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Capsaicina

Cromatografia

Deshidratacion

Destilacion

fraccionada

Estrato

altitudinal

GLOSARIO

Tiene un peso molecular de 305,46 g/mol, un punto
de fusion de 65 °C y un punto de ebullicion de
81 °C. Quimicamente se define como la trans-8-
metil-N-Vanillil-6-nonenamida con una férmula

molecular condensada C1gH>7NOs.

Método fisico que permite la separacion de mezclas
de sustancias en sus componentes individuales.
Esta técnica permite, igualmente, obtener
informacion cualitativa y cuantitativa sobre las

sustancias presentes en la mezcla.

Pérdida parcial o total del contenido de agua que

forma parte de la especie vegetal.
Procedimiento de separacion de los componentes
liquidos de una disolucion, que se basa en sus

diferentes puntos de ebullicion.

Se refiere a la altura sobre el nivel del mar de la

region de la cual es procedente la materia prima.
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Hidrolisis

Lixiviacion

Maceracion

Oleorresina

Pungencia

Reaccion quimica mediante la cual resultan dos
nuevos compuestos a partir de una sustancia
compleja, mediante la adicibn de agua y su
posterior descomposicion.

Proceso en el que un disolvente liquido se pone en
contacto con un solido pulverizado, para que se
produzca la disolucion de uno de los componentes

del sélido.

Proceso de extraccion solido-liquido en el que se
pone en contacto intimo la materia prima (solido), la
cual posee ciertos compuestos solubles en el
liquido extractante, que son los que se desea

extraer.

Extractos liquidos de especies vegetales, los cuales
se caracterizan por el olor, sabor y color de las
especies naturales de las cuales provienen; se
obtienen de la evaporacion del disolvente de
extraccion, dejando una mezcla del aceite volatil y

el material resinoso de la especie.

Es el principal atributo de los frutos de la especie de
capsicum annuum y corresponde a la sensacién
resultante de la estimulacion de receptores del
dolor. Esta se determina por la concentracion y
localizacion de la capsaicina y otros compuestos

denominados capsaicinoides.

XV



Solubilidad

Solvente

Temperatura de

saturacion

Méaxima cantidad de soluto que se puede disolver
en determinada cantidad de disolvente a una

temperatura especifica.

Sustancia que permite la dispersion de otra en su
seno. También se puede definir como la sustancia
gue se encuentra en mayor proporcion en una

solucidn.

Es la temperatura a la cual una sustancia cambia

de fase a una determinada presion.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue la evaluacion del porcentaje de
rendimiento y caracterizacion fisicoquimica de la oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.) obtenida por medio de la técnica de extraccion soxhlet
aplicAndose a estratos altitudinales de 100 msnm, 60 msnm y 18 msnm,
utilizando como solvente de extraccion soluciones de alcohol etilico — agua a

concentraciones del 45%, 70% y 95 % (v/v).

Se analizaron los datos mediante un disefio estadistico de bloques
aleatorizados con repeticion, evaluandose por medio de un analisis de varianza
y comprobando dichos resultados por las pruebas estadisticas de Tukey y

diferencias minimas significativas (LSD).

Al realizar el andlisis estadistico se logré determinar que el porcentaje de
rendimiento de oleorresina depende solamente de la concentracién de alcohol
etilico — agua utilizada, y no presenté diferencias significativas para el estrato
altitudinal, ni para la interaccion de dichos factores, reportando valores
promedio entre los 20,01% * 1,34% y 40,04% + 9,82%.

Para la caracterizacion fisicoquimica de la oleorresina se determiné su
contenido de capsaicina presente, mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). Segun el andlisis estadistico, tanto la concentracion de
alcohol etilico — agua, el estrato altitudinal y su interaccion, presentaron

diferencias significativas, reportando valores entre los 4,0539 y 20,9900 ppm.
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Ademas se determiné la pungencia de las oleorresinas obtenidas en

unidades de calor Scoville (SHU), siendo la més alta de 336 SHU.
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ABSTRACT

This study aimed at evaluating the percentage yield and physicochemical
characterization of the white chilli oleoresin (capsicum annuum A.) obtained by
the soxhlet extraction technique applied to altitudinal levels of 100 masl, 60 masl
and 18 masl, using as solvent extraction ethyl alcohol — water solutions at
concentrations of 45%, 70% and 95% (v / v).

Data were analyzed using a statistical randomized block design with
repetition, assessed by an analysis of variance and checking these results by

statistical tests of Tukey and low significant differences.

By statistical analysis it was determined that the percentage yield of
oleoresin depends only on the concentration of ethyl alcohol - water used, and
no significant differences for the altitude stratum or for the interaction of these
factors, reporting values between 20,01% + 1,34 % and 40,04% + 9,82%.

For the physicochemical characterization of the oleoresin was determined
the present capsaicin content by high precision liquid chromatography (HPLC).
According to statistical analysis the ethyl alcohol - water concentration, the
stratum and their interaction showed significant differences, reporting values
between 4,0539 and 20,9900 ppm.

It was also determined the pungency of the oleoresins obtained in
Scoville heat units (SHU), being the highest of 336 SHU.
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OBJETIVOS

General

Evaluacion del porcentaje de rendimiento y caracterizacion fisicoquimica
de la oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.), obtenida por medio de
la técnica de extraccion soxhlet aplicandose a tres estratos altitudinales
utilizando como solvente de extraccion soluciones de alcohol etilico — agua, a

escala laboratorio.

Especificos

1. Extraer la oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.), procedente
de estratos altitudinales a 100 msnm, 60 msnm y 18 msnm, utilizando como
solvente extractivo soluciones alcohol etilico — agua a concentraciones del
95%, 70% y 45% en relacion volumen aplicando la técnica de extraccion

soxhlet.

2. Evaluar el porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.), para cada estrato altitudinal y concentracion de la

solucion alcohol etilico — agua.
3. Determinar la mejor combinacion entre estrato altitudinal y concentracién de

solucion alcohol etilico — agua que proporcionen el mayor porcentaje de

rendimiento de oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.).
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4. Cuantificar la capsaicina presente en la oleorresina de chile blanco

(Capsicum annuum A.), por el método de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC).

5. Establecer el nivel de pungencia en unidades de calor Scoville (SHU) de la
oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.), teniendo como

referencia la cantidad de capsaicina presente.
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HIPOTESIS

Hipétesis Nula (Ho). No existe diferencia significativa en el porcentaje de
rendimiento de oleorresina de chile blanco, obtenido con respecto al estrato
altitudinal de procedencia y/o utilizando soluciones de alcohol etilico — agua a

concentraciones del 95%, 70% y 45%.

Hipotesis Alternativa (Hi). Existe diferencia significativa en el porcentaje
de rendimiento de oleorresina de chile blanco, obtenido con respecto al estrato
altitudinal de procedencia y/o utilizando soluciones de alcohol etilico — agua a

concentraciones del 95%, 70% y 45%.

Hipotesis Nula (Ho). No existe diferencia significativa en la cantidad de
capsaicina presente en la oleorresina extraida de chile blanco, con respecto al
estrato altitudinal de procedencia y/o utilizando soluciones de alcohol

etilico — agua a concentraciones del 95%, 70% y 45%.

Hipotesis Alternativa (Hi). Existe diferencia significativa en la cantidad de
capsaicina presente en la oleorresina extraida de chile blanco, con respecto al
estrato altitudinal de procedencia y/o utilizando soluciones de alcohol

etilico — agua a concentraciones 95%, 70% y 45%.
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INTRODUCCION

Guatemala es un pais que cuenta con una gran variedad de cultivos de
especies de hortalizas, en las que cabe mencionar la especie de chile, hortaliza,
gue va aumentando su importancia dia a dia, debido a los mdultiples usos

industriales y alimenticios.

En Guatemala, el chile blanco (Capsicum annuum A.), es una variedad
de chile nativa la cual se cultiva al Norte y Costa Sur Occidental del pais, la cual
ha sido utilizada simplemente como sazonador de comidas en su estado fresco;
sin embargo, la creciente necesidad de avanzar en nuevas tecnologias hacia
alimentos mas naturales, incentivan a la investigacion de nuevos productos de
origen vegetal. Entre estos se encuentran las oleorresinas, cuyo uso es practico
y economico, ya que no requiere de grandes espacios para su almacenamiento
y permite preservar el producto por mas tiempo; ademas, son de interés sus

propiedades nutricionales, farmacologicas y colorantes.

Por otra parte, estudios realizados por paises como India, México,
Colombia y Estados Unidos, han Ilogrado extraer y caracterizar
fisicoquimicamente oleorresinas provenientes de diversas variedades de chile
utilizando metodologias de extraccion solido—liquido con distintos tipos de

solventes, esto debido a la importancia de este producto vegetal.
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Debido a lo anterior en el presente trabajo de investigacion se evaluo el
porcentaje de rendimiento y se caracteriz0 fisicoquimicamente la oleorresina de
chile blanco (Capsicum annuum A.), aplicando la técnica extractiva soxhlet
variando el estrato altitudinal de procedencia y utilizando como solvente de

extraccion soluciones de alcohol etilico — agua a diferentes concentraciones.
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1. ANTECEDENTES

La seccién de Quimica Industrial del Centro de Investigaciones de
Ingenieria se ha caracterizado por sus investigaciones multidisciplinarias en el
grado de proyectos de investigacion o bien tesis de grado para estudiantes de
Ingenieria Quimica. En el 2010 se establece el Laboratorio de Investigacién de
Extractos Vegetales —LIEXVE- con el cual se pretendié dar auge a la

investigacion de especies vegetales en toda su amplitud.

En la teméatica de oleorresinas se han realizado los siguientes proyectos:

En el 2000, los ingenieros Cano Telma, Benitez Ingrid, Chavez Blanca y
Aguilar Byron, ejecutaron el proyecto 28-97 CONCYT denominado: “Obtencion
y caracterizacion de capsaicina, ingrediente activo de productos
fitofarmacéuticos y agroindustriales de 3 especies de capsicum (Capsicum
chinense, Capsicum annuum L.V y Capsicum annuum)”. Para el desarrollo del
proyecto se trabajo con: chile habanero, chile jalapefio y chile verde o
chocolate, clasificados segln su especie respectivamente. El estudio consistio
en un experimento bifactorial en que se utilizaron concentraciones de alcohol
etilico al 70% y 95%, sobre materia fresca y seca. Se obtuvo que el mayor
rendimiento de oleorresina fue de 14,62% para la especie de chile habanero
seco (Capsicum chinense) a una concentracién de alcohol etilico del 70%. El
mayor porcentaje de capsaicina fue en la oleorresina de chile habanero con un
valor de 10,28%, el cual figura en el rango del valor tedrico esperado de

aproximadamente 10% al 12%.



El mayor porcentaje en rendimiento de capsaicina, en funcion del
solvente utilizado, reporté un valor de 0,002% para la especie de chile habanero
(capsicum chinense) seco, empleando como solvente alcohol etilico al 95%.

Se determin6 que el nivel de deshidratacién del capsicum y la
concentracion del solvente, no influyen en el porcentaje de rendimiento de la
oleorresina. Se establecié que para mejorar el rendimiento de la oleorresina los
factores segun su importancia son el nivel de deshidratacién, especie vegetal y

la concentracion del solvente.

En el 2003, los ingenieros agronomos M.A. Mynor Raul Otzoy Rosales,
M.Sc. Milton Leonel Chan Santisteban y Carlos Arturo Esteban Garcia
realizaron el proyecto titulado “Busqueda, colecta y manejo agronémico,
caracterizacion y obtencidn de cultivares y materiales de chile tradicional
(Capsicum annuum) en la zona Sur Occidental de Guatemala”. Esta
investigacion tuvo como objetivos: buscar, colectar, establecer el manejo
agronoémico, caracterizar y determinar cultivares y materiales tradicionales de

chile (Capsicum spp.) en la zona Sur Occidental de Guatemala.

La caracterizacion se llevo a cabo en la granja docente “Zahori”, ubicada
en el municipio de Cuyotenango, del departamento de Suchitepéquez. La
metodologia empleada en dicha etapa se basoé en el andlisis de procedimientos
univariado y multivariado, a través de cluster y componentes principales para
identificar los grupos del chile tradicional. La investigacion tuvo una duracion de
once meses, fue ejecutada por la Direccion General de Investigacion de la
Universidad de San Carlos de Guatemala y cofinanciada por el Centro
Universitario de Sur Occidente (CUNSUROC).



En el 2004, el estudiante Julio Gabriel Lépez Mazin realizé la tesis de
grado con el tema “Evaluacion del rendimiento de oleorresina de las hojas de
laurel (Litsea guatemalensis) de Tecpan, Chimaltenango en funcién del tamafio
de particula, utilizando dos solventes distintos a nivel planta piloto” el cual fue

asesorado por la Inga. Telma Maricela Cano Morales.

En esta investigacion se evalué el rendimiento porcentual de la
oleorresina de las hojas secas de laurel (Litsea guatemalensis) a nivel planta
piloto, utilizando como método de extraccion la maceracion de la hoja molida,
filtracion y posterior concentracion del extracto obtenido; se manejo como
variables controlables, los tamafios de particula de las hojas utilizadas, siendo
estos los comprendidos entre los tamices No. 5y No.7 y los comprendidos entre
los tamices No.7 y No. 20; y dos solventes distintos, el etanol grado industrial al
66,64% p/v y el hexano grado industrial 84,6% p/v. EI mayor rendimiento de
oleorresina de laurel (Litsea guatemalensis) fue de 7,5% y se obtuvo de la
extraccion con etanol para la particula de hoja comprendida entre el tamiz No.7
y el No.20. El rendimiento de oleorresina de laurel (Litsea guatemalensis) de la
extraccion por maceracion y concentracion depende del solvente que se utilice.
Los rangos de tamafio de particula utilizados para los tamices No.5y No.7 y los
tamices No.7 y No.20, no afectan significativamente el rendimiento de la
oleorresina. La interaccién del solvente utilizado y el tamafio de particula
utilizado, si afecta significativamente el rendimiento de la oleorresina. Los tres
componentes mayoritarios del aceite esencial extraido con etanol y hexano,

son: cineol, linalol y terpinol.

En el 2005, el estudiante Tito Estuardo Vides Quifidnez realiz6 la tesis de
grado con el tema “Obtencidn y caracterizacion de oleorresina de clavo
(Eugenia Cariophyllata, Thunb), cultivado en Guatemala, a nivel planta piloto” el

cual fue asesorado por la Inga. Telma Maricela Cano Morales.



En esta investigacion se evalu6é el porcentaje de rendimiento de la
oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata Thunb) a nivel planta piloto, en
funcién del tiempo de maceracion, utilizando como método de extraccion la
maceracion sin agitacion o recirculacion del clavo molido, filtracion y posterior

concentracion del extracto.

Se utiliz6 como solvente una solucién acuosa de etanol al 70% y se
manejé como variable controlable tres diferentes tiempos de maceracion,
siendo estos 12, 24 y 36 horas. Se determind que el rendimiento de la
oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata Thunb) extraido en la planta piloto
es de 19,5% para un tiempo de 12 horas, 20,8% para un tiempo de 24 horas y
22,6% para un tiempo de 36 horas, con composicion y propiedades semejantes.
Para la interpretacion estadistica de los resultados se utilizd un nivel de
significancia del 5% sobre esta base, y se determind que el rendimiento no se
ve afectado significativamente por el tiempo de maceracion. Se realiz6 un
analisis cualitativo, por medio de cromatografia de capa fina de la oleorresina
obtenida para confirmar la presencia de los compuestos mayoritarios, siendo

éste el eugenol.

En febrero de 2009, el estudiante Keny Abddén LOpez Salazar presenta
su estudio de tesis de grado con el tema “Extraccién y caracterizacion
fisicoquimica de la oleorresina de la hoja de laurel (Litsea guatemalensis Mez.)
a nivel laboratorio, utilizando tres concentraciones de solvente”, asesorado por
la Inga. Telma Maricela Cano Morales. Se evalué el rendimiento de la
oleorresina de las hojas de laurel (Litsea guatemalensis Mez) a nivel laboratorio
mediante lixiviacion, utilizando como método de extraccion maceracion
dinamica de la hoja molida, posterior filtracion y concentracion del extracto
obtenido. Se manej6 como variable controlables, el tamafio de particula
comprendidos entre los tamices No.5 (4 mm) y No. 200 (75 pm) y 3

concentraciones de etanol (35%, 70% y 95% v/v).
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El método experimental se plante6 como un disefio completamente al
azar con un arreglo combinatorio, se llevaron a cabo 3 repeticiones de cada
una, completando 9 experimentos, manteniéndose constante una masa inicial

de 50 g de hoja triturada y una relacion solvente de 1:10 (w/v).

