicialmente, se usé Rstudio para determinar si los resultados
obtenidos siguen una distribucién normal, para esto se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilks, dado
gue el tamafio de muestra es menor a 50. Luego, de haber comprobado la normalidad de los
datos se utilizé Minitab para determinar la significancia estadistica de los factores estudiados,
tiempo (min) y fraccién volumétrica de solvente (% v/v etanol) mediante un analisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Las variables significativas fueron las que dan como
resultado un p<0.05, para dichas variables también se aplico la prueba de Bonferroni. Finalmente,
se incluyeron la gréafica de los efectos principales y la grafica de interaccion para corroborar la

significancia de las variables estudiadas.
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Capitulo 4: Resultados y Discusion
Determinacién de Porcentaje de Extraibles

El porcentaje de extraibles representa la cantidad de compuestos solubles que se pueden
obtener mediante un proceso de extraccion y es un pardmetro relevante para evaluar la eficiencia
del proceso de extraccion, sin embargo, es crucial tener en cuenta que los porcentajes 6ptimos
de extraibles no necesariamente coinciden con los 6ptimos de extraccion de capsaicina, ya que
estos porcentajes no solo estan relacionados con la cantidad de capsaicina extraida, sino
también con otros compuestos solubles en el solvente utilizado en el proceso de extraccion
(Tundis et al., 2011).

En este caso, el etanol puede extraer otros compuestos liposolubles presentes en los ajies, como
carotenoides y flavonoides (Hernandez-Pérez et al., 2020). Ademas, hay que considerar que,
aunque en menor medida, también se encuentra presente agua, lo que significa que también es
posible que se hayan extraido compuestos hidrosolubles como el &acido ascorbico y las
antocianinas (Guzman et al., 2011). Por lo tanto, el porcentaje mas alto de compuestos solubles
extraidos no garantiza automaticamente la maxima extraccion de capsaicina. Para determinar el
punto 6ptimo de extraccion de capsaicina, es necesario realizar su cuantificacién especifica. En

este trabajo, se empleé la espectroscopia UV-VIS para llevar a cabo dicha cuantificacion.

La Tabla 4 muestra el porcentaje promedio de extraibles obtenidos de la especie Capsicum
chinense (aji habanero) mediante el uso de ultrasonido con diferentes tiempos y fracciones
volumétricas de solvente. Los resultados indican que se logra el mayor porcentaje de extraibles
utilizando una fraccién volumétrica de etanol al 75% durante un tiempo de extraccién de 30
minutos. Sin embargo, al analizar los tiempos de operacion empleados en cada prueba, se
observa que incrementar el tiempo de extraccién de 20 a 30 minutos solo resulta en un aumento
del 0,1% en el porcentaje de extraibles, lo cual indica que no es necesario extender la extraccion

hasta 30 minutos.
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Porcentaje de extraibles de la especie Capsicum chinense

Tiempo (min) Etanol (75%)  Etanol (85%) Etanol (95%)
10 29,2 22,0 8,4
20 32,3 26,0 10,8
30 32,4 27,5 15,7

Por otro lado, la tabla 5 muestra el porcentaje promedio de extraibles obtenidos de la especie
Capsicum pubescens (aji rocoto). Al igual que en Capsicum chinense, se observa un mayor
porcentaje de extraibles utilizando etanol al 75% durante 30 minutos, aunque en este caso, a
diferencia de Capsicum chinense, si se observa un aumento en el porcentaje de extraibles
cuando se aumenta el tiempo de extraccion de 20 a 30 minutos.

Tabla b

Porcentaje de extraibles de la especie Capsicum pubescens

Tiempo (min) Etanol (75%)  Etanol (85%) Etanol (95%)
10 31,7 25,0 8,9
20 34,6 29,7 12,9
30 36,1 31,1 13,9

Espectroscopia UV-VIS
Curva de Calibracion

La curva de calibracion para la capsaicina se realizd con patrones de 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 200, 300 y 400 mg/L, de esta manera se observé que la capsaicina absorbe la luz en la

region ultravioleta del espectro, a una longitud de onda de 281 nm, tal como ha sido reportado
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por Simonovska et al. (2015). En la figura 6 se aprecia la linealidad de la curva de calibracién de
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la capsaicina, la cual se encontré en el rango de 5 a 120 mg/L. Este rango representa su intervalo
de trabajo.