Para la interpretacién estadistica de los resultados experimentales se
utilizé el analisis de varianza con nivel de significancia del 5%. Sobre la base
del analisis estadistico se determind que el rendimiento, la densidad, el indice
de refraccion y el nimero de componentes se ve afectado por la concentracion

del solvente utilizado.

El etanol al 95% es el mejor para las extracciones de este tipo de
oleorresina, ya que el mayor rendimiento de oleorresina obtenido fue para este
ultimo con 22,03% y es el extracto en donde mayor nimero de componentes se
logran identificar. Se realizé un analisis cualitativo por medio de cromatografia
gaseosa acoplada a la espectrometria de masa de la oleorresina obtenida para
determinar la presencia de los compuestos mayoritarios, siendo 1,8 cineol
(14%), linalol (22%) y nerolidol (13%)

En julio 2009, el estudiante Adrian Antonio Soberanis Ibafiez presenta su
estudio de tesis con el tema “Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas de la
oleorresina de cardamomo (Elleteria cardamomum, L. Matton) obtenida a nivel
laboratorio utilizando dos métodos de lixiviacion a tres diferentes temperaturas”.

Asesorado por la Inga. Telma Maricela Cano Morales.

Se caracterizaron dos métodos diferentes de extraccion sélido-liquido
para la obtencién de oleorresina de cardamomo (Elleteria cardamomum, L.
Matton), tomando como parametros de comparacion los rendimientos
obtenidos, asi como las propiedades fisicoquimicas y fitoquimicas de los

extractos obtenidos.



Se utilizaron dos métodos de extraccion, maceracion dinamica y
maceracion estatica, utilizando como solvente etanol al 95% v/v y cardamomo
con un tamafio entre 840 y 1 190 micrones y una humedad menor a 15% w/w.
Se analizaron dos métodos: estatico y dinamico (800 rpm), cada extraccion se
llevé a cabo a tres diferentes temperaturas, 25 °C, a 50 °C y 78 °C. Esto para
poder determinar el efecto de la temperatura en el rendimiento y propiedades
de las oleorresinas obtenidas.

Al realizar el analisis estadistico se logré determinar que existe diferencia
significativa entre cada uno de los métodos. El método con mayor rendimiento
fue la maceracion dinamica a 25°C con un rendimiento de 20,968% + 1,073 %.
Ademas, se determinaron cuéles son los metabolitos secundarios de mayor
presencia en la oleorresina de cardamomo, siendo estos: acetato de a-terpinilo,
limoneno, a-terpineol, linalool y nerolidol. La presencia de estos fue
determinada a través de cromatografia en capa fina y cromatografia gaseosa

acoplada a espectrometria de masas.

En febrero de 2010, la Ingeniera Telma Maricela Cano Morales
investigadora principal presenté el informe final del proyecto “Obtencion y
caracterizacion del aceite esencial y oleorresina de dos especies de laurel y

orégano”, proyecto Fodecyt No. 111-2006.

El objetivo principal de la presente investigacion fue la obtencion y
caracterizacion de aceite esencial y oleorresina de orégano (Lippia graveolens
HBK) y dos especies de laurel (Litsea guatemalensis Mez, Litsea glaucescens
HBK), plantas medicinales y aromaticas cultivadas en Guatemala, para obtener

productos utilizables en la diversidad de industrias.



Se determind que el rendimiento de aceite esencial de las dos especies
de laurel (Litsea guatemalensis Mez, Litsea glaucescens HBK) son similares
0,85% y 0,87%, a nivel laboratorio, que coincide con los valores reportados en
la literatura; el rendimiento de aceite esencial de orégano (Lippia graveolens
HBK) es 3,99% a nivel laboratorio, el valor reportado en la literatura es de 1,8%
y hace que el orégano (Lippia graveolens HBK) sea una especie vegetal

promisora para la industrializacién de ese aceite esencial.

De los componentes mayoritarios del aceite esencial de laurel (Litsea
guatemalensis Mez) Unicamente esta presente en la oleorresina, el nerolidol en
un 21,12% en materia prima no exhausta y en un 7,22% en materia prima

exhausta.

De los compuestos mayoritarios del aceite esencial de laurel (Litsea
glaucescens HBK), solo el nerolidol esta presente en la oleorresina obtenida, en
un 6,05% en oleorresina de materia no exhausta y en un 38,42% en materia

prima exhausta.






2. MARCO TEORICO

2.1. Oleorresinas

De acuerdo con la Comunidad Econdmica Europea (CEE) son “extractos
de especies de los que se ha evaporado el disolvente de extraccion, dejando
una mezcla del aceite volatil y el material resinoso de la especia”, estos se
obtienen por tratamiento de la droga seca con solventes. Los solventes
empleados son eliminados casi completamente por procesos de destilacion al
vacio, destilacion azeotrépica, o ambas. Las oleorresinas tienen uso en las
industrias de alimentos y medicamentos, sustituyendo las plantas secas o las
tinturas. Las oleorresinas contienen los aceites esenciales, los aceites fijos, los

colorantes y los principios activos de las plantas.

El proceso de extraccion de las oleorresinas se inicia con la molienda de
la planta. EI proceso de molienda involucra generacién de calor, lo que
perjudica la calidad del producto final en lo relacionado con la calidad de los
componentes volatiles. Por esta razon, para el proceso de molienda se utiliza

enfriamiento.

Especies, como la nuez moscada, cardamomo, clavo y pimienta negra
pueden ser molidas en un molino de martillos adicionando hielo seco. Otras
especias, como el anis, el cilantro, el hinojo y la hierba dulce deben ser molidas

utilizando como proceso de enfriamiento nitrogeno liquido.



El tamafio de particula debe ser establecido experimentalmente para
cada especia procesada, teniendo en cuenta la naturaleza del solvente y el
equipo empleado en la extraccién. El proceso de extraccion puede ser
conducido en una o dos fases. Cuando se utiliza solamente una fase, la droga
es extraida totalmente con el solvente y éste se remueve del extracto por

destilacion.

En el proceso de extraccion en dos fases, la droga se somete a la
extraccion del aceite esencial utilizando destilacion con vapor y, posteriormente,
se extrae con solventes. Después de la destilacion del solvente, el residuo de
este proceso se mezcla con el aceite esencial. Los solventes para la extraccion
de aceites esenciales y oleorresinas deben estar conforme a la legislacion
nacional sobre alimentos. En la mayoria de los paises es permitido el uso de
etanol, acetona, hexano y del alcohol isopropilico. Los solventes clorados han
tenido una serie de restricciones con relacion a su uso. Las oleorresinas pueden
ser mejoradas por la adicion del aceite esencial o aceites vegetales
comestibles. Este proceso busca reconstituir el patrén en relacion al aroma y
sabor observados en la droga vegetal para atender a las conveniencias de la
industria de alimentos. Sin embargo, cualquier aditivo que no haga parte de la

droga vegetal debe ser anotado en la etiqueta del producto.

En general, las oleorresinas se aplican en el mundo como ingrediente
para aportar sabor y aroma. Variando la solubilidad, se aumenta la posibilidad
de diversificar las aplicaciones y se usan también en la industria cosmética,

farmacéutica, alimentacion animal y en aplicaciones agricolas.

2.1.1. Usos de las oleorresinas

e Gran potencial en el desarrollo de nuevos productos
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e Consistencia en sabor

e Conveniencia en su uso ya puede ser mezclado para obtener las
caracteristicas deseadas en el producto final

e Conveniente sustituto higiénico para pungencia en perfiles de sabores de
productos alimenticios

e Excelente realizador de sabor en la cocina
2.1.2. Ventajas del uso de oleorresinas
2.1.2.1. Economia
Puede darse una tasa de reemplazo de hasta 100 kilogramos del
producto en polvo, por uno o dos kilogramos de oleorresina, dependiendo de la
concentracion de esta ultima.

2.1.2.2. Uniformidad

Los ingredientes activos color, sabor y propiedades fisicas son

estandarizadas.

2.1.2.3. Natural

Es un producto totalmente natural libre de residuos de solventes y

pesticidas.

2.1.2.4. Pureza

Son productos libres de impurezas y materia extrafia.
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2.1.2.5. Esterilidad

No presenta contaminacion microbiana.

2.1.2.6. Cumplimiento de las especificaciones

Sus bases legales estan reguladas por la FDA (food and drug
administration) y estan en la clasificaciéon de GRAS (generally recognized as
safe), y segun la Directiva 95/45/CE referente a criterios especificos de pureza,
en relacion con los colorantes utilizados en los productos alimenticios, esto
permite la libre adicion de la oleorresina dentro de las formulaciones de los

productos alimenticios.

2.1.2.7. Vidade anaquel

Su alta concentracién y la ausencia de agua, le permiten tener mayor
vida debido a su baja probabilidad de degradacion por oxidacion o pérdida de

sabor, y se elimina el deterioro debido a plagas y microbios.

2.1.2.8. Dilucién

La oleorresina puede ser diluida hasta obtener la concentracién deseada

con el fin de adecuarse a las necesidades del producto final.

2.1.3. Proceso de extraccion de oleorresinas

Debido a su naturaleza oleosa, las técnicas mas apropiadas son las que
emplean solventes. El fenbmeno de transferencia de componentes entre la
droga y el solvente se lleva a cabo por lixiviacidon con solventes organicos como:

el hexano, el acetato de etilo, acetona.
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Otras técnicas emplean diversas tecnologias combinadas con solventes,
como: acetona, dioxano, etanol, metanol y tetrahidrofurano; encontrando

diferencias de selectividad dependiendo de los solventes.

Los Ultimos avances en las extracciones de oleorresinas han empleado
tecnologias libre de solventes organicos y empleando bajas temperaturas, ésta
es la extraccion con fluidos supercriticos, especificamente con diéxido de
carbono supercriticos (SsCO;), los resultados publicados establecen
condiciones de trabajo a 40 °C, con una presion de 120 bares con un tiempo de
extraccion de 4 horas. Los resultados fueron evaluados frente a extracciones
tradicionales con solventes como: n-hexano, y mostraron resultados mas
satisfactorios en cuanto a pureza, integridad de carotenoides y concentracion

de los mismos en la oleorresina obtenida.

2.1.4. Oleorresinas de capsicum

Este tipo de oleorresina se encuentra compuesta en su mayoria por
diversos tipos de carotenoides, entre los que se encuentra la capsantina la cual
es el principal carotenoide del pimiento comun, este representa hasta el 60%
del total de carotenoides presentes. Su estructura tiene la particularidad de que
el anillo de uno de sus extremos es solamente de cinco eslabones. También se
encuentran los capsaicinoides, basicamente con propiedades pungentes
(picantes) y pigmentantes (coloracion). Estas oleorresinas contienen como
principal compuesto de pungencia a la capsaicina y la dihidrocapsaicina.

En la actualidad se realizan estudios con la tendencia de caracterizar las
oleorresinas de numerosas variedades de géneros; sin embargo, las
condiciones de extraccion son un parametro critico pues se pueden perder

numerosos compuestos de alta volatilidad.
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2.1.5. Parametros en el proceso de produccion de la oleorresina de

capsicum

El tratamiento industrial al que es sometida la materia prima puede variar
y/lo puede saltarse algunos pasos, pero en general puede seguir el siguiente

esquema:

Figura 1. Diagrama cronoldgico del proceso de produccién de

oleorresina de capsicum

COSECHA [ LAVADO [ SECADO [—* MOLIENDA —* EXTRACCION

:

ANALISIS +— EVAPORACION
INSTRUMENTAL

Fuente: elaboracion propia.

2.1.5.1. Cosecha

Desde que el chile brota en la planta, se comienza a bio-sintetizar
capsaicinoides en la placenta, en muy bajas cantidades. A medida que el fruto
comienza a crecer y a madurar en la planta, la concentracion comienza a
incrementarse hasta llegar a un valor maximo (valor éptimo) después del cual la
cantidad de capsaicinoides comienza a decrecer como consecuencia de su
oxidacion con peréxido de hidrogeno, también presente en el fruto. Los

periodos de sequia y de lluvia influyen en el contenido de los principios activos.

Por ejemplo, el contenido de los alcaloides disminuye después de las

lluvias, y el de los aceites esenciales aumenta.
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2.1.5.2. Limpieza

Este paso es fundamental. Sus objetivos son:

e Remover materiales extrafios como: tierra, piedras, lodo, raices, hojas, y
demds materia organica que esta presente con el fruto;

e Asegurar que el chile a utilizar se encuentre en buen estado de maduracion,
es decir, remover aquéllos que presentan evidencias de dafio por plagas o

putrefaccion.

2.1.5.3. Procesamiento pos- cosecha

Tiene como objetivo la conservacion de las caracteristicas fisicas,
guimicas, organolépticas y farmacolégicas de la droga vegetal. Un
procesamiento pos-cosecha inadecuado da como resultado una materia prima
de baja calidad, con pérdida de principios activos, asi como un aumento de la
carga microbiana y una pésima presentacion comercial. La etapa mas

importante del procesamiento pos-cosecha es, sin duda, el secado.

2.1.5.4. Secado

El contenido de humedad en las plantas frescas o frutos varia de 60% a
80%. El proceso de secado reduce este contenido entre el 5% y 12%. El
secado interrumpe los procesos de degradacion causados por enzimas o0
fermentos, impide el desarrollo de microorganismos y las reacciones de

oxidacion y de hidrdlisis.
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Para operaciones de maceracion y extraccion solido-liquido de
materiales organicos se aconseja el secado, ya que éste rompe la pared
celular, facilitando el acceso al solvente en el interior de la estructura del sélido.
Por otro lado, el secado favorece un contacto mas efectivo entre el solvente y
el material organico, pues al romperse la pared celular se maximiza el area de

transferencia de masa que propicia un mejor fluido interfacial.

Sin embargo, como este proceso involucra calor, pueden presentarse
pérdidas de aceites esenciales y de sustancias volatiles, asi como el riesgo de
degradacion de las sustancias termolabiles. La manera cOmo va a ser realizado
el secado debe determinarse experimentalmente para cada droga vegetal. Un
secado lento puede causar alteraciones perjudiciales antes de que el proceso
se haya terminado, debido a la accion de las enzimas, los hongos y las
bacterias. Un proceso de secado muy rapido endurece la capa superficial de
las células e impide la evaporacion del agua que esta dentro del 6érgano, lo que
propicia la accion de enzimas en su interior, causa la volatizacion de los aceites
esenciales originando productos con una pésima presentacion comercial. Los
mejores resultados se obtienen utilizando secadores solares o secadores que

operan con aire caliente.

2.1.55. Almacenamiento

La conservacion de la materia prima vegetal por periodos prolongados de
tiempo depende de las condiciones de almacenamiento; las condiciones
apropiadas impiden que el producto tenga contacto con el sol, el polvo, los
roedores e insectos y otros factores de degradacion, impidiendo la pérdida de
los principios volatiles. El uso de sacos de plastico debe evitarse porque estos
no permiten la ventilaciéon necesaria. El lugar en donde se va a realizar el

almacenamiento debe ser limpio, sin incidencia de la luz solar directa.
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2.1.5.6. Molienda

Tiene como objetivo la disminucién del tamafio de las particulas de la
droga vegetal para adecuarla a la etapa siguiente del proceso de extraccién. La
extraccion de una droga entera o dividida en fragmentos gruesos seria
incompleta, debido a la pobre penetracion del solvente en el tejido vegetal, y
seria igualmente lenta, una vez que las membranas celulares actian como
verdaderas barreras que dificultan el proceso de extraccién. Pero, la division
excesiva, puede producir polvos finos, los cuales causaran problemas en el
transcurso de la extraccion. La molienda del material vegetal,
independientemente de su naturaleza y del tipo de molino usado, da como
resultado la produccion de una cierta cantidad de particulas muy finas, las
cuales deben ser separadas, por lo cual la operacion de molienda debe ser

seguida por el tamizaje del material obtenido.

La farmacopea brasilefia clasifica los polvos en:

Tablal. Clasificacién del tipo de polvo
Tipo de polvo Pasa en totalidad Maximo
: un 40% por tamiz
Grueso por el tamiz No. 10 No. 44
5 .
Moderadamente grueso por el tamiz No. 22 un 4Ol\/lo0pg:)tam|z
. : un 40% por el tamiz
Semi-fino por el tamiz No. 44 No.85
Fino por el tamiz No. 85 No aplica
Finisimo por el tamiz No. 120 No aplica

Fuente: SHARAPIN, Nikolai Fundamentos de tecnologia de productos fitoterapéuticos, p. 16.
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2.2. Procesos de extraccién soélido-liquido

2.2.1. Proceso de lixiviaciéon

La extracciébn de capsaicinoides para la obtencion de oleorresina de
capsicum (OC) es una extraccién de tipo solido—liquido. La literatura reporta
una gran variedad de técnicas de extraccion, desarrolladas a nivel laboratorio
para la obtencién de OC para distintos fines. Pese a que algunas metodologias
consiguen buenas recuperaciones, su implementacion industrial todavia esta
obstaculizada por los altos costos del equipo, la falta de tecnologia en la
industria y la escasa comprension del proceso que impide modelarlo y
controlarlo de manera Optima. La extraccion de capsaicinoides, tipicamente se
ha logrado a través de los métodos mas simples como la maceracion y
extraccion soxhlet, dado que las limitaciones tecnoldgicas actuales y la gran
complejidad de algunas técnicas novedosas siguen encareciendo su

implementacion en la industria.