Figura 6

Curva de calibracion de capsaicina
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Cuantificacién de Capsaicina Extraida

En la tabla 6 se presenta la cantidad de capsaicina extraida a partir de la placenta y las semillas
de la especie Capsicum chinense (aji habanero). La mayor cantidad extraida de capsaicina se
registr6 con una fraccién volumétrica de etanol de 75% con un tiempo de extraccion de 30
minutos. Sin embargo, al aumentar el tiempo de extraccion de 20 a 30 minutos no se observa un
aumento notable en la cantidad de capsaicina extraida, ya que solo se registra un incremento de
1,7 mg/L. No obstante, para evaluar la significancia estadistica de este aumento, se aplicé

posteriormente el método de Bonferroni en el andlisis estadistico.

Asi, en el estudio realizado por Medina-Angulo & Robayo-Martinez (2023), se obtuvo una
concentracion de capsaicina de 16,6606 ppm en 20 minutos utilizando etanol al 95% v/v a partir
de la especie Capsicum chinense. Al comparar dicho resultado con el presentado en este trabajo
(ver Tabla 6), se obtuvo una concentracion de 55,3 ppm de capsaicina usando el mismo tiempo
y con la misma concentracion de etanol, la discrepancia en los resultados puede atribuirse al

método de extraccion empleado, pues, en el estudio de Medina-Angulo & Robayo-Martinez
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(2023) usaron bafio ultrasénico, mientras que en el presente estudio se empled una sonda
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ultrasénica. Aunque ambos métodos se basan en el uso de ultrasonido, se sabe que la sonda
ultrasonica permite una entrega directa de la energia ultrasénica, minimizando la pérdida de
energia, reduciendo el tiempo de operacién y mejorando la eficiencia de la extraccion (Chemat
et al., 2017).

Tabla 6

Cuantificacion de capsaicina extraida a partir de Capsicum chinense

Fraccion volumétricade Tiempo de extraccion  Concentracion de capsaicina

etanol (min) (mg/L)
10 89,5
75%
20 104,7
30 106,4
10 75,9
85%
20 84,7
30 88,9
10 51,0
95%
20 55,3
30 63,4
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La tabla 7 presenta la cantidad de capsaicina extraida a partir de la placenta y las semillas de la
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especie Capsicum pubescens (aji rocoto). Al igual que en Capsicum chinense, la mayor cantidad
extraida de capsaicina se registré con una fraccién volumétrica de etanol de 75% con un tiempo
de extraccion de 30 minutos. En este caso, si se observa un incremento en la cantidad de
capsaicina extraida cuando se aumenta el tiempo de 20 a 30 minutos , aunque de igual manera
se debe realizar el andlisis de Bonferroni para evaluar si este incremento es 0 no significativo

estadisticamente.

Tabla 7

Cuantificacion de capsaicina extraida a partir de Capsicum pubescens

Fraccion volumétricade  Tiempo de extraccion  Concentracion de capsaicina

etanol (min) (mg/L)
10 53,3
75%
20 63,0
30 68,1
10 45,6
85%
20 53,6
30 58,1
10 20,0
95%
20 31,3
30 32,9
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Comparando los resultados presentados en la tabla 6 y 7, se observa que la concentracion de
capsaicina es considerablemente mayor en la especie Capsicum chinense, esto es coherente
con la informacion proporcionada en la literatura cientifica, ya que se ha documentado que, en
general, la especie Capsicum chinense presenta niveles mas altos de capsaicina en comparacion
con otras especies de aji debido a variaciones genéticas (Larenas et al., 2015; Aguilar-Meléndez
et al., 2022).

Se puede observar tanto en la tabla 6 como en la tabla 7 que una menor fraccién volumétrica de
etanol se correlaciona con una concentracion mas alta de capsaicina. Si bien podria anticiparse
gue la extraccion de capsaicina sea mas eficiente utilizando etanol al 96% debido a su capacidad
para solubilizarse en compuestos organicos, es importante tener en cuenta que la capsaicina
también presenta un grupo funcional polar en su estructura, lo cual resulta en una solubilidad
limitada en agua. Como consecuencia, el contenido de agua en el solvente utilizado puede
desempefiar un papel importante en el proceso de extraccion de capsaicina (Muchena, 2009;
Costanzo et al., 2014).