La lixiviacion es utilizada para separar el soluto deseado o eliminar un
soluto indeseable de la fase sélida, ésta se pone en contacto con una fase
liquida. Ambas fases entran en intimo contacto y el soluto o solutos se difunden
desde el sdélido a la fase liquida, lo que permite una separacion de los
componentes originales del sdlido. La operacion unitaria se puede considerar
una extraccion, aunque el término también se refiere a la extraccion
liquido-liquido. Cuando la lixiviacion tiene por objeto eliminar con agua un

componente indeseable de un sélido, el proceso recibe el nombre de lavado.

Los materiales biolégicos tienen estructura celular y los constituyentes

solubles suelen estar dentro de las células.
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En ocasiones, la velocidad de lixiviacién es bastante baja, debido a que
las paredes celulares constituyen una resistencia adicional a la difusiébn. No
obstante, es practico moler los materiales biol6gicos a tamafio suficientemente
pequefio para exponer el contenido de las células individuales. Para lixiviar
productos con aplicacion farmacéutica o alimenticia de hojas, tallos y raices, el
secado del material, antes de la extraccion, ayuda a romper las paredes
celulares. De esta manera el disolvente ataca directamente al soluto. Las
células son de tamafio mas pequefio, pero sus paredes se rompen y el aceite

vegetal queda mas accesible a la accion del disolvente.

2.2.2. Maceracion

Consiste en la transferencia selectiva de uno o varios componentes de un
sélido hacia un liquido soluble. Este liquido se llama solvente, debe tener una
gran afinidad quimica con el componente que se desea extraer. Ademas es
deseable que su volatilidad sea moderada (punto de ebullicion entre 0 °C y
200 °C), y su toxicidad baja. En la maceracion la recuperacion aumenta con la
temperatura, debido a que la solubilidad de los sélidos es directamente
proporcional y sensible a esta variable. Es evidente que la maxima temperatura
operable en la maceracion es la de vaporizacién del solvente, pues un contacto
gas liquido resulta menos eficiente que uno liquido-liquido. Es por ello, que las

lixiviaciones se llevan a cabo a punto de burbuja.

2.2.3. Maceracién con reflujo

Es una modificacion de la técnica tradicional de maceracion en la que se
busca la recuperacion del solvente, por condensacion directa, y asi reducir los

costos de operacion. Esta técnica se lleva a cabo en punto de burbuja del

solvente.
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Al equipo de maceracion se le coloca un condensador en la parte
superior, el cual restaura el solvente que por calentamiento escapa en forma de

vapor.

2.2.4. Técnica de extraccion soxhlet

La extraccién es una de las operaciones basicas del laboratorio. Se
define como la accién de separar con un liquido una fraccién especifica de una
muestra, dejando el resto lo mas integro posible. Se pueden realizar desde los
tres estados de la materia, y se llaman de la siguiente manera: extraccion

solido—liquido; liquido—liquido y gas-liquido.

La extraccion solido-liquido es la mas utilizada con el equipo soxhlet.
Como ejemplo se pueden citar todas las obtenciones de principios activos de

los tejidos vegetales.

La extraccion liquido-liquido tiene usos especialmente en quimica analitica,
cuando se extrae el producto de una reaccion efectuada en fase liquida con un

solvente especifico para separar uno o algunos de los componentes.

Por ultimo la extraccion gas—liquido, que ordinariamente se llama ‘lavado de
gases’, es el burbujeo por una fase liquida de un gas que se quiere lavar o
purificar. El proceso de extraccion de la mayoria de las sustancias tiene muy
baja eficiencia, es decir, una vez que se agrega el solvente, lo que esta en
contacto intimo con lo extraible se satura enseguida, por lo que hay que filtrar y

volver a tratar con solvente fresco.
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Eso implica gran cantidad y mucha manipulacién del solvente aparte de
la atencion personalizada que la operacion requiere. Como muchas veces lo
gue se quiere recuperar es el extracto y no la muestra extraida, habra que

evaporar todo el solvente para recuperarlo.

Por otro lado, estas tareas se deben hacer en una campana espaciosa
dado que los solventes suelen utilizarse calientes, es decir, con una alta tension
de vapor. Lo que hace el extractor soxhlet es realizar un sinfin de extracciones
de manera automatica, con el mismo solvente que se evapora y condensa

llegando siempre de manera pura al material.

La extraccion soxhlet se fundamenta en las siguientes etapas:

e Colocacion del solvente en un balon;

e Ebullicion del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo;

e EIl condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso
con la muestra en su interior;

e Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que
se produce el reflujo que vuelve el solvente con el material extraido al
balon;

e Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces, para que la
muestra quede agotada. Lo extraido se va concentrando en el balon del

solvente.

2.2.4.1. Preparacion de la muestra

La operacion comienza por la preparacién de la muestra. Cada sistema
de trabajo tiene su manera de preparar la muestra. Con frecuencia debe ser
dividida en fragmentos de mayor o menor tamafio. Con esta muestra asi

alistada se carga el cartucho de extraccién.
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2.2.4.2. Cartuchos

Este cartucho consiste en un recipiente cilindrico con base semiesférica
para que apoye perfectamente en la base del equipo extractor y sea ademas,
mas resistente. Los materiales mas utilizados son el algodén prensado y la

porcelana porosa, asimismo la celulosa.

Los primeros son mas econOmicos, pero menos durables. Los de
porcelana, ademas se pueden lavar periodicamente con mezcla sulfocromica.
Los de algodon se van contaminando con el tiempo con los extractivos. En el
caso de sustancias que contienen taninos, como la madera y muchos otros
vegetales, van quedando marron rojizo. Es conveniente lavarlos con un
solvente de polaridad distinta con el que se mancharon. En el caso de
hidrocarburos agua o alcohol. Los cartuchos se llenan hasta la mitad o un poco
mas, y en lo posible, no es conveniente comprimir demasiado la muestra para
gue no se vea impedida la difusion. La cantidad de muestra lo condiciona el
tamafo del cartucho y éste el del extractor. ES por eso que existen varios
tamafos de soxhlet, y es conveniente antes de comenzar a trabajar definir cual

es la medida que se requiere.

2.2.4.3. Tapédn del cartucho

Una vez cargado el material que se puede hacer con la mano, en el caso
de hojas, tallos etc., o bien con un embudo o con una cuchara de cocina si esta
molido, se debe colocar un tapdn por si la muestra tiende a flotar e irse del
cartucho. El mas utilizado es el hecho con una torunda de algodén envuelta o
no en gasa. Dado que las paredes del cartucho suelen ser asperas hay que
conseguir que el tapdén llegue al fondo por medio de los dedos o de una

espatula.
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Es conveniente asegurarse que no estamos ingresando extractivos con el
algodon, por lo que se recomienda realizar el lavado previo de una provision del
mismo, asi ya se tiene para futuras necesidades. Aunque los algodones
actuales vienen lavados, no esta mal asegurarse de eliminar restos de aceites

gue pueda contener.

2.2.4.4. Colocacién del solvente

La cantidad de solvente debe ser la necesaria, para que al ascender al
cartucho y antes de que se haga la sifonada, no quede seco el balon inferior,
porque de esa manera, 0 se seca la muestra y se quema, o cuando caiga el
liquido de la sifonada sobre el vidrio recalentado se puede producir una
explosion de los vapores con el consiguiente riesgo de accidente. Si la cantidad
a agregar no esta estipulada en la norma, se carga el solvente desde arriba
lentamente, para que vaya cubriendo el cartucho y luego produzca el rechupe.
Esta es la cantidad minima. Pero, como durante la operacién hay pérdida del
solvente por evaporacion, y ademas debe quedar una cantidad minima en el
balon para que no se concentre el extracto demasiado, hay que agregar, por lo

menos, una cantidad semejante en exceso.

2.2.4.5. Solventes a utilizar

Si se sigue una norma o técnica, el solvente a utilizarse estara indicado.
Con frecuencia, particularmente en los laboratorios de investigacién, suelen
realizarse extracciones no normalizadas. Por eso es conveniente saber el rango
de estas sustancias que se pueden utilizar en el extractor soxhlet. Existe una
temperatura maxima y minima de ebullicion, en la que el equipo funciona
adecuadamente. En el extremo inferior se encuentra: el diclorometano (cloruro
de metilo) que se utiliza para la extraccion de grasas y resinas de manera

selectiva.
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Este solvente tiene un punto de ebullicion de 40 °C muy cercano a la
temperatura ambiente particularmente en los climas calidos. Con respecto al
extremo superior, hay que decir que, para la cantidad de energia limitada que
generan los calentadores eléctricos comunes, a medida que aumenta el punto
de ebullicion, disminuye significativamente el caudal de solvente que se

evapora y por ende la velocidad de extraccion.

Sin embargo, hay que hacer notar que ademas, del punto de ebullicion
es importante el calor latente de evaporacion. Asi se puede, por ejemplo,
trabajar con esencia de trementina con cierta facilidad, aunque se evapore a
145 °C, y no obstante las extracciones con agua se hacen demasiado lentas
casi al punto de que no sean factibles. En la tabla Il se expone una lista, no
exhaustiva, de los solventes comunes utilizados en las extracciones con

soxhlet.

Otra caracteristica importante, en cuanto al tipo de solventes es que los
de caracter no polar suelen tener alguna dificultad en sifonar, puesto que no
mojan el vidrio. Esto es frecuente con los derivados clorados como: el
diclorometano, el cloroformo y los hidrocarburos superiores al hexano. En los
casos en los que se utiliza mezcla de solventes, como en la extraccion de la
madera, es imprescindible trabajar con mezclas azeotrépicas, porque de otra
manera la extraccion seria heterogénea en cuanto a la composicion del

solvente.

24



Tabla ll. Solventes comunes utilizados en las extracciones soxhlet

Solvente Punto de ebullicion (°C)
Eter 35
Diclorometano 40
Eter de petroleo 35-50
Cloroformo 62
Metanol 65
Etanol - benceno 65
Hexano 69
Etanol - tolueno 73
Acetato de etilo 77
Etanol 78
Benceno 80

Fuente: elaboracion propia.

2.2.4.6. Calentamiento

Comunmente se utilizan calentadores eléctricos de los llamados mudltiples,
gue ademas poseen reodstatos para variar el tiempo en el que las resistencias
estdn encendidas. Con alguna frecuencia sucede que al comienzo de la
evaporacion el solvente se sobrecalienta y posteriormente produce una
evaporacion explosiva, que hace que gran cantidad de vapores lleguen al
refrigerante que no se da abasto en la condensacion. Inclusive puede darse,
gue si el equipo no esta bien sujeto en los dos lugares necesarios, es decir en
el balén y en el extractor, salte la parte superior y escapen vapores calientes del

solvente, circunstancia que puede ser peligrosa.

Si lo que se va a utilizar es el residuo sélido, se pueden colocar nucleos de

evaporaciéon en el balén, como trozos de porcelana porosa o piedra pémez.
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En el caso de tener que cuantificar el extracto, se conoce una sola forma
segura de evitar el sobrecalentamiento y es introduciendo un trozo de capilar de
teflon de manera que toque la pared del balén en dos partes diferentes.

2.2.4.7. Refrigeracion

Las conexiones se pueden realizar en serie o0 en paralelo. La conexion en
serie es mas practica, usa menos manguera y un solo desagie. Su Unica
limitacion es el aumento de la temperatura del agua de refrigeracion a medida
gue el mismo liquido pasa de un refrigerante al otro, y un defecto es que el
sistema queda como un todo y si se saca un equipo hay que acomodar las
mangueras de nuevo. En el sistema en paralelo o individual cada equipo tiene
su entrada y salida de agua independiente, por lo que se requeriran mas
desagiies, aunque se puede instalar un sistema de evacuacion con varias

salidas y un colector de efluentes.

El flujo de agua debe regularse para utilizar solamente lo necesario, dado
gue el consumo es muy alto, particularmente en el caso de que se use agua

potable.

2.2.4.8. Operacion de extraccion

Una vez que el equipo estd armado, abierta el agua del refrigerante,
cargado el cartucho con muestra e introducido el solvente, sélo resta encender
el calentador y comenzar la operacion. Llegada la temperatura a la de ebullicion
del solvente éste comienza a evaporarse Yy, luego de que calienten las paredes
del equipo, comienza a condensar en el refrigerante y a caer en forma de gotas
sobre el cartucho. La primera operacién es totalmente atipica y no debe
contabilizarse en el recuento que se hace para regular la velocidad de

extraccion, como suelen pedir las normas.
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A medida que el condensado va cayendo sobre el cartucho éste comienza
a escurrir por la parte inferior del mismo, llenando el recipiente de extraccion
hasta que llega al nivel de la bajada del sifon y rechupa, con todo el material
disuelto hacia el balén inferior. El tope del sifon esta por encima del cartucho
para asegurar que todas las veces el material a extraer quede embebido en el

solvente.

Una vez que el sistema esta en régimen, las sifonadas se producen a
intervalos regulares. Los tiempos comunes del sifonado estan entre 5 y 20
minutos, segun la potencia del calentador, el solvente, la temperatura externa,
etc. La cantidad de sifonadas estan estipuladas en la norma que se use, pero
hay oportunidades en las que se trabaja en sistemas sobre los que no se posee
informacion. Para eso, es interesante saber con alguna aproximacion el

comportamiento general de la extraccion.

Con ese fin se puede utilizar un equipo de extraccion que tiene adosado
un robinete en la parte inferior con el que se pueden extraer muestras sin tener
gue desarmar el equipo. En una curva general de extraccion, en funcion del
namero de sifonadas, se puede ver que las primeras son las que mas material
disuelven y que luego la curva se hace casi asintdtica. Este mecanismo de
extraccion es logico y normal, dado que al comienzo hay mucho material para
extraer y dentro de él hay fracciones de facil separacion, pero a medida que
avanza el proceso cada vez es mas dificil extraer la pequefia fraccidn

remanente, hasta que en las etapas finales no se extrae nada mas.

Como en todo este tipo de procesos es de suma importancia definir el
punto final que dependera del sistema conformado por el equipo, la muestra y
las condiciones de temperatura. Por eso es conveniente tener controlado este

aspecto de la extraccién cuando se trabaja con sistemas desconocidos.
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Hay que tener en cuenta que, con muchas repeticiones, una pequefia

solubilidad o degradacién puede concluir en errores considerables.

2.2.4.9. Culminacion de la operacién

Una vez que se ha dado por terminada la operacién de extraccion, es
conveniente esperar un cierto tiempo para que el sistema se enfrie hasta que
sea facil manipularlo. A continuacién, no hay que olvidarse de cerrar el agua de
refrigeracion para no realizar consumo innecesario. Después se desarma el
equipo y se extrae el cartucho que esta saturado de solvente y se coloca en un
sitio aireado 0 en la campana para que se seque la muestra. La extraccion de la
muestra del cartucho humedo puede ocasionar su deterioro. Si es necesario se
debera enjuagar el extractor para que quede listo para la proxima vez. Y con

esto se da por terminada la operacion de extraccion.

Figura2. Equipo de extraccion soxhlet

1]
iy Salida de agua
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Refrigecamte —>- '}I Ji
241:’ o Entada deagua
Solvente puro ﬁ
condensado % §
Tapon de f
algoden nH*
Essanchamients™ s Cartucho
Sién—»- ‘:; poroso
'3; | Ascenso de

Regreso del Tapores

A
solvemde +exiraido

Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/soxhlet.
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2.2.5. Velocidad de lixiviaciéon

En la lixiviacibn de materiales solubles del interior de una particula por
accion de un disolvente, el proceso general consiste en los siguientes pasos: el
disolvente se transfiere del volumen de solucion a la superficie del sélido.
Después, dicho disolvente penetra o se difunde en el sélido. El soluto se
disuelve en el disolvente. Entonces, el soluto se difunde a través de la mezcla
de sélido y disolvente hasta la superficie de la particula. Finalmente, el soluto

se transfiere a la solucion general.

Los numerosos fendmenos que se presentan en este proceso hacen poco
practico y casi imposible aplicar una teoria definida a la accién de lixiviacion. La
velocidad de transferencia del disolvente de la solucion general, hasta la
superficie del sélido es bastante rapida, y la velocidad hacia el interior del sélido
puede ser rapida o lenta. Sin embargo, en la mayoria de los casos éstas no son
las etapas que limitan la velocidad del proceso total de lixiviacion. La
transferencia de disolventes suelen ocurrir al principio, cuando las particulas se
ponen en contacto con el disolvente; aun asi, la disolucién del soluto en el
disolvente en el interior del sdélido puede ser un simple proceso fisico de
disolucion o una verdadera reaccion quimica que libera al soluto para la
disolucién. El conocimiento del proceso de disolucidén es bastante limitado y el

mecanismo puede ser diferente en cada caso.