Barbero y sus colaboradores (2008), mencionan que aunque el agua no es un solvente adecuado
para la extraccién de capsaicina, en ocasiones la incorporacion de pequefias cantidades al
solvente de extraccion puede mejorar la eficiencia de extraccién de los analitos de interés.
Ademas, el agua puede provocar el hinchamiento del material vegetal y mejorar la liberacion de
capsaicina, lo que finalmente conduce a una mayor eficiencia en la extraccién de este compuesto
(Boonkird et al., 2008).

Analisis Estadistico

Para el andlisis de los resultados, se emple6 estadistica inferencial, y como paso inicial, se realizé
un andlisis de normalidad para determinar qué tipo de pruebas estadisticas seran necesarias
para el analisis de datos. El andlisis de normalidad se realiz6 mediante el test de Shapiro—Wilks

en Rstudio, planteandose una hipoétesis nula y alternativa.
HO : Los datos proceden de una distribucion normal.
HA : Los datos no proceden de una distribucion normal.

Asi, la tabla 8 muestra el resultado del analisis de normalidad para el modelo de dos factores con

interaccion, siendo estos el tiempo y la fraccion volumétrica de etanol. La prueba de normalidad
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se realiz6 para los resultados experimentales de las dos especies de aji, Capsicum chinense y
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Capsicum pubescens, en los dos casos se evidencia que el valor de p es mayor a 0.05, por tanto,
se acepta la hip6tesis nula y se concluye que los datos proceden de una distribucién normal.

Tabla 8

Pruebas de normalidad

Especie Valor de p
Capsicum chinense 0.3414
Capsicum pubescens 0.0829

Adicionalmente, en las figuras 7 y 8 se presentan las gréficas de la prueba de normalidad para
las especies Capsicum chinense y Capsicum pubescens, respectivamente. Estas gréficas
constituyen una herramienta Util para realizar una evaluacién visual de la distribucién de los
datos. En ambos casos, se observa que los puntos se aproximan a una linea recta, lo que sugiere
gue los datos siguen una distribucion normal. La coherencia visual fortalece la conclusion
derivada del valor de p, brindando un mayor respaldo a la hip6tesis de que los datos siguen una
distribucion normal.

Figura 7

Prueba de normalidad para la especie Capsicum chinense
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Figura 8
Prueba de normalidad para la especie Capsicum pubescens
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Anadlisis de Varianza (ANOVA)

Una vez que se ha verificado que los datos siguen una distribucién normal a través de la prueba
de normalidad, se aplicé la prueba paramétrica ANOVA en Minitab® version 19. Esta prueba,
también conocida como andlisis de varianza, se utilizé planteando dos hipotesis: una nula y otra

alternativa.
HO : No hay diferencias entre las medias de los diferentes grupos.

HA : Al menos un par de medias son significativamente distintas la una de la otra.

En las tablas 9 y 10 se presenta el andlisis de varianza para las dos especies de aji estudiadas,
Capsicum chinense y Capsicum pubescens, respectivamente, en donde se observa que los
factores, tiempo y %v/v etanol muestran un valor de p<0.05, indicando que la hipétesis nula es
falsa, y que al menos un par de medias son significativamente distintas la una de la otra. Con
respecto a la interaccion entre el tiempo y %v/v etanol se observa un valor de p>0.05, por tanto,
se acepta la hipétesis nula de que no hay diferencias significativas entre las medias de los

diferentes grupos.

Ana Cristina Andrade Herrera - Juleisy Jamile Maldonado Macas



UCUENCA

Tabla 9

41

Andlisis de varianza para la especie Capsicum chinense

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo (min) 2 624,18 312,09 32,69 0,00
% vl/v etanol 2 5797,89 2898,95 303,69 0,00
Tiempo 4 63,09 15,77 1,65 0,24

(min)*%v/v etanol

Error 9 85,91 9,55
Total 17 6571,07
Tabla 10

Andlisis de varianza para la especie Capsicum pubescens

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo (min) 2 573,88 286,94 190,73 0,00
% v/v etanol 2 3581,79 1790,90 1190,40 0,00
Tiempo 4 10,32 2,58 1,71 0,23

(min)*%v/v etanol

Error 9 13,54 1,50

Total 17 4179,53
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Para determinar qué par de medias son significativamente distintas, se aplico el método de
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Bonferroni con un nivel de confianza del 95%. Al analizar las medias de tiempo para Capsicum
chinense en la tabla 11, se observa una diferencia estadisticamente significativa entre los
periodos de 10 minutos y 20 minutos. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los tiempos de 20 y 30 minutos. Estos resultados indican que prolongar la extraccion hasta
los 30 minutos no es necesario, estableciendo asi un tiempo 6ptimo de extraccién de 20 minutos

para la especie Capsicum chinense.

Tabla 11

Comparacion de medias para el factor tiempo, especie Capsicum chinense

Tiempo (min) N Media Agrupacion
30 6 86,2532 A
20 6 81,3495 A
10 6 72,1025 B

Por otra parte, al comparar las medias para el % v/v de etanol en la tabla 12, se observa que
existe diferencia estadisticamente significativa entre los 3 niveles. En este caso, se elige la media
con mayor valor numérico, pues corresponde a la mayor cantidad de capsaicina extraida, por lo

tanto se establece que el porcentaje 6ptimo de extraccion de 75% v/v de etanol.

Tabla 12

Comparacion de medias para el factor %v/v etanol, especie Capsicum chinense

%v/v etanol N Media Agrupacion
75 6 100,182 A
85 6 82,969 B
95 6 56,555 C

Con respecto a la especie Capsicum pubescens, la tabla 13 muestra la comparacién de medias
para los tres niveles del factor tiempo, en donde se observa que para cada nivel existen
diferencias estadisticamente significativas, pues, mientras mayor sea el tiempo de extraccion se

obtiene una mayor concentracion para la variable de respuesta. Por tanto, el tiempo 6ptimo de

Ana Cristina Andrade Herrera - Juleisy Jamile Maldonado Macas



UCUENCA

extraccion para dicha especie es de 30 min.
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Tabla 13

Comparacién de medias para el factor tiempo, especie Capsicum pubescens

Tiempo (min) N Media Agrupacion
30 6 53,0333 A
20 6 49,3000 B
10 6 39,6333 C

En la tabla 14 se presenta la comparacion de medias para la fraccion volumétrica de etanol (%v/v
etanol) en donde se observa que para cada nivel existen diferencias estadisticamente
significativas, pues, mientras menor sea el %v/v etanol se obtiene mayor concentracion de
capsaicina, por tanto, para la especie Capsicum pubescens la fraccién volumétrica de etanol

Optima también es 75%.

Tabla 14

Comparacién de medias para el factor %v/v etanol, especie Capsicum pubescens

% v/v etanol N Media Agrupacion

75 6 61,4667 A

85 6 52,4333 B

95 6 28,0667 C

Las figuras 9 y 10 muestran la gréfica de efectos principales para las dos especies de aji
estudiadas Capsicum chinense y Capsicum pubescens, respectivamente, frente a la variable de
respuesta que es la concentracion de capsaicina (mg/L). Se observa que al aplicar diferentes
tiempos de operacion la concentracion de capsaicina aumenta conforme aumenta el tiempo, sin
embargo, en la figura 9 se evidencia que al aplicar un tiempo de extraccion 20 min y 30 min no
existe diferencia significativa en la variable de respuesta, pues, a los 20 min se alcanza
aproximadamente 82 mg/L de capsaicina y a los 30 min sube a 86 mg/L, dando una diferencia
aproximada de 4 mg/L, comprobdndose que el tiempo 6ptimo de operacion para la especie

Capsicum chinense es 20 min.
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Por su parte, también se observa la influencia de la fraccion volumétrica de etanol (%v/v etanol)
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frente a la variable de respuesta, evidencidndose que mientras menor sea la concentracion de
etanol mayor sera la concentracion de capsaicina. Por tanto, para las dos especies de aji

Capsicum chinense y Capsicum pubescens, la fraccion volumétrica de etanol 6ptima es 75%.
Figura 9
Gréfica de efectos principales para la especie Capsicum chinense
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Figura 10

Grafica de efectos principales para la especie Capsicum pubescens
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Las figuras 11 y 12 muestran la grafica de interaccion de los factores, tiempo y %v/v de etanol
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frente a la variable de respuesta para las dos especies de aji, Capsicum chinense y Capsicum
pubescens, respectivamente. Se observa que las lineas de cada gréfica son paralelas, es decir,
no hay interaccion, el tiempo y la fraccion volumétrica de etanol no influyen en la variable de

respuesta de manera conjunta.
Figura 11
Grafica de interaccion para la especie Capsicum chinense
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Figura 12
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Gréfica de interaccion para la especie Capsicum pubescens
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De acuerdo al analisis presentado, se corrobora que las mejores condiciones de operacién para
Capsicum chinense y Capsicum pubescens se obtienen empleando un tiempo de 20 min y 30

min, respectivamente, y una fraccion volumétrica de etanol de 75% para los dos casos.
Espectroscopia FTIR