La velocidad de difusion del soluto a través del sdélido, y la del disolvente,
hasta la superficie del solido suelen ser la resistencia que controla el proceso
global de lixiviacion y dependen de diversos factores. Si el sdlido esta
constituido por una estructura inerte porosa, con el soluto y el disolvente
localizados en los poros del sdlido, la difusion a través del sdélido poroso se

puede describir como una difusividad efectiva.
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Se requieren entonces, la fracciébn de espacios huecos y la sinuosidad,
para la difusion en sélidos porosos. En sustancias biolégicas o naturales hay
complejidades adicionales debido a la presencia de células.

2.3. Extraccion de oleorresina de capsicum

2.3.1. Consideraciones iniciales

Antes de iniciar el proceso extractivo se debe definir la selectividad del
solvente a utilizar en el proceso. Normalmente se utiliza un solvente de
naturaleza general, de alta polaridad, como el alcohol etilico o el metanol.
Inicialmente el solvente penetra en la célula vegetal y expele el aire contenido
en el citoplasma, dandose inicio de esta forma al proceso extractivo. La
penetracion del solvente en la célula induce un momento dipolar en las
moléculas de los compuestos que van a ser extraidos. Es de esta manera como
las sustancias extraibles se adhieren a las moléculas del solvente. La
capacidad de asociacion puede expresarse en términos de la constante
dieléctrica (¢). Cuanto mas polar sea un solvente, mayor sera su respectiva

constante dieléctrica.

Compuestos ionizables y/o altamente polares se disuelven en solventes
de elevada constante dieléctrica; al igual que compuestos apolares se
disolveran en solventes de baja constante dieléctrica. La capacidad de una
mezcla de solventes de inducir un momento dipolar puede ser calculada. La
constante dieléctrica del sistema depende de la constante de cada uno de ellos

y de su respectivo porcentaje en la mezcla.
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La constante dieléctrica se puede calcular por medio de la ecuacion 1:

@A * %A + @B * %B + - on x %n

100 Ecuacion 1

@ del sistema =

El agua utlizada en los procesos extractivos no necesita  ser
desmineralizada o destilada, puesto que la materia prima vegetal contiene
sustancias minerales en diferentes concentraciones. Durante el proceso

extractivo se dan dos fendmenos al mismo tiempo:

e La lixiviacion de las sustancias solubles de células dafiadas o rotas;
e La disolucion y difusion de las sustancias solubles de células sin dafio

estructural.

Mientras la lixiviacion de las sustancias de las células dafiadas es rapida,
la difusion de las sustancias a través de la membrana de células no dafiadas es
lenta y requiere una serie de pasos o etapas consecutivas para lograr aumentar

su permeabilidad de la membrana. El proceso extractivo comprende 3 etapas:

e La penetracion del solvente a la célula
e La disolucion de las sustancias o compuestos extraibles

e La difusion o salida de la solucién rica en componentes de la célula vegetal

2.3.2. Factores del proceso extractivo

Los factores que afectan el proceso extractivo de la oleorresina de

capsicum son:

e El estado de division de la especie vegetal
e La agitacion
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e Latemperatura
e La naturaleza del solvente

e El tiempo de extraccion

2.3.2.1. Estado de division de la especie vegetal

La eficacia del proceso extractivo seria mayor, cuanto menor sea el
tamafio de las particulas, ya que se logra una mayor area superficial de
contacto materia vegetal-solvente. Pero, la practica muestra que al estar
trabajando con finos se da una compactacion del material vegetal con lo cual se
forman falsas vias en proceso de percolacién, con lo que, en procesos de
maceracion, las particulas pasan al extracto, teniendo que hacer un proceso de
filtrado para su separacion. Por tanto, se recomienda la utilizaciéon de polvos

moderadamente gruesos para la gran mayoria de materiales vegetales.

2.3.2.2. Agitacion

Parte fundamental en el proceso extractivo, ya que es funcién del
equilibrio de saturacion del solvente. EI movimiento del liquido, con ayuda de
agitadores magnéticos, hace que se produzca una recirculacion del solvente,
con lo cual el equilibrio se desplaza en el sentido de la saturacion del solvente,

esto conlleva al aumento de la eficiencia del proceso extractivo.
2.3.2.3. Temperatura
El aumento de temperatura facilita la disolucion de sustancias extraibles,
de la misma manera que la agitacion, la temperatura contribuye al
desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion, y por consiguiente

aumenta la eficiencia del proceso.
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A pesar de esta contribucion muchos compuestos o0 principios activos
tienden a ser destruidos total o parcialmente por temperaturas elevadas. El
aumento de temperatura también puede incidir en la disminucion o pérdida de

las sustancias volatiles, como los aceites esenciales.

2.3.2.4. Naturaleza del solvente

Entre los solventes generales, los mas empleados son los alcoholes
alifaticos de hasta 3 carbonos o mezclas de éstos con el agua. La utilizacion de
estos solventes se debe a que logran extraer la gran mayoria de las sustancias
naturales de interés en la especie vegetal, tales como alcaloides,
capsaicinoides entre otros. Debido a su poder extractivo, estos solventes son
los indicados para los casos en que los constituyentes activos de las especies
vegetales no son bien conocidos, siendo necesario agotar completamente la

especie.

La decision sobre qué solvente de extraccion utilizar esta basado sobre

varios parametros entre los que se encuentran:

e Su afinidad por el soluto
e Constantes dieléctricas
e Facilidad en su obtencion y recuperacion

e Grado de toxicidad

Entre los solventes comunmente utilizados se encuentran: el hexano y el

alcohol etilico.
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2.3.2.5. Tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion se determina experimentalmente en funcion del
solvente y del equipo de extraccion a utilizar. Esta variable es dependiente de
todos los parametros antes mencionados. El tiempo de extraccién debe ser
suficiente para agotar completamente el material vegetal, aunque se debe
prestar atencibn en que no sea excesivo, esto se podria lograr manteniendo
una densidad constante en los extractos o encontrando una tendencia, por
ejemplo, con el indice de refraccion, esto indicaria el tiempo necesario para que
la difusion cese. Prolongar el tiempo de extraccion, no influye en el proceso
negativamente, pero si influye en los costos del consumo de energia y de mano
de obra no necesaria, |0 que podria propiciar un encarecimiento del proceso

extractivo.
2.3.3. Procesos extractivos
En los procesos de extraccion la variacion se da por factores, tales como:
la naturaleza y calidad de la materia prima, naturaleza del solvente. Los
procesos extractivos sobre material vegetal se dividen en dos:
e Procesos que dan como resultado un equilibrio de la concentracion entre el
soluto y el residuo;

e Procesos que agotan completamente el material vegetal.

Entre los procesos que agotan completamente la droga se pueden

mencionar: la percolacion, la repercolacion y la extraccién en contracorriente.
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2.4. Equilibrio binario liqguido-vapor

Los capsaicinoides son compuestos predominantemente no polares, al
contener una cadena larga alifatica y un anillo bencénico en su estructura. No
obstante, la presencia de grupos polares como lo son un amino, un carboxilo,
un hidroxilo y un éster, le quitan a los capsaicinoides el caracter de
“extremadamente no polar”, convirtiéndolos en moléculas con caracteristicas de
solubilidad interesantes. Por ejemplo, los capsaicinoides son practicamente
insolubles en agua, pero bastante solubles en solventes organicos de
relativamente baja volatilidad como los alcoholes y alcanos de alto peso

molecular, ésteres, y muchos otros compuestos.

Como regla general puede decirse que un buen solvente de extraccion
de capsaicinoides sera aquel que posea los mismos grupos funcionales que
estos, y ademas tenga una polaridad similar, es decir, el mismo balance entre
grupos polares y no polares en su estructura. Para extraccion de capsaicinoides
a presion atmosférica, la literatura sugiere que los solventes Optimos para la
extraccion de capsaicinoides son:. etanol puro, acetona, acetonitrilo, segun
varios autores; sin embargo, algunos sugieren el uso de mezclas de varios

solventes y/o disoluciones acuosas.

Uno de los motivos para experimentar con mezclas etanol-agua, es que
el costo del solvente se reduciria de manera importante, ademas que se
manejaria una oleorresina con un grado de inflamabilidad y toxicidad bastante

inferior.
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Figura 3.  Diagrama de equilibrio liguido—vapor para el sistema binario

alcohol etilico — agua en funcién de la fraccién molar a

640 mmHg
EVL (xi,yi) alcohol etilico - agua a 640 mmHg
1
= 0.9
Z 038
[=]
§ 0.7
3 06 —|
g 0.5 — |
3 04 P
E s L
§ 03 / Lineade equilibrio |
§ 02 / Lineade Operacion ]
01 ‘ ‘
0
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Fraccion molar en el liquido (xi)
Fuente: elaboracion propia.
Figura 4. Diagrama de equilibrio liguido—vapor para el sistema binario
alcohol etilico — agua a 640 mmHg
EVLT vrs (xi,yi) alcohol etilico - agua a 640 mmHg
100.00
95.00
:G 90.00 —— Lineade burbuja ——
g \ \ — Lineade rocio
B 85.00
3 \
§ 80.00 N ‘\
\
—
75.00
70.00
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Fraccion molar de alcohol etilico (xi,yi)

Fuente: elaboracién propia.

36



2.5. Cromatografia como técnica de analisis

2.5.1. Definicién

La cromatografia es un método fisico que permite la separacion de
mezclas de sustancias en sus componentes individuales. Esta técnica permite,
igualmente, obtener informacién cualitativa y cuantitativa sobre las sustancias
presentes en la mezcla. La técnica cromatografica aumenta la eficiencia en el
analisis de productos fitoterapéuticos, ya que éstos son definidos como
fitocomplejos por el hecho de estar constituidos por una gran cantidad de

sustancias individuales, algunas de ellas asociadas entre si y otras no.

Para seleccionar la mejor técnica cromatogréafica para el analisis de una
determinada planta, es necesario evaluar los limites de deteccidon, la
complejidad de los extractos, y la estructura quimica de las sustancias que van

a ser analizadas.

2.5.2. Clasificacion

Existen varias clases de cromatografia entre las cuales, las mas
importantes son: la de adsorcion, la de reparto, de intercambio iénico y la
filtracion molecular. Los diferentes tipos de cromatografia pueden ser utilizados
a través de diversas técnicas, siendo las principales: la cromatografia en papel,
la cromatografia en capa fina, la cromatografia de gases (CG), la cromatografia

en columna y la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Sus caracteristicas principales se resumen en la tabla Ill.
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Tabla Ill.

Clasificacion de los tipos de cromatografia

., Intercambio Filtracion
Adsorcion Reparto S
idnico molecular
Fase . _— . L
i . sélida liquida sélida soélida
estacionaria
L l[iquida o l[iquida o l[iguida o _
Fase movil 9 9 . liquida
gaseosa (CG) gaseosa gaseosa
) . ., . intercambio rado de
La velocidad interaccion solubilidad . 9 !
de la molecular diferencial del de iones entre | inclusion en
: . la solucién y los poros
migracion entre el soluto | soluto entre
varia el solvente las fases la fase de la fase
y estacionaria | estacionaria
Propiedad . . o, tamafno
. . olaridad solubilidad ionizacion
diferenciadora P molecular

Fuente: MACHADO, Leandro Fundamentos de tecnologia de productos fitoterapéuticos, p. 160.

2.5.3. Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina consiste en

la separacion de los

componentes de una mezcla a través de la migracion diferencial, sobre una
capa fina de adsorbente, retenida sobre una superficie plana. En esta técnica,
una solucion de la muestra, que va a ser analizada, se aplica por medio de un
tubo capilar sobre la superficie de un adsorbente inerte (silica, alimina, etc.)
distribuido uniformemente sobre una placa de vidrio o de aluminio. La placa se
coloca verticalmente dentro de una cdmara previamente saturada con el vapor
del efluente adecuado, de tal forma, que la parte inferior de la placa que
contiene la muestra entre en contacto con la fase movil. El efluente va a migrar
por capilaridad en la placa cromatografica, separando por migracion diferencial

los diversos componentes de la mezcla a ser estudiada.
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Después de que ha ocurrido se evapora el efluente y la placa se analiza
utilizando luz UV o luz visible, o aplicando reactivos que dan como resultado
reacciones de coloracion con las sustancias contenidas en la mezcla analizada.
El factor de retencion (Rf) es la medida de la migracién de una sustancia

determinada en un solvente dado.

Distancia recorrida por la sustancia

=— . . Ecuacién 2
Distancia recorrida por el solvente

Los siguientes factores causan variaciones en el valor del Rf, no
permitiendo que sea un valor absoluto: las variaciones de temperatura del
medio ambiente, el grado de pureza de los solventes utilizados y las variaciones
de homogeneidad de las diferentes placas de capa fina. Debido a estos
factores, el uso de una substancia de referencia para garantizar la
identificacion, es muy importante, principalmente cuando se trata de extractos

de plantas.

Las ventajas del uso de la cromatografia en capa fina pueden ser

resumidas de la siguiente manera:

e Se necesita equipo simple y de bajo costo

e Esfacil su comprension y ejecucion

e Rapidez, reproducibilidad y versatilidad en el analisis

e Utilizacién de una pequefia cantidad de solvente y de la muestra a ser
analizada

e Posibilidad de analizar varias muestras en una sola placa cromatografica
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2.5.4. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

El sistema de cromatografia liquida de alta eficiencia es una técnica
cromatografica que permite trabajar con diferentes modalidades de
cromatografia: adsorcion, reparto, intercambio iénico y filtracibn molecular. Para
realizar esto, sb6lo es necesario cambiar el tipo de fase estacionaria y la
utilizacién de eluentes adecuados.

Las principales ventajas son las siguientes:

o Capacidad de separacion bastante elevada

o Separaciones a temperatura ambiente

o No estad limitada a la volatilidad o a la estabilidad térmica de las
sustancias

o Rapidez y reproducibilidad de los andlisis

o Las muestras no son destruidas por el detector y pueden ser recogidas y

utilizadas puras (separaciones en escala preparativa)

El andlisis cuantitativo se realiza, normalmente, a través de la técnica de
calibracion con patron externo. Se preparan como minimo tres soluciones de un
patron de la sustancia que va a ser analizada, con una concentracion conocida
y cada una de ellas se inyecta por triplicado en el cromatografo. Se elabora una
curva de calibracion con los valores medios de tres determinaciones del area o
altura del pico, versus concentracion. Una vez construida esta curva, la o las
sustancias se pueden cuantificar a través de su inyeccién en el sistema la
lectura del area de la sefial correspondiente. Interpolando el valor en la curva de
calibracion se obtiene la cuantificacién de la sustancia en el fitocomplejo, con

alto grado de exactitud y reproducibilidad.
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Las separaciones por cromatografia liquida de alta eficiencia son
realizadas, normalmente, a temperatura ambiente. Incluso sustancias
termolabiles van a pasar por el sistema cromatografico, sin que ocurra
degradacion, por lo cual, es bastante recomendable el uso de productos
fitoterapéuticos. El proceso puede ser automatizado, lo que permite una mejor
reproducibilidad de los resultados y aun mas, que los andlisis puedan ser
realizados en las horas de la noche, tiempo durante el cual el equipo esta

desocupado.

2.5.5. Cromatografia en fase gaseosa

Es una técnica que permite la separacion de sustancias volatizables. La
separacion tiene como base la distribucion diferencial de las sustancias entre
una fase estacionaria (sélida o liquida) y una fase mévil (gaseosa). La muestra
es introducida en una columna que contiene la fase estacionaria, a través del
sistema de inyeccion. Temperaturas apropiadas en el sitio de la inyeccion y en
la columna, posibilitan la volatizacion de los componentes de la muestra, los
cuales, de acuerdo con sus propiedades y las de la fase estacionaria, son
retenidos por tiempos variables y llegan al final de la columna en tiempos
diferentes. Un detector adecuado, a la salida de la columna, permite la

deteccion y la cuantificacion de las sustancias.

La cromatografia en fase gaseosa es una técnica de analisis que ofrece
resoluciones excelentes, con sensibilidad del orden de miligramos a
picogramos. Los resultados son cuantitativos y se obtienen en un espacio de

tiempo relativamente corto.
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Las desventajas son: los componentes de las muestras deben ser
estables a la temperatura de operacion, las muestras tienen que ser volatiles;
es necesario hacer un tratamiento preliminar de las muestras, o que convierte
el proceso en dificil y complejo, ademas de que su eficacia no es muy alta,
como técnica para las identificaciones cualitativas. La identificacion de las

sustancias presentes en la muestra necesita de técnicas auxiliares.

2.5.6. Cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria

de masas

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la
cualidad de conseguir la separaciéon de mezclas muy complejas. Pero una vez
separados, detectados, e incluso cuantificados todos los componentes
individuales de una muestra problema, el Unico dato de que disponemos para la
identificacion de cada uno de ellos es el tiempo de retencidon de los
correspondientes picos cromatograficos. Este dato no es suficiente para una
identificacion inequivoca, sobre todo cuando analizamos muestras con un
numero elevado de componentes, como es frecuente en cromatografia de

gases capilar.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar, de manera
casi inequivoca, cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de
identificar los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente
sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por
superposicion de los espectros particulares de cada componente. Por lo tanto,
la asociacibn de las dos técnicas, GC (Cromatografia gaseosa) y MS
(Espectrometria de masas) da lugar a una técnica combinada GC-MS que

permite la separacion e identificacion de mezclas complejas.
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La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro
de masas requiere sistemas especiales de conexién. En principio, se trata de
dos técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefa
cantidad de muestra para su analisis, por lo que son muy compatibles. El Unico
obstaculo serio a la hora de realizar su acoplamiento es que el efluente que
emerge de la columna cromatografica sale a presion atmosférica y debe
introducirse en el interior del espectrometro de masas que trabaja a alto vacio.
Actualmente, el acoplamiento directo resulta facil cuando se utiliza la

cromatografia de gases capilar, que es el caso mas habitual.

Una mezcla de compuestos inyectada en el cromatografo de gases se
separa en la columna cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro
de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas. La
necesidad de caracterizar los componentes quimicos presentes en extractos
vegetales esta relacionada en muchos aspectos, bien sea para el desarrollo de
productos, para la deteccidn de adulteraciones (fraudes), para la determinacion
de vida util del producto almacenado o para la obtencién de “finger print”, perfil

cromatografico caracteristico para la determinacion de ciertas especies.

Un gran numero de problemas relacionados con la identificacion de los
compuestos organicos presentes en mezclas complejas fueron solucionados
después de la introduccion de esta técnica de analisis, técnica que tiene la
ventaja de que, una vez separados los constituyentes, los identifica por simple
comparacion de sus datos espectrales, relacionandolos con una referencia
obtenida de una base de espectros, lo que conlleva a la obtencion de resultados

confiables y rapidos.
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2.6. Andlisis de los niveles de calidad de las oleorresinas

La demanda de investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias estan
orientadas a disefiar procesos con el proposito de lograr productos de la méas
alta calidad desde el punto de vista alimenticio, comercial y tecnoldgico. El
indice de refraccion y la densidad dependen del solvente utlizado en la
extraccion y estan relacionados con el contenido de semilla que existe en la
materia prima. En oleorresinas comerciales, nos indica la proporcién de aceite

utilizado en la dilucién del extracto.

Entre los compuestos activos mas importantes que se encuentran en las
oleorresinas de Capsicum esta la capsaicina y la dihidrocapsaicina; sin
embargo, una gran variedad de carotenoides y otros capsaicinoides estan
presentes. Entre los principales métodos de analisis de la oleorresina se tiene la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), la cromatografia en capa fina y
la cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria de masas. Con
respecto de la medicién de la pungencia o picor de la oleorresina se utiliza la

escala Scoville.

2.7. Chile

El chile (Capsicum spp.), siendo originario de América, ha sido utilizado
desde hace mas de 20 siglos, por la gran mayoria de culturas prehispanicas
(Olmecas, Aztecas, Mayas, Incas etc.), que han habitado este continente, las
cuales conociendo de las propiedades que dicha planta presenta, la han
utilizado de diversas formas, desde el uso culinario (en el sazonamiento de

comidas), hasta el empleo en la medicina tradicional.
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El término "capsicum" es el nombre del género que comprende veinte
especies y unas 300 variedades diferentes de vegetales que producen las
vainas carnosas. Botanicamente, forma parte de la familia solanacea, que
también nos da los tomates y el tabaco. Las tres especies mas importantes son:
capsicum annuum, capsicum frutescens y capsicum fastigiatum. El género
capsicum, cuyo fruto llamado en diversos paises aji, chile (chilli), pimiento,
guindilla, morrd; se consume en diferentes preparaciones y se emplea como

base para colorantes en alimentos y cosméticos.

Las especies de capsicum son, casi sin excepcion, plurianuales. La
planta, de tallo lefioso, forma normalmente un arbusto de hasta 1.5 m de altura;
algunas variedades alcanzan tamafnos superiores. Las flores son blancas o
verdosas en la mayoria de las variedades, salvo en el C. pubescens, en que

tienen un color violaceo.

El fruto técnicamente es una baya, ésta varia en coloracién y tamafio de
acuerdo a la variedad; puede ser cubico, conico o esférico. De interior hueco,
estad dividido en dos o cuatro costillas verticales interiores que portan las
semillas, de color amarillo palido salvo en C. pubescens, que las presenta
negras. Sin embargo, la mayor cantidad de semillas se aloja en la parte
superior, junto al tallo. La carnosidad del pimiento también varia segun la
especie. Cuando el fruto madura sus colores abarcan, segun la especie, desde
el blanco y el amarillo hasta el morado intenso, pasando por el naranja, el rojo
brillante y el lavanda; el color verde es sefial de inmadurez, aunque muchas

especies se consumen también de ese modo.
El chile es el fruto de la planta del mismo nombre. Pertenece al reino

Plantae, division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Solanales, familia

Solanaceae, género Capsicum, especie annuum, variedad Annuum.
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El chile contiene: agua, carbohidratos, lipidos, proteinas, sodio, calcio,
hierro, potasio, fosforo, &cido ascérbico, retinol (vit. A), tiamina (vit. B1),
riboflavina (vit. B2), &cido folico (vit. B3). Esta especie vegetal tiene altos indices
de demanda, debido a sus propiedades de sabor acre-pungente y su capacidad

de coloracion.

La forma de propagacion es mediante semillas que se mantienen viables
hasta por tres afios, si se conservan en un ambiente adecuado. El fruto es una
baya con varias celdas, las cuales estan ligeramente unidas entre si, pues los
tabiques que las separan no estan interconectados. El género capsicum esta
muy distribuido a nivel mundial y se encuentra en gran diversidad de formas,
tamanos, colores y niveles de picor o pungencia. Estan compuestos en un gran
porcentaje por agua, en promedio un 74,3%. El contenido de proteina es de
2,3%, y el de carbohidratos de 15,8%; otros de los componentes son vitaminas

y minerales.

2.8. Chile blanco (Capsicum annuum var. Annuum)

Se localiza Unicamente en algunas localidades del Norte y Costa Sur de
Guatemala. Es un cultivo de importancia econOmica en regiones calidas,
hamedas y secas del pais. Los frutos maduros se deshidratan y se consumen

directamente en esa forma, o bien se muelen para convertirlo en polvo.

Entre sus caracteristicas propias esta el habito erecto; pubescencia de
los tallos y nudos es abundante o esparcida; tallos de color verde y nudos
purpura o verde; pedicelo pendiente, intermedio o erecto; caliz intermedio o
dentado; corola blanca, verdosa o blanco verdosa; anteras azules, azul palido o
purpura, filamento blanco a azul; ausencia de constriccion anular en la union del

céliz y el pedicelo; frutos en posicion erecta intermedia o pendiente.

46


http://es.wikipedia.org/wiki/Baya
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Carbohidrato
http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina

Cuando son inmaduros son de color amarillo blanquecino, estado en el
gue son consumidos. Tiene forma elongada, base obtusa o aguda &apice
punteado y no presenta cuello en la base, periferia intermedia, ligeramente
corrugada o muy corrugada, pungente; semillas pajizas. Las dimensiones de los
frutos son: largo 8,48 cm en promedio y un rango de 7,0 a 9,96 cm; ancho 1,69

rango 1,1-1,85 cm; grosor de pericarpio 1,23 mm, rango 0,5 a 1,80 mm.

2.8.1. Clasificacion cientifica

Esta especie vegetal pertenece al reino Plantae, division Magnoliophyta,
clase Magnoliopsida, subclase Asteridae, orden Solanales, Familia Solanaceae,

género Capsicum, especie C. annuum.

Figura5. Chile Blanco (Capsicum annuum A.), proveniente de Santa
Catalina La Tinta (100 msnm) departamento de Alta Verapaz

Fuente: elaboracién propia.
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2.8.2. Composicion quimica

La composicién quimica de las especies de capsicum incluye un aceite
basico, capsaicinoides, aceite volatil y pigmentos de carotenoides, en su
mayoria capsantinas. Ademas, de la capsaicina, el sabor acre se debe en su
mayoria a su aceite esencial. El aroma del chile es debido al rango de alquil-
metoxipirazinas. Entre otros compuestos comunes, también se encuentran:
agua, carbohidratos, proteinas, grasas, fibra, vitamina A, Bl (tiamina), B2
(rivoflavina), B6, B12, vitamina C, calcio, azufre, fosforo, hierro, magnesio,

niacina, potasio, sodio y yodo.

2.8.3. Anatomiay caracteristicas del chile capsicum

El chile capsicum esta compuesto por 4 partes principales que son: el
pericarpio, la placenta, las semillas y el tallo. El pericarpio es la capa o pared
del fruto que forma aproximadamente el 38% del chile, en él se identifican 3
subcapas: el exocarpio que es la capa mas externa, delgada y pobremente
endurecida, el mesocarpio es una capa intermedia de tipo carnosa y el
endocarpio que representa la capa interior del fruto con una consistencia poco
lefiosa. Aproximadamente, la placenta comprende el 2% del chile, 56% de
semillas y un 4% de tallos. La propiedad que separa a la familia capsicum de
otros grupos vegetales, y que es la quinta esencia del pimiento chile, es un
alcaloide denominado capsaicina, una sustancia cristalina excepcionalmente

potente y acre, que no existe en ninguna otra planta.

La capsaicina es la fuente de la acritud y el calor en el pimiento
capsicum. Los pigmentos o carotenoides son compuestos que regulan
directamente el color en los frutos capsicum. Los carotenoides exclusivos del

género capsicum son capsantin, capsoburin y capsantin 5,6 epoxido.
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Los carotenoides son los responsables del color tan atractivo de los
frutos, cuando son ingeridos, ejercen una accidon biolégica importante como

antioxidante y refuerzan el sistema inmunolégico.

2.8.4. Capsaicinoides

El ingrediente activo potente, considerado inicialmente como una sola
sustancia, "capsaicina", demostr6 muy pronto ser una mezcla de dos
homélogos insaturados y tres saturados. Esta mezcla se llama ahora:
capsaicinoides. Los componentes acres de capsicum annuum incluyen por lo
menos cinco compuestos, conocidos como capsaicinoides:

Capsaicina (trans-8-metil-N-Vanillil-6-nonenamida), dihidrocapsaicina (8-metil-
N-Vanillil-nomamida), nordihidrocapsaicina (7-metil-N-Vanillil-octamida),
homodihidrocapsaicina (9-metil-N-vanillil-decamida), homocapsaicina (trans-9-

metil-N-vanillil-7-decenamida).

Los capsaicinoides son producidos por glandulas en la placenta del
pimiento, que se encuentran en la parte superior de la separacion,
inmediatamente por debajo del tallo. A parte de los seis capsaicinoides
naturales, un miembro sintético de la familia de los capsaicinoides existe.
Vanilllamida de acido nonanoico (VNA) es usado como substancia de

referencia para determinar la pungencia relativa de los capsaicinoides.
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Tabla IV. Clasificacion de capsaicinoides presentes en el capsicum
annuum
Contenido | Unidades
Nombre del Abre- . o
S ) tipico de calor Estructura quimica
capsaicinoide viatura ] ]
relativo Scoville
HO. .
1w
Capsaicina C 69 % 16 000 000 | ~p~ " /-"-\T"*-\ RN
NO.‘__//*%
Dihidrocapsaicina DHC 22% 15000000 | o7 7 Ty T
0
HO_
L
Nordihidrocapsaicina NDHC 7% 9100000 | “o” ~F TS ”‘1
o)
Homo- NI P
. o HDHC 1% 8 600 000 07 T N2 NN W NN
dihidrocapsaicina !
HO._~
A /'31\ z NN
Homocapsaicina HC 1% 8 600 000 0" NNV 7
0
HO
b Hoon s
Nonivamida PAVA 07 XTNETNE N W
0
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2.8.4.1. Capsaicina

La capsaicina (trans-8-metil-N-Vanillil-6-nonenamida) con una férmula
molecular condensada CjgHisNOs;, es un compuesto incoloro, cristalino,
amargo, presente en el pimiento capsicum (previamente conocido como

capsicina).

Tiene un peso molecular de 305,46, un punto de fusion de 65°C, un
punto de ebullicion de 81°C, presion de vapor de 40 y densidad de vapor de
1,59 (aire = 1). Los limites en contenido de capsaicina en el pericarpio de un
pimiento capsicum normal, son de alrededor de 0,17% a 0,58%, y en la vaina
interior del 6,6 al 7,7%; el color se concentra mayormente en el pericarpio. Las
semillas de chile contienen 19% de aceite con un contenido de capsaicina del
0,024%. El porcentaje de capsaicina en la planta de pimiento depende de la

especie, del origen geogréfico y de las condiciones climaticas.

La capsaicina es producida por glandulas que se encuentran en el punto
de unién de la placenta y la pared de la vaina. La capsaicina se extiende
disparejamente a través del interior de la vaina y se concentra mayormente en
el tejido placentario. Las semillas no son fuentes de calor como se cree

cominmente.

Figura6. Molécula de capsaicina
HO. 2
“/\/ N \)\
o = U#Nhﬂf%wfﬂmf’“ﬁh :
(8]

Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Capsaicin.
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Figura7. Molécula de capsaicina en 3D

Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Capsaicin.
2.8.4.2. Dihidrocapsaicina

La dihidrocapsaicina (8-metil-N-Vanillii-nomamida) con férmula molecular
condensada CigH29NO3, con un peso molecular de 307,49 g/mol, apariencia
blanca sdlida, es un capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se
encuentra en los chiles capsicum. Como la capsaicina, ésta también es irritante.
La dihidrocapsaicina es aproximadamente el 22% del total de la mezcla de
capsaicinoides y tiene una pungencia muy parecida a la propia capsaicina. La
dihidrocapsaicina pura es un compuesto lipofilico, sin olor, ni color, de
consistencia cristalina, esta es soluble en dimetil sulféxido y 100% en alcohol

etilico.

Figura8. Molécula de dihidrocapsaicina
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O

Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Dihydrocapsaicin.
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2.8.4.3. Nordihidrocapsaicina

La nordihidrocapsaicina (7-metil-N-Vanillil-octamida) con férmula
molecular condensada C;7H27NOs3, con un peso molecular de 293,41 g/mol, es
un capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se encuentra en los
chiles capsicum. Al igual que la capsaicina, también es irritante. La
nordihidrocapsaicina es aproximadamente el 7% del total de la mezcla de

capsaicinoides y tiene la mitad de pungencia de la capsaicina.

La nordihidrocapsaicina pura es un compuesto lipofilico, sin olor, ni color,
de consistencia cristalina. En la escala Scoville cuenta con 9 100 000 SHU

(unidades de calor) significativamente mayor que el spray de chile.

Figura9. Molécula de nordihidrocapsaicina

Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Nordihydrocapsaicin.

2.8.4.4. Homodihidrocapsaicina

La homodihidrocapsaicina (9-metil-N-vanillii-decamida) con formula
molecular condensada C;9H3;NO3, con un peso molecular de 321,46 g/mol, es
un capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se encuentra en los
chiles capsicum. Como la capsaicina, ésta también es irritante. La
homodihidrocapsaicina es aproximadamente el 1% del total de la mezcla de

capsaicinoides y tiene la mitad de pungencia de la capsaicina.
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La homodihidrocapsaicina pura es un compuesto lipofilico, sin olor, ni
color, de consistencia cristalina. Esta produce una quemadura e insensibilidad
en la garganta y es una de las mas prolongadas y dificil de eliminar su efecto.
En la escala Scoville cuenta con 8 600 000 SHU (unidades de calor).

Figura10. Molécula de homodihidrocapsaicina
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Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Homodihydrocapsaicin.

2.8.4.5. Homocapsaicina

La homocapsaicina (trans-9-metil-N-vanillil-7-decenamida) con formula
molecular condensada CigH29NO3, con un peso molecular de 319,43 g/mol, es
un capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se encuentra en los
chiles capsicum. Como la capsaicina, ésta también es irritante. La
homocapsaicina es aproximadamente el 1% del total de la mezcla de
capsaicinoides y tiene la mitad de pungencia de la capsaicina. La
homocapsaicina pura es un compuesto lipofilico, sin olor, ni color, de
consistencia cristalina. En la escala Scoville cuenta con 8 600 000 SHU. (Véase

figura 11).
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Figurall. Molécula de homocapsaicina
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Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Homocapsaicin.
2.8.5. Medidas de pungencia

La pungencia o cualidad de picante de la mayoria de las especies de
chiles se debe a un alcaloide. La capsaicina es una sustancia alcalina y
aceitosa, no soluble en agua, que solamente esta presente en la placenta de
los frutos. Esto explica por qué enjuagarse la boca con agua no elimina el
picante. La herencia de la pungencia se debe a un gen dominante simple,
sujeto a modificadores del gen mayor y a condiciones ambientales: mas
iluminacion, mas altitud o menor tensién de CO, menor fertilidad, mayor estrés

hidrico igual mayor pungencia.

La pungencia se mide en grados o unidades Scoville (Wilbur Scoville
invento la técnica), que indica cuanto debe diluirse una muestra para dejar de
percibir el gusto picante. Dado que las unidades Scoville tienen una base
organoléptica y varian entre catadores, se usa con mas precision la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Una de las razones por las que
los humanos y animales carnivoros perciben el picante, es porque la saliva es
levemente alcalina, pH 7,2. Cuando la capsaicina entra en contacto con la
lengua o la mucosa bucal, envia sefiales de dolor al cerebro, que a su vez,

libera endorfinas que causan una leve euforia.
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Se debe recordar que las endorfinas son opiaceos naturales, con efecto
similar a los derivados del opio de las amapolas. Cada nuevo estimulo al
cerebro lo obliga a liberar mas endorfinas para aliviar la picazon. De modo que

cuanto mas picante se ingiere, mejor se siente el organismo.

2.85.1. Escala Scoville

Es una medida del hotness o correctamente la pungencia de un chile
capsicum. Esta escala fue nombrada por Wilbur Scoville, quien desarrollo el
examen organoléptico Scoville en 1912. Este consiste en una solucion con
extracto del chile, que es diluida en agua azucarada hasta que el picante ya no
puede ser detectado por un comité de (normalmente cinco) examinadores; el
grado de disolucién del extracto da su medida en la escala. La gran debilidad de
este método recae en su imprecision, pues la prueba estd sujeta a la

subjetividad humana.

Actualmente, ya no se utiliza la medida organoléptica, se utilizan
métodos de andlisis cuantitativo. El calor de la especie ahora es medido,
generalmente, por el método de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). Esto identifica y mide los productos quimicos que producen la
pungencia. Entonces se utiliza un factor matematico, segun su capacidad
relativa de producir una sensacion de calor. Este método rinde resultados, no
en unidades Scoville, sino en unidades de la acritud de ASTA (Asociacion
americana de comercio de especias). La relacion aproximada es que por cada
parte por millon de capsaicina corresponde cerca de 16 unidades Scoville, y con

esto ya pueden ser publicadas las escalas de pungencia en unidades Scoville.
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2.8.6. Importancia nutricional del chile capsicum

Es necesario conocer cudles son los elementos nutritivos que contiene el
capsicum, ya que mucha gente cree que solamente sirve para estimular el
apetito. El capsicum posee elementos nutritivos como: proteinas, vitamina A,

tiamina, riboflavina, vitamina C y hierro.

2.8.7. Usos que se le dan al chile capsicum

Los usos que se le pueden dar a las diferentes especies de capsicum
estan determinados por: el grado de pungencia, el color del fruto, por su sabor,
tamafo y otros. A continuacion se describen los usos que se le dan actualmente

al capsicum.

2.8.7.1. Medicina

Entran en la composicion de algunos medicamentos utilizados para

combatir la atonia gastrointestinal y algunos casos de diarrea.

2.8.7.2. Como especia

Es utilizado en la elaboracion de gran numero de comidas, entre algunas:
la composicion del curry indio, asociado al coriandro, usando también en la

confeccion de Pickles y de los picalili.

2.8.7.3. Oleorresina

Segun la FDA titulo 21 parte 70 relativa a aditivos alimentarios distintos de
los colorantes y edulcorantes, puede ser utilizada en la industria alimenticia

como colorante natural.
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3. DISENO METODOLOGICO

El tratamiento al que fue sometido el chile blanco (Capsicum annuum A.)
para la obtencion de su oleorresina conllevo una serie de procesos cronologicos

que fueron, desde su secado hasta su analisis fisicoquimico.

El proceso inicio con el secado del chile blanco (Capsicum annuum A.)
gue se llevé a cabo mediante un secador eléctrico de flujo transversal a una
temperatura no mayor de 50 °C. El secado finalizo al obtener un porcentaje
inferior al 10% de humedad relativa en la muestra. Al secado le sucedio la
molienda, la cual a partir de un molino de discos, redujo el fruto seco a un

tamano de particula que se retenga en tamiz No. 12.

Con el chile molido y seco se realizé la extraccion de la oleorresina
aplicando la técnica de extraccion soxhlet, utilizando como solvente extractivo
soluciones alcohol etilico—agua a concentraciones del 95%, 70% y 45 % (v/v).
El sistema extractivo oper6 a presion atmosférica y a temperatura de saturacion
de las soluciones establecidas. Finalizada la extraccion, se procedié a
concentrar los extractos etandlicos en un rotaevaporador al vacio hasta llevar la

oleorresina a punto miel.

La oleorresina obtenida se almaceno en frascos ambar de 4 mL
debidamente identificados. Se procedid a la evaluacién del porcentaje de
rendimiento y a caracterizarla fisicoquimicamente por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), ademas se establecié la medida de pungencia de la

oleorresina a partir de las unidades de calor Scoville (SHU).

59



3.1. Variables

3.1.1. Variables independientes

3.1.1.1. Concentracidon de lasolucién etandlica

Para realizar el proceso extractivo de la oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.) aplicando la técnica de extraccion soxhlet se procedié a
utilizar como solvente de extraccion soluciones de alcohol etilico — agua a

concentraciones del 95%, 70% y 45% en relacion volumen respectivamente.

3.1.1.2. Estrato altitudinal de procedencia

El chile blanco (Capsicum annuum A.) utilizado es originario de tres
estratos altitudinales del departamento de Alta Verapaz, region Norte de la

republica de Guatemala. Estas regiones son:

Santa Catalina la Tinta (municipio)
Departamento: Alta Verapaz

Altura sobre nivel del mar: 100 m.s.n.m
Coordenadas:

Longitud: 89° 52’ 30”

Latitud: 15° 19’ 10”

Teleman (municipio)
Departamento: Alta Verapaz
Altura sobre nivel del mar: 60 m.s.n.m
Coordenadas:
Longitud: 89° 44’ 20”
Latitud: 15° 20’ 10”
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Panzés (municipio)

Departamento: Alta Verapaz

Altura sobre nivel del mar: 18 m.s.n.m
Coordenadas:

Longitud: 89° 37’ 55”

Latitud: 15° 3’ 10”

3.1.2. Variables dependientes
3.1.2.1. Porcentaje de rendimiento de oleorresina
Se evalud y comparo el porcentaje de rendimiento de la oleorresina de
chile blanco (Capsicum annuum A.) para determinar la mejor combinacion
entre estrato altitudinal y solucion alcohol etilico—agua.
3.1.2.2. Determinacidon de capsaicina
Se utilizdé un estandar de capsaicina USP, con etanol grado HPLC. Se
utilizd cromatografia liquida de alta eficiencia para la cuantificacion de
capsaicina en las muestras de oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum
A).
3.1.2.3. Unidades de calor Scoville (SHU)
Para determinar el valor de pungencia en unidades Scoville (SHU) para

cada una de las muestras fue necesario multiplicar la concentracién de

capsaicina presente (ppm) por el SHU de la capsaicina pura.
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3.2. Delimitacién del campo de estudio
El campo de estudio fueron los productos naturales a partir de la
extraccion y caracterizacién fisicoquimica de la oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.), a escala laboratorio.
3.3. Recursos disponibles
3.3.1. Recurso humano
e Asesora: Ing. Qca. Telma Maricela Cano morales
e Directora Centro de Investigaciones de Ingenieria, Facultad de Ingenieria,
Universidad de San Carlos de Guatemala
e Co- Asesor: Ing. Qco. Mario José Mérida Meré
e Coordinador Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —LIEXVE-,
Seccion Quimica Industrial, Centro de Investigaciones de Ingenieria,

Facultad de Ingenieria, Universidad de San Carlos de Guatemala.

e Investigador: Br. Aldo Alexander de la Cruz Leonardo

3.3.2. Recurso fisico
e Laboratorio de Investigacion de Extracto Vegetales —LIEXVE- Seccién

Quimica Industrial del Centro de Investigaciones de Ingenieria, edificio T-5,

Facultad de Ingenieria, Universidad de San Carlos de Guatemala.
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e Laboratorio de la Unidad de Analisis Instrumental, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Coordenadas Ciudad Universitaria
Longitud: -90° 33’ 6.25”

Latitud: 14° 35’ 17.46”

3.4. Recursos materiales disponibles

3.4.1. Materia primay reactivos

e Chile blanco (Capsicum annuum A.) molido a un porcentaje de humedad
menor del 10%

e Soluciones de alcohol etilico al 95%, 70% y 45% (Vv/v)

e Agua desmineralizada

e Estandar de oleorresina de capsicum USP

3.4.2. Cristaleriay equipos

3.4.2.1. Cristaleriay materiales auxiliares

e Bolsas transparentes marca Ziploc® para guardar materia prima humeda y
a un porcentaje de humedad menor del 10%

e Frascos color ambar con rosquilla para almacenar la oleorresina de chile
blanco de 4 mL

e Equipo de extraccion soxhlet (Balon de 500 mL, soxhlet y condensador de
serpentin)

e Beackers de 50 mL, 100 mL, 250 mL y de 600 mL marca Pirex

e Probeta de 10 mL, 50 mL, 250 mL y 500 mL

e Earlenmeyers de 150 mL
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Varillas de agitacion
Termémetro de mercurio 0°C-150°C
Picnémetro

Dedales de celulosa

3.4.2.2. Equipos

Secador eléctrico de flujo transversal marca Premlab, 120 voltios, 50-60
hertz

Balanza de humedad marca Boeco Germany 100-120 voltios 60 hertz
Molino manual de discos, fabricado de acero inoxidable

Recirculador de agua en circuito cerrado marca VWR modelo 1112 A 120
voltios, 50-60 hertz 1 fase

Rotaevaporador marca Biichi R-200 120 voltios, 50-60 hertz

Balanza marca: Adventur serie: G1231202040133 Voltaje 8-14,5 V,
frecuencia 50/60 Hz. maxima capacidad 150 g, lectura minima 0,001 g.
Hecha en U.S.A.

Plancha de calentamiento con agitacion, Marca VWR, cat No. 12365-382
120 voltios AC, 900 watts, 50-60 Hertz 1 fase

Bomba de vacio, marca General Electric comercial motors % Hp, 100-115
voltios, 50-60 hertz, 1725-1425 RPM
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3.5. Técnica cualitativa o cuantitativa
3.5.1. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
Tabla V. Especificaciones del cromatégrafo liquido de alta eficiencia

(HPLC) utilizado en el andlisis de la oleorresina de chile

blanco (Capsicum annuum A.)

Nombre Marca Modelo Observaciones
Cromatégrafo liquido de | » ey 1100 |
alta eficiencia
Bomba Agilent HP 1100 Bomba inteligente
DEteCtordCigg Oi"eg'o de | agilent HP 1100 UV-VIS
LiChrospher
Columna Merck YOI - Y S ————
250X22.5 mm
Automuestreador Agilent HP 1100 | smommmmmmmmmeeeee e
Balanza AND FR-200 MKIl | ==mmmmmmmmmem e

Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatdgrafo liquido de alta eficiencia.

3.5.1.1. Preparacion de los estandares

A partir de la solucion stock se realizaron las correspondientes diluciones

para realizar la curva de calibracion.

3.5.1.2. Curva de calibracion

Se inyectaron 20 uL de cada estandar y se realizé una correlaciéon de
minimos cuadrados entre la concentracion de capsaicina y su respectiva area
de pico en el cromatograma, con lo cual se tuvo la referencia para las

posteriores mediciones.
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Figura 12. Curva de calibracién para deteccion de capsaicina en

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.)
por HPLC
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o

0

L B L o e e e e e S B S e ey m e e
100 200 300 400 500 Conc.

Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatégrafo liquido de alta eficiencia.

Tabla VI. Curva de calibracion para la deteccion de capsaicina en

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.)

Estandar

Concentracion de capsaicina (ppm)

4,0360

8,0720

12,1080

16,1400

G WINF

20,1800

Fuente: Unidad de andlisis instrumental, Usac, cromatografo liquido de alta eficiencia.
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3.5.1.3. Cuantificacion de las muestras

Las muestras fueron cuantificadas a partir de las presentes condiciones

de separacion en la columna cromatogréfica.

Tabla VII. Especificaciones de variables de operacién del cromatégrafo
liquido de alta eficiencia HPLC

. . Columna Cjg/ Largo 30 cmde 5 pym
Fase Estacionaria Rp-18 Merck
o Acetonitrilo: agua
Fase movil 65:35
Flujo 1 mL/min
Longitud de onda UV-Vis 280 nm
Temperatura de columna 50 °C
Volumen de inyeccion 20 uL

Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatégrafo liquido de alta eficiencia.

3.5.2. Caracterizacion fisicoquimica de la oleorresina de chile

blanco (Capsicum annuum A.)

3.5.2.1. Cuantificacion de capsaicina

Se utilizé un estandar de capsaicina USP, con etanol grado HPLC. Se

utilizé la cromatografia liquida de alta eficiencia para la cuantificaciéon en las

muestras de oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.)
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3.5.2.2. Unidades de calor Scoville (SHU)

Para determinar el valor de pungencia en unidades scoville (SHU) para
cada una de las muestras fue necesario multiplicar la concentracién de

capsaicina presente (ppm) por el SHU de la capsaicina pura de 16 SHU.

Célculo:

SHU syestray = Capsaicina (ppm) =+ 16  Ecuacion 3

3.6. Recoleccion y ordenamiento de la informacion

Para la recoleccion de datos se utilizo la técnica de extraccion soxhlet
empleando soluciones de alcohol etilico—agua a concentraciones del 95%, 70%
y 45% respectivamente en relacion (v/v). Se trabajo con chile blanco (Capsicum
annuum A.), proveniente de 3 estratos altitudinales (100 msnm, 60 msnmy 18
msnm) del departamento de Alta Verapaz, region Norte de Guatemala a 3
repeticiones por tratamiento, obteniendo 27 unidades experimentales. Los
porcentajes de rendimiento de oleorresina fueron tabulados segun la soluciéon

de alcohol etilico-agua y estrato altitudinal de procedencia.

3.7. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion

Durante el proceso extractivo de la oleorresina de chile blanco (Capsicum
annuum A.) se recopilaron y tabularon datos de tiempo de extraccion, indice de
refraccion, densidades de los extractos etandlicos, porcentajes de rendimiento y
los parametros de analisis de calidad de las oleorresinas, los cuales fueron
tabulados en hojas electrénicas del programa Microsoft Excel® para su

evaluacion numérica y gréfica. (diagramas de dispersion y barras).
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3.8. Andlisis estadistico

El disefio estadistico utilizado fue el de bloques aleatorios con
n > 1 (repeticion), en el cual se estudiaron dos variables en tres niveles cada
una. Los resultados obtenidos en el laboratorio fueron tratados por medio del
analisis de varianza (ANOVA); ademas, se aplico la prueba de comparacion de
medias de Tukey y la de diferencias minimas significativas LSD.
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4. RESULTADOS

Tabla VIII. Porcentajes de rendimiento de oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.) obtenidos por extraccion soxhlet
proveniente de Santa Catalina La Tinta

Sant Corrida | Corrida | Corrida Desviacion
anta Caodigo 1 2 3 Promedio .
Catalina estandar
La Tint R1 R2 R3
a(l(;O 2 [CBA145| 37,83| 4461| 37,68 40,04 3,95
msnm) CBA170 28,69 30,49 30,68 29,59 1,27
CBA195 21,01 21,50 19,15 20,55 1,24
Fuente: elaboracion propia.

Tabla IX. Porcentajes de rendimiento de oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.) obtenidos por extracciéon soxhlet
proveniente de Teleman

Corrida | Corrida | Corrida Desviacion
. Cddigo 1 2 3 Promedio .
Teleman estandar
60 R1 R2 R3
m(snm) CBA245 37,06 40,41 34,65 38,73 2,37
CBA270 28,44 30,41 32,33 30,40 1,95
CBA295 20,39 19,63 18,34 20,01 0,54

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla X.

Porcentajes de rendimiento de oleorresina de chile blanco

(Capsicum annuum A.) obtenidos por extraccién soxhlet

proveniente de Panzos

Corrida | Corrida | Corrida .
. Cddigo 1 2 3 Promedio DeS\{IaCIOH
Panzés estandar
(18 R1 R2 R3
menm) CBA345 33,90 37,34 38,69 35,62 2,43
CBA370 34,23 28,05 30,26 30,85 3,13
CBA395 24,80 26,64 23,53 24,99 1,56
Fuente: elaboracion propia.

Tabla XI. Cuantificacion en ppm de capsaicina en la oleorresina de
chile blanco (Capsicum annuum A.) por medio de
cromatografia liqguida de alta eficiencia (HPLC)

Caodigo Corrida 1 Corrida 2 Promedio Desviacion estandar

CBA145 4,5620 4,3680 4,4650 0,1372
CBA170 4,0241 4,0836 4,0539 0,0421
CBA195 16,3495 17,0930 16,7213 0,5257
CBA245 9,3433 9,8379 9,5906 0,3497
CBA270 8,1120 8,4612 8,2866 0,2469
CBA295 10,4482 11,1223 10,7852 0,4767
CBA345 6,1617 6,1612 6,1615 0,0004
CBA370 5,2012 5,0359 5,1186 0,1169
CBA395 21,1540 20,8260 20,9900 0,2319

Fuente: elaboracion propia.




Tabla XiII. Unidades de calor Scoville (SHU) de la oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) en funcion de la cantidad de
capsaicina presente

Codi Unidades de calor (SHU) de la oleorresina
odigo .
de chile blanco

CBA145 71
CBA170 65
CBA195 268
CBA245 153
CBA270 133
CBA295 173
CBA345 99
CBA370 82
CBA395 336

Fuente: elaboracion propia.

Figura 13. Porcentajes de rendimiento de oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.) obtenidos a partir de la extraccion

soxhlet en la primera corrida

50.0
()]
©
] 45.0
=]
S
E 9 40.0 -
T ® ¢ 7 —e—Solucion etandlica al 45 %
c c 350
Q@ (v/v)
g £ 300
29 ——#  —@—Solucién etandlica al 70 %
':g‘ © 250 (v/v)
S 20.0 Solucion etandlica al 95 %
& (v/v)

15.0

18 60 102
Estrato altitudinal de procedencia (msnm)

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 14. Porcentajes de rendimiento de oleorresina de chile blanco
(Capsicum annuum A.) obtenidos a partir de la extraccién

soxhlet en la segunda corrida

o 50.0
S 45.0
g __ 400
X =&—Solucién etandlica al 45 %
= = 350
T o (v/v)
3 < 300 —{ - —il
o ¢ 5 n- —fl—Solucion etandlica al 70 %
5 20 (v/v)
T3 200
£ © Solucién etandlica al 95 %
g BO (v/v)
S 18 60 102

Estrato altitudinal de procedencia (msnm)

Fuente: elaboracion propia.
Figura 15. Porcentajes de rendimiento de oleorresina de chile blanco

(Capsicum annuum A.) obtenidos a partir de la extraccion

soxhlet en latercera corrida

50.0
()]
T
o 45.0
=1
c
2 T 40.0
% < 35.0 \/ —&—Solucion etandlica al 45 %
23 30.0 - e —3 W
3 £ ~—Solucién etandlica al 70 %
2o 250
TS (v/v)
c ; 3T
g 20.0 Solucién etandlica al 95 %
S 15.0 (v/v)

18 60 102
Estrato altitudinal de procedencia (msnm)

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 16. Porcentajes promedio de rendimiento de oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) obtenidos a partir de la

extracciéon soxhlet

B Solucién etandlicaal 45% M Solucidn etandlicaal 70% = Solucién etandlica al 95%

38.73 40.04
35.62

Panzéds Teleman Santa Catalina la Tinta
(18 msnm) (60 msnm) (100 msnm)

Fuente: elaboracién propia.

Figura 17. Cuantificacion en ppm de capsaicina presente en la
oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) por

medio de cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC

B Solucidn etandlica al 45% M Solucion etandlicaal 70%  ® Solucion etandlica al 45%

20.9900
16.7213

10.7852
9.5906 g 5366

6.1615 5.1186 4.4650 4.0539

Panzds Teleman Santa Catalina la Tinta
(18 msnm) (60 msnm) (100 msnm)

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 18. Unidades de calor Scoville (SHU) de la oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la cantidad de
capsaicina presente

400 -
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Combinacion estrato altitudinal - solucion alcohdlica

Unidades de calor Scoville (SHU)

Fuente: elaboracion propia.
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4.1.
grupo

Tabla XIII.

Analisis de varianza para dos factores con varias muestras por

Analisis de varianza para el porcentaje de rendimiento de la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.)

Origende las | Suma de Grados Promledlo Vg_lor T
variaciones cuadrados | - de de los F critico Hipotesis
libertad | cuadrados para F
Estratos 14,16 2 708| 127| 355 MO
aceptada
Concentracién 1 205,29 602,65 | 108,50 3,55 Hi
aceptada
Interaccion 57,77 4 14,44 2,60 2,93
Error 99,98 18 5,55
Total 1377,20 26
Fuente: elaboracion propia.
Figura 19. Medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile

blanco

(Capsicum annuum A))

en funcion de

concentracion de la solucion alcohol etilico — agua
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Fuente: elaboracién propia.
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Figura 20.  Medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) en funcion del estrato

altitudinal de procedencia
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIV.  Andlisis de varianza para la cantidad de capsaicina presente

en la oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.)

Origen de las | Suma de Grados | Promedio Valor
gen de de los F critico | Hipotesis
variaciones | cuadrado | .
libertad | cuadrados para F
Estratos 16,48 2 8,24 95,68 4,26 Hi
aceptada
Concentracion 393,48 2 196,74 | 2 284,93 4,26 Hi
aceptada
Interaccién 135,25 4 33,81 392,70 3,63
Error 0,77 9 0,09
Total 545,98 17

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 21.

Medias de la cantidad de capsaicina presente en

la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en

funcion de

etilico - agua

la concentracion de

la solucién alcohol

Cantidad de capsaicina
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Figura 22.

Fuente: elaboracion propia.

Medias de la cantidad de capsaicina presente en

la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en

funcion del estrato altitudinal de procedencia

Cantidad de capsaicina
presente en oleorrsina (ppm)

11

10

l

18 60 102

Estrato altitudinal de procedencia (msnm)

== estrato a 100 msnm
=@ estrato a 60 msnm

estratoa 18 msnm

Fuente: elaboracién propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el presente trabajo de graduacion se llevé a cabo la extraccion de la
oleorresina del fruto maduro de chile blanco (Capsicum annuum A.) a partir de
la técnica soxhlet con la finalidad de evaluar su porcentaje de rendimiento y

caracterizarla fisicoquimicamente.

Se analizaron tres estratos altitudinales de procedencia y se utiliz6 como
solvente extractivo, soluciones de alcohol etilico-agua a concentraciones
iniciales del 45%, 70% y 95% (v/v).

El chile blanco se obtuvo directamente de las plantaciones de los
agricultores localizadas en tres regiones del departamento de Alta Verapaz, las
cuales fueron Santa Catalina La Tinta (100 msnm), Teleman (60 msnm) y

Panzés (18 msnm).

Previo a realizar la extraccion soxhlet, se realizaron analisis preliminares
para determinar las variables de proceso. Se procedié a realizar calibraciones
de los equipos de calentamiento, esto para normalizar los procedimientos

experimentales que se llevaron a cabo.

Se realizaron pruebas preliminares para determinar parametros de
control del proceso extractivo, en las cuales se determin6é el tiempo de
extraccion, la temperatura de operacion y la relacion soluto-solvente por medio
del monitoreo de la densidad e indice de refraccion del extracto etandlico dentro

de la unidad de extraccién, como se puede observar en el apéndice Ay B.
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Se observé que el comportamiento del proceso extractivo no fue
contante, debido a que present6 una serie de altibajos durante su desarrollo; sin
embargo, aproximadamente al cabo de 10 ciclos en adelante, tanto la densidad
como el indice de refraccion presentaron una cierta estabilizacion, lo que dio la
pauta a que el proceso extractivo habia finalizado. El tiempo de extraccion
oscilé entre los 115 a 140 minutos. La temperatura de operacion se establecid
como la temperatura de saturacion de la solucion alcohol etilico—agua

escogida.

La relacidon soluto—solvente se determind mediante el aforo de la camara
extractiva del equipo soxhlet y la cantidad de chile que pudo almacenar el dedal
de celulosa utilizado en el equipo, dando una relaciéon de 1 g : 6 mL.

Determinadas las variables del proceso se realizaron nueve extracciones
por corrida, en donde cada estrato altitudinal fue sometido a las tres
concentraciones de alcohol etilico en tres repeticiones; teniendo veintisiete
extracciones en total. Finalizada cada extraccion se report6 la densidad e indice

de refraccion del extracto etandlico, como se observa en el apéndice B.

Concluida la fase extractiva se realiz0 la rotaevaporacion, a partir de la
cual la oleorresina fue llevada a punto miel por medio de la eliminacion del

solvente.
Posteriormente se evalud el porcentaje de rendimiento como se puede

observar en las tablas VIIl a la X y se cuantificé la cantidad de capsaicina

presente como se puede observar en la tabla XI.
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Para determinar cual estrato altitudinal y qué concentracién de alcohol
etilico reportaron el mayor rendimiento de oleorresina se realizé un analisis
estadistico, utilizando un disefio experimental de bloques aleatorizados con
repeticion. Segun el analisis de varianza, dado que para la concentracion de
alcohol etilico el estadistico de Fisher calculado F, = 108,50, resulté mayor que
el estadistico de Fisher critico Fc = 3,55, obtenido de una tabla de distribucion
de referencia para un nivel de confianza del 95%, se determiné que existen
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, y al menos dos
de los niveles de concentracion de alcohol etilico son diferentes entre si, en

cuanto al efecto que ejercen sobre el porcentaje de rendimiento de oleorresina.

Ademés, para los estratos altitudinales y su interaccion con la
concentracion de alcohol etilico estos factores no presentaron diferencias
significativas en cuanto a sus medias, debido a que el estadistico de Fisher
calculado para un nivel de significancia a = 0,05 resultdé menor que su

respectivo valor critico, como se puede observar en la tabla XIII.

Por tanto, la variacion de altura sobre el nivel del mar no tiene influencia
en el porcentaje de rendimiento de oleorresina. Sin embargo, debido a que se
rechazé la igualdad de las tres concentraciones de alcohol etilico, se averiguo
cudles de ellas son diferentes entre si y se hizo por medio de dos métodos de
comparacion de parejas de medias, el método de la diferencia minima

significativa (LSD) y el método de Tukey.

En estos métodos se comprob6 que las tres concentraciones de alcohol
etilico son diferentes entre si, y de acuerdo con las medias, se determiné que la
concentracion de alcohol etilico al 45% da un mayor porcentaje de rendimiento
de oleorresina que las concentraciones al 70% y 95%, como se puede observar

en el apéndice E.
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Gréficamente se puede observar en la figura 19 que ninguno de los
intervalos de medias se traslapa, con esto se confirma que las tres

concentraciones de alcohol etilico son diferentes entre si.

En contraparte, la figura 20 muestra el traslape que existe entre las
medias de los estratos altitudinales lo cual coincide con que no existan
diferencias significativas en el porcentaje de rendimiento de oleorresina

obtenido debidas a este factor.

Ademas, en la figura 16 se observa que los porcentaje de rendimiento de
oleorresina oscilaron entre los valores del 20,01% + 1,34% y 40,04% = 9,82%.
La tendencia creciente en el porcentaje de rendimiento al disminuir la cantidad
de alcohol etilico en la solucion, se debido a que la capacidad extractiva de
compuestos polares e hidrofilicos aumenta para constantes dieléctricas altas,
siendo la solucion al 45% de concentracion de alcohol etilico la que cumplié con
esta condicion en comparacion a las concentraciones del 70% y 95%. Otro
factor de influencia fue que la temperatura de operacion mas alta, como se
puede observar en el apéndice D, fue nuevamente la de la solucion alcohol
etilico-agua al 45%, con esto se logré6 una mayor solubilizacion de los
compuestos presentes y por ende un mejor proceso extractivo. Esto demostré
gue en el fruto del chile blanco existen gran cantidad de compuestos con

afinidad al agua.

Para la caracterizacion fisicoquimica se procedio a la cuantificacion de la
capsaicina, debido a que este compuesto es el parametro mas importante para
evaluar la calidad de las oleorresinas extraidas de capsicum. Dicha
cuantificacion se realizé6 mediante la comparacién con un patrén de capsaicina
USP, por medio de un analisis de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC).
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Se tomd una corrida al azar, la cual fue analizada por este método y
cuyos resultados se muestran en la tabla XI. Nuevamente se procedio a realizar
un andlisis de varianza para determinar si existen diferencias significativas en
las cantidades de capsaicina reportadas en funcion de la concentracién de
alcohol etilico y del estrato altitudinal de procedencia.

Segun el analisis de varianza, como se puede observar en la tabla X1V, la
concentracion de alcohol etilico, los estratos altitudinales y la interaccion entre
ellos tuvieron un efecto significativo sobre la cantidad de capsaicina recuperada
en el proceso extractivo, esto debido a que todos los valores estadisticos de
Fisher calculados F, son mayores a los valores criticos, por tanto se procedio a
la comparacion de parejas de medias por los métodos de diferencia minima

significativa LSD y Tukey.

Dichos métodos estadisticos aplicados con los mismos criterios de
confiabilidad y significancia que en la evaluacion del porcentaje de rendimiento
de oleorresina comprobaron que efectivamente existen diferencias significativas
en la cantidad de capsaicina extraida, dando como resultado, que de acuerdo a
las medias la concentracion de alcohol etilico al 95% es la que realiza la mejor
extraccion de capsaicina, como se puede observar en la figura 21; sin embargo,
también se observa que entre las concentraciones de alcohol etilico al 45% y

70%, existe una minima diferencia sobre la cantidad de capsaicina extraida.

Esto se debe a que las capacidades extractivas de dichas soluciones son
muy parecidas entre ellas, en funcion de su constante dieléctrica, y siendo la
capsaicina un compuesto mayormente no polar encuentra la mayor afinidad por
la concentracion de alcohol etilico al 95%, ya que fue la que menor constante

dieléctrica reporté.
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En la figura 17 se puede observar que la cantidad de capsaicina
recuperada en la oleorresina oscil6 entre las 4,0539 ppm y 20,9900 ppm,
debido a esto se establecié que a pesar de que existen diferencias significativas
entre los factores analizados como lo fueron la concentracién de alcohol etilico,
los estratos altitudinales y la interaccion entre ellos, la oleorresina de chile
blanco no es una fuente significativa de capsaicina comparada con la

capsaicina pura que registra segun la literatura un valor de 1 000 000 ppm.

Por dltimo, se procedio a establecer las unidades de calor Scoville (SHU)
de la oleorresina de chile blanco con base en la cantidad de capsaicina
presente como se puede observar en la figura 18. Se determiné que la
oleorresina de chile blanco con el mayor numero de unidades de calor Scoville
fue de 336 SHU; sin embargo, no es una oleorresina de alta pungencia debido a

su poca cantidad de capsaicina presente.
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CONCLUSIONES

El monitoreo de la densidad en el curso de la extraccion soxhlet presenté
2 periodos extractivos durante la totalidad del proceso.

El analisis estadistico permiti6 establecer que si existen diferencias
significativas en el porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile
blanco segun la concentracion de la solucion alcohol etilico — agua
utiizada en la extraccion, cuyos valores oscilaron entre los
20,01% + 1,34% y 40,04% + 9,82%, siendo la concentracion al 45% la

gue reporto el mayor porcentaje de rendimiento.

El estrato altitudinal de procedencia y su interaccion con la concentracion
de la solucion alcohol etilico — agua, segun el analisis estadistico no
presentaron diferencias significativas en el porcentaje de rendimiento de

oleorresina de chile blanco, esto para un nivel de confianza del 95%.

Con base al andlisis estadistico realizado tanto los tratamientos, los
estratos altitudinales y la interaccion entre ellos tienen un efecto
significativo sobre la cantidad de capsaicina recuperada en el proceso

extractivo

Los valores de capsaicina reportados varian entre 4,0539 y 20,9900
ppm, debido a esto se establecid que la oleorresina de chile blanco no es
una fuente significativa de capsaicina comparada con la capsaicina pura

gue registra segun la literatura un valor de 1 000 000 ppm.
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Se determin6 que la oleorresina de chile blanco con el mayor nimero de
unidades de calor Scoville fue de 336 SHU; sin embargo, no es una
oleorresina de alta pungencia debido a su poca cantidad de capsaicina
presente.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la metodologia tratada utilizando solventes con constantes
dieléctricas debajo de 31, debido a la mayor afinidad que presento la

capsaicina por solventes no polares.

Evaluar otros parametros de control como el pH, solidos totales,
conductividad entre otros con la finalidad de caracterizar la extraccion de

tipo soxhlet.
Evaluar la eficiencia de otras metodologias de extraccion sdlido—liquido
como la maceracion dinamica, maceracion estatica o maceracion a

reflujo en la extraccion de este producto vegetal.

Realizar cromatografia gaseosa con espectrofotometria de masas para

determinar que otros compuestos se extraen, ademas de la capsaicina.

Realizar estudios sobre oleorresinas de capsicum en base a especies de

chiles que posean registros con altos indices de capsaicina.

Realizar estudios sobre las propiedades colorantes de las oleorresinas

de capsicum y sus posibles usos en la tincidn para la industria textil.
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APENDICE A

Monitoreo de la humedad relativa durante el secado de chile blanco

(Capsicum annuum A.) previo al proceso extractivo

Medicion Tiempo (horas) Humedad relativa (%)
1 0,00 92,43
2 15,50 65,57
3 24,00 24,00
4 39,50 21,54
5 48,00 6,32

Fuente: elaboracion propia.

Datos de los tamices para obtener el tamafio de particula a utilizar en la

extraccion soxhlet

Abertura Peso Pesq de Cantid.ad .

, . de tamiz + | de chile | Porcentaje
# No. tamiz | efectiva : . ) )
(mm) tamiz | materia | retenido retenido
(9) (9) (9)
1 12 1,397| 470,50| 551,32 80,82 69,56
2 24 0,701| 395,50| 421,98 26,48 22,79
3 35 0,417| 431,00| 433,77 2,77 2,38
4 48 0,295| 347,00| 348,57 1,57 1,35
5 60 0,246| 337,00 337,95 0,95 0,82
6 80 0,175| 336,00 336,48 0,48 0,41
7 100 0,147| 325,00| 325,42 0,42 0,36
Recibidor 0,54 0,46
Pérdida por manipulacion 2,15 1,85
Total retenido 114,03

Total tamizado 116,18 100,00

Fuente: elaboracién propia.
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Porcentaje retenido de chile blanco (Capsicum annuum A.) en cada tamiz

80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00 f— —

% retenido

12 24 35 48 60 80 100 Recibidor

No. de Tamiz

Fuente: elaboracién propia.

Comportamiento de la densidad en el extracto etandlico durante el
proceso extractivo de la oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum

A.) por latécnica soxhlet para el estrato de 18 msnm

0.880
0.870 Ciclo1 Ciclo 2
0.860 A '\'%
0.850 /

0.840
0.830
0.820
0.810
0.800
0.790 |
0.780

=—o—CBA345
=li—CBA370
CBA395

Densidad del extracto etandlico
(g/mL)

0 5 10 15

Numero de ciclos de extraccion

Fuente: elaboracién propia.
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Comportamiento de la densidad en el extracto etandlico durante el
proceso extractivo de la oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum

A.) por latécnica soxhlet para el estrato de 60 msnm

0.880
_g Ciclo 1 Ciclo 2
' 0.860
e
o _ 0.840
2=
O E —o— CBA245
5+ 0820
3= —i— CBA270
" 0.800
3 CBA295
(7]
€ 0780 !
(a]

0 2 4 6 8 10 12 14

Numero de ciclos de extraccion

Fuente: elaboracion propia.

Comportamiento de la densidad en el extracto etandlico durante el
proceso extractivo de la oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum

A.) por latécnica soxhlet para el estrato de 100 msnm

0.880
8 Ciclo 1 Ciclo 2
°  0.860 Vo 2N
S
Q
g 0.840
=) —o— CBA345
£ E 0820
g —i—CBA370
Q
3 0800 e CBA395
(1]
E 0.780
a 0 2 4 6 8 10 12 14

Numero de ciclos de extraccion

Fuente: elaboracién propia.
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APENDICE B

Monitoreo de la densidad e indice de refraccion durante el proceso

extractivo de la especie CBA145R1

Ciclo Masa (g) Volumen (mL) Der;;'/?nallfi) () IR Tl((r—:'nr?np)o
0 5,1005 1,027 0,827 | 1,3595 0,00
1 5,1199 1,027 0,846| 1,3685 19,58
2 5,1289 1,027 0,855| 1,3670 34,40
3 5,1143 1,027 0,840| 1,3670 49,40
4 5,1355 1,027 0,861 | 1,3660 64,00
5 5,1330 1,027 0,859| 1,3650 79,00
6 5,1409 1,027 0,866 | 1,3645 95,00
7 5,1380 1,027 0,863 | 1,3640 109,00
8 5,1384 1,027 0,864| 1,3635 125,00
9 5,1365 1,027 0,862| 1,3635 140,00
10 5,1120 1,027 0,838] 1,3635 153,00

Fuente: elaboracion propia.

Monitoreo de la densidad e indice de refraccién

extractivo de la especie CBA170R1

durante el proceso

. Volumen Densidad Tiempo
Ciclo Masa (g9) (mL) (g/mL) (o) IR (minp)

0 5,0750 1,027 0,804| 1,3610 0,00

1 5,1053 1,027 0,834| 1,3665 13,20

2 5,1136 1,027 0,842| 1,3690 27,50

3 5,1120 1,027 0,840| 1,3670 41,02

4 51122 1,027 0,840| 1,3655 58,50

5 5,1085 1,027 0,837| 1,3640 68,30

6 5,1020 1,027 0,830| 1,3640 82,45

7 5,0980 1,027 0,827| 1,3635 97,30

8 5,1023 1,027 0,831| 1,3635 112,12

9 5,1030 1,027 0,832| 1,3630 127,25

10 5,1035 1,027 0,830| 1,3630 139,00

Fuente: elaboracién propia.
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Monitoreo de la densidad e indice de refraccion durante el proceso

extractivo de la especie CBA195R1

. Volumen Densidad Tiempo
Ciclo Masa (g) (ML) (g/mL) () IR (minF;
0 5,0650 1,027 0,792| 1,3615 0,00
1 5,0722 1,027 0,799| 1,3635 15,11
2 5,0752 1,027 0,802| 1,3635 30,10
3 5,0743 1,027 0,801| 1,3640 42,32
4 5,0713 1,027 0,798| 1,3635 58,00
5 5,0706 1,027 0,798| 1,3640 73,00
6 5,0682 1,027 0,795| 1,3635 88,00
7 5,0744 1,027 0,801| 1,3630 101,00
8 5,0745 1,027 0,802| 1,3630 115,20
9 5,0747 1,027 0,802| 1,3625 129,00
10 5,0820 1,027 0,809| 1,3625 144,25
11 5,0720 1,027 0,799| 1,3620 160,00
12 5,0745 1,027 0,802| 1,3620 173,50

Fuente: elaboracion propia.

Monitoreo de la densidad e indice de refraccion durante el proceso

extractivo de la especie CBA245R1

: Volumen Densidad Tiempo
Ciclo Masa (g) (mL) (g/mL) (o) IR (minp)
0 5,0950 1,027 0,822| 1,3595 0,00
1 51125 1,027 0,839| 1,3670 14,05
2 5,1273 1,027 0,853| 1,3670 31,00
3 5,1407 1,027 0,866 | 1,3650 42,50
4 5,0945 1,027 0,821| 1,3640 56,09
5 5,1318 1,027 0,857| 1,3640 71,20
6 5,1326 1,027 0,858| 1,3630 85,00
7 5,1433 1,027 0,869| 1,3630 99,00
8 5,1373 1,027 0,863| 1,3630 114,00
9 5,1350 1,027 0,860| 1,3625 130,00
10 5,1250 1,027 0,851| 1,3625 145,00
11 5,1099 1,027 0,836| 1,3620 163,50
12 5,1050 1,027 0,831| 1,3620 176,00

Fuente: elaboracién propia.
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Monitoreo de la densidad e indice de refraccion durante el proceso

extractivo de la especie CBA270R1

. Volumen Densidad Tiempo
Ciclo Masa (g) (mL) (g/mL) () IR (minF;
0 5,0750 1,027 0,808| 1,3610 0,00
1 5,1077 1,027 0,840| 1,3660 11,00
2 5,1062 1,027 0,839| 1,3675 21,00
3 5,1025 1,027 0,835| 1,3660 32,00
4 5,1083 1,027 0,841| 1,3645 43,00
5 5,1078 1,027 0,840| 1,3640 54,00
6 5,1025 1,027 0,835| 1,3635 65,00
7 5,1012 1,027 0,834| 1,3630 75,00
8 5,0924 1,027 0,825| 1,3630 86,00
9 5,0987 1,027 0,831| 1,3625 100,00
10 5,1005 1,027 0,833| 1,3625 115,00
11 5,0950 1,027 0,828| 1,3620 129,00
12 5,0900 1,027 0,823| 1,3620 146,00

Fuente: elaboracion propia.

Monitoreo de la densidad e indice de refraccion durante el proceso

extractivo de la especie CBA295R1

. Volumen Densidad Tiempo
Ciclo Masa (g) (mL) (g/mL) (o) IR (minp)
0 5,0650 1,027 0,792| 1,3615 0,00
1 5,0818 1,027 0,811| 1,3665 13,40
2 5,0684 1,027 0,798| 1,3665 27,12
3 5,0730 1,027 0,802| 1,3645 42,20
4 5,0696 1,027 0,799| 1,3640 56,59
5 5,0694 1,027 0,799| 1,3635 71,40
6 5,0708 1,027 0,800| 1,3635 85,40
7 5,0682 1,027 0,798| 1,3630 101,00
8 5,0674 1,027 0,797| 1,3630 115,48
9 5,0684 1,027 0,798| 1,3630 130,50
10 5,0690 1,027 0,798| 1,3625 144,25
11 5,0650 1,027 0,794| 1,3620 160,50
12 5,0640 1,027 0,793| 1,3620 174,00

Fuente: elaboracién propia.
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Monitoreo de la densidad e indice de refraccién durante el proceso

extractivo de la especie CBA345R1

. Volumen Densidad Tiempo
Ciclo Masa (g) (mL) (g/mL) () IR (minF;
0 5,0950 1,027 0,822| 1,3595 0,00
1 5,1002 1,027 0,827 | 1,3660 17,00
2 5,1255 1,027 0,851 | 1,3660 37,22
3 5,1392 1,027 0,865| 1,3665 56,20
4 5,1125 1,027 0,839| 1,3655 76,00
5 5,1389 1,027 0,864 | 1,3645 94,00
6 5,1325 1,027 0,858 | 1,3640 108,20
7 5,1415 1,027 0,867 | 1,3635 126,00
8 5,1371 1,027 0,863 | 1,3635 138,00
9 5,1360 1,027 0,861| 1,3630 152,00
10 5,1110 1,027 0,837| 1,3630 167,00
11 5,1050 1,027 0,831| 1,3620 180,00
12 5,1025 1,027 0,829 1,3620 194,00

Fuente: elaboracion propia.

Monitoreo de la densidad e indice de refraccion durante el proceso
extractivo de la especie CBA370R1

: Volumen Densidad Tiempo
Ciclo Masa (g) (mL) (g/mL) (o) IR (minp)
0 5,0750 1,027 0,808| 1,3610 0,00
1 5,1030 1,027 0,836| 1,3640 11,00
2 5,1042 1,027 0,837| 1,3660 21,00
3 5,0974 1,027 0,830| 1,3665 34,00
4 5,1001 1,027 0,833| 1,3640 46,00
5 5,1000 1,027 0,833| 1,3635 59,00
6 5,0999 1,027 0,833| 1,3635 71,00
7 5,0983 1,027 0,831] 1,3635 84,00
8 5,0942 1,027 0,827| 1,3630 98,00
9 5,0910 1,027 0,824| 1,3630 115,00
10 5,0904 1,027 0,823| 1,3630 130,00
11 5,0870 1,027 0,820| 1,3620 144,00
12 5,0825 1,027 0,816| 1,3620 159,00

Fuente: elaboracién propia.
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Monitoreo de la densidad e indice de refraccion durante el proceso

extractivo de la especie CBA395R1

Ciclo Masa (g9) Volumen (mL) Derz;'/gﬁj () IR Tz‘r?nrinnF;O
0 5,0650 1,027 0,792| 1,3615 0,00
1 5,0709 1,027 0,801 | 1,3645 12,24
2 5,0787 1,027 0,809| 1,3660 24,50
3 5,0725 1,027 0,803| 1,3640 37,40
4 5,0740 1,027 0,804| 1,3645 50,53
5 5,0690 1,027 0,798| 1,3635 63,00
6 5,0700 1,027 0,793| 1,3640 76,00
7 5,0713 1,027 0,802| 1,3635 90,00
8 5,0717 1,027 0,802| 1,3630 115,00
9 5,0725 1,027 0,803| 1,3630 129,00
10 5,0790 1,027 0,809| 1,3625 144,00
11 5,0740 1,027 0,804| 1,3620 161,00
12 5,0720 1,027 0,802| 1,3620 173,00

Fuente: elaboracion propia.
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Densidad e indice de refraccion de los extractos etandlicos finales

obtenidos del proceso extractivo

Cédigo indice de Refraccion Densiglgd Extracto
(IR) Etandlico (g/mL)
CBA145R1 1,3535 0,9710
CBA170R1 1,3645 0,9085
CBA195R1 1,3635 0,8187
CBA245R1 1,3550 0,9763
CBA270R1 1,3635 0,9172
CBA295R1 1,3635 0,8214
CBA345R1 1,3530 0,9722
CBA370R1 1,3645 0,8980
CBA395R1 1,3635 0,8195
CBA145R2 1,3535 0,9730
CBA170R2 1,3635 0,9111
CBA195R2 1,3640 0,8150
CBA245R2 1,3550 0,9693
CBA270R2 1,3645 0,9120
CBA295R2 1,3645 0,8202
CBA345R2 1,3545 0,9712
CBA370R2 1,3640 0,8997
CBA395R2 1,3640 0,8210
CBA145R3 1,3530 0,9677
CBA170R3 1,3635 0,9100
CBA195R3 1,3645 0,8106
CBA245R3 1,3555 0,9710
CBA270R3 1,3645 0,9154
CBA295R3 1,3635 0,8265
CBA345R3 1,3545 0,9724
CBA370R3 1,3650 0,9042
CBA395R3 1,3640 0,8223

Fuente: elaboracién propia.
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APENDICE C
. Célculo de la densidad del extracto etandlico

Para determinar la densidad del extracto etandlico obtenido del proceso

extractivo por medio de la técnica soxhlet se tomd la medicion de la masa y
volumen utilizando un picnémetro.

Se utilizo la siguiente ecuacion:

_ Mt (g) —Mo(g) L,
= v (mD) Ecuacion 4

Donde:

o =densidad del extracto etandlico (g/mL)

M; = masa Total (masa picndmetro + masa extracto etandlico) (g)
M, = masa inicial del picnémetro (g)

V = volumen del picnémetro (mL)

Ejemplo:

Datos obtenidos del proceso de extraccidon utilizando la técnica soxhlet
para el tratamiento CBA145R1.

5.2432 () — 4.2460(g)  0.9972
- 1.027 (mL) = Toz7 -~ 09710g/mL
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o Célculo del porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile blanco

(Capsicum annum A.)

Para determinar el porcentaje de rendimiento de oleorresina se requiere
la masa de materia prima utilizada en el proceso extractivo y la masa de

oleorresina recuperada y se aplica la siguiente ecuacion:

) masa de oleorresina recuperada »
% Rendimento = — * 100 Ecuacion 5
masa inicial de muestra

Ejemplo:

Datos obtenidos del proceso de extraccion utilizando la técnica soxhlet
para el tratamiento CBA145R1.

Utilizando la ecuacion 5:

3
— 0
14078 * 100 = 37.83%

% Rendimento =

e Calculo de las Unidades de calor Scoville (SHU) de la oleorresina de

chile blanco (Capsicum annum A.)

Para determinar las unidades de calor Scoville en la oleorresina de chile
blanco (Capsicum annum A.) se requiere la cantidad de capsaicina presente
reportada en ppm a partir del analisis de cromatografia liquida de alta eficiencia

(HPLC) y ese dato se multiplica por un factor de 16.

Unidades de calor Scoville (SHU) = capsaicina (ppm) = 16 Ecuaciéon 6
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Ejemplo:

Datos obtenidos de la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)
para el tratamiento CBA145.

Utilizando la ecuacion 6:

Unidades de calor Scoville (SHU) = 4.47 (ppm) * 16 = 71.52 SHU
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APENDICE D

Porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile blanco (Capsicum

annum A.)
Peso inicial F;)e;igndfl Cantidad de Porcdegtaje
Cdédigo del balon : chile blanco e
@) oleorresina ) rendimiento
(9) (%)
CBA145R1 73,745 79,068 14,078 37,83
CBA170R1 73,745 77,874 14,404 28,69
CBA195R1 73,745 76,783 14,460 21,01
CBA245R1 73,745 78,916 13,953 37,06
CBA270R1 73,745 77,465 13,093 28,44
CBA