Con el proposito de identificar grupos funcionales, se empled la técnica de espectroscopia FTIR
en los extractos obtenidos bajo condiciones 6ptimas de extraccion para cada especie de aji, es
decir, utilizando etanol al 75% durante 20 minutos para Capsicum chinense y 75% durante 30
minutos para Capsicum pubescens. En la figura 13 se puede observar el espectro FTIR del
extracto de Capsicum chinense, mientras que en la figura 14 se muestra el espectro FTIR del
extracto de Capsicum pubescens; a pesar de tratarse de especies diferentes, los espectros FTIR

revelaron una similitud notable.

Tanto en la figura 13 como en la figura 14 se observa una banda ancha alrededor de los 3350

cm™, la cual probablemente se debe a la presencia de moléculas de agua residual o a vibraciones
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de estiramiento de —OH/-NH presentes en la capsaicina (Amruthraj et al., 2015; Wang et al.,
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2008). Se observa, de igual forma, dos picos estrechos alrededor de 2950 cm™ y 2800 cm™, los
cuales corresponden al estiramiento de los enlaces C-H de los grupos metilo y metileno
respectivamente, presentes en la estructura del compuesto (Dominguez-Martinez et al., 2014).
Finalmente, se observa un pico estrecho evidente a 1050 cm, el cual corresponde a las
vibraciones de estiramiento de C-O-C presentes en la capsaicina (Wang et al., 2008). El analisis
de los espectros FTIR revela similitudes en los picos caracteristicos, confirmando la presencia
de los grupos funcionales caracteristicos de la capsaicina en ambos casos. Esto indica que
ambos espectros corresponden a capsaicina.

Figura 13
Espectro infrarrojo del extracto de Capsicum chinense
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Figura 14
Espectro infrarrojo del extracto de Capsicum pubescens
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Comparacion con un Método Convencional: Extraccion Soxhlet

Con el objetivo de evaluar la eficiencia del método de extraccion asistida por ultrasonido, se
plante6 comparar dicho método con el método convencional de extraccion Soxhlet. Para esto,
se tomaron resultados de pruebas realizadas en el Centro de Estudios Ambientales (CEA) de la
Universidad de Cuenca, las que se realizaron en condiciones similares a la extraccién por
ultrasonido, pues, se operé con una relacion muestra:solvente de 2 mg/L y una fraccion
volumétrica de solvente de 75%, sin embargo, la temperatura de operacion en la extraccion
Soxhlet aumenté a 70°C. El tiempo, el porcentaje de extraibles y la concentracién de capsaicina

se muestran en la tabla 15.

Tabla 15

Extraccion de capsaicina por método Soxhlet

Especie de aji Tiempo (min) % Extraibles Concentracion (mg/L)
Capsicum chinense 3 h 40 min 32,1 116,9
(aji habanero)
Capsicum pubescens 3h 32,6 96,0

(aji rocoto)

Nota. Resultados tomados del Centro de Estudios Ambientales.
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Se tomo6 como referencia las mejores condiciones de extraccion para las dos especies de aji
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Capsicum chinense y Capsicum pubescens obtenidas por ultrasonido y se comparé con los
resultados de la extraccion Soxhlet. El porcentaje de extraibles obtenido para Capsicum chinense
y Capsicum pubescens por ultrasonido fue 32,3% y 36,1%, mientras que por la técnica de
extraccion Soxhlet se obtuvo 32,1% y 32,6%, respectivamente. Por su parte, la concentracion de
capsaicina alcanzada por el primer método de extraccion fue 104,7 mg/L y 68, 1mg/L, mientras
gue por extraccidn Soxhlet se alcanzé una concentracion de 116,9 mg/L y 96 mg/L,

respectivamente.

De esta forma, se aprecia que el método de extraccién Soxhlet permite obtener concentraciones
mas altas de capsaicina en ambas especies, Capsicum chinense y Capsicum pubescens, sin
embargo, este enfoque implica tiempos de operacién prolongados (3 horas 40 minutos para
Capsicum chinense y 3 horas para Capsicum pubescens) en comparacion con la extraccion
asistida por ultrasonido, que solo requiere 20 minutos y 30 minutos, respectivamente. Ademas,
en términos energéticos, la extraccién asistida por ultrasonido muestra ventajas significativas, ya
gue se lleva a cabo a una temperatura mas baja (45°C) en comparacién con la extraccion Soxhlet

realizada a 70°C.

Chuichulcherm y sus colaboradores, (2013), mencionan que el método asistido por ultrasonido
genera un menor consumo de energia y reduce el tiempo de extraccion. Por tanto, los resultados
concuerdan con la bibliografia, ya que si bien Soxhlet permite una mayor concentracion del
compuesto de interés, este implica un gasto energético alto, pues requiere mayor tiempo y
temperatura de operacion que el método de extraccion por ultrasonido. Asimismo, en un estudio
realizado por Martins et al. (2017), se compard la extraccién asistida por ultrasonido y la
extraccién Soxhlet de capsaicina y aunque se obtuvo una menor cantidad de capsaicina

mediante el método asistido por ultrasonido, se logré reducir el tiempo de extraccion en un 86%.

Se evidencia la ventaja de extraer por ultrasonido dado que requiere menor temperatura en
comparacion con el método de extraccion Soxhlet, pues, estudios muestran que temperaturas
elevadas se pierden los capsaicinoides por volatilizacién (Chinn et al., 2011; Martins et al., 2017;
Castro-Muiioz et al., 2022).
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Conclusiones

Se extrajo capsaicina de dos variedades de aji, Capsicum chinense y Capsicum pubescens,
mediante técnica asistida por ultrasonido con etanol como solvente. Aunque ambas especies
registraron la mayor cantidad de capsaicina extraida con una fraccion volumétrica de etanol del
75% y un tiempo de extraccion de 30 minutos, es importante destacar que para la especie
Capsicum chinense no se observa un aumento significativo en la cantidad de capsaicina extraida
al extender el tiempo de extraccion de 20 a 30 minutos. En consecuencia, se establecio que los
mejores parametros operacionales de extraccion de capsaicina es 20 min para Capsicum
chinense y 30 min Capsicum pubescens, y una fraccion volumétrica de etanol del 75% para
ambas especies.

Al comparar el contenido de capsaicina obtenido de las especies Capsicum chinense y Capsicum
pubescens, se evidencid que la concentracion de capsaicina es significativamente mayor en la
especie Capsicum chinense, lo cual esta en concordancia con la informaciéon documentada en la
literatura cientifica, por tanto, y aunque la especie Capsicum pubescens es nativa, se recomienda

extraer capsaicina de la especie Capsicum chinense.

Por dltimo, se evidencio la eficiencia de la extraccion asistida por ultrasonido frente al método
convencional Soxhlet, pues, reduce el tiempo de extraccién, disminuye el consumo de energia 'y
ademas, usa temperaturas relativamente mas bajas por tanto, se sugiere la aplicacion del método

de extraccion asistida por ultrasonido para la obtencion de capsaicina.
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Anexos

Tabla 16

Datos utilizados para el calculo de porcentaje de extraibles de Capsicum chinense

Fraccién Tiempo de Peso Peso de la % Extraibles
volumétricade  extraccion (min) inicial muestra libre de
etanol (9) extracto (g)
75% 10 0,4000 0,2833 29,2
20 0,4001 0,2707 32,3
30 0,4003 0,2707 32,4
85% 10 0,4002 0,3123 22,0
20 0,4000 0,2955 26,1
30 0,4000 0,2901 27,5
95% 10 0,4002 0,3666 8,4
20 0,4001 0,3569 10,8
30 0,4000 0,3373 15,7
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Tabla 17

Datos utilizados para el célculo de porcentaje de extraibles de Capsicum pubescens

Fraccion Tiempo de Peso Peso de la % Extraibles
volumétricade  extraccién (min) inicial muestra libre de
etanol (9) extracto (g)
75% 10 0,4000 0,2732 31,7
20 0,4000 0,2615 34,6
30 0,4000 0,2555 36,1
85% 10 0,4000 0,2999 25,0
20 0,4000 0,2810 29,7
30 0,4000 0,2757 311
95% 10 0,4000 0,3644 8,9
20 0,4000 0,3486 12,9
30 0,4000 0,3443 13,9
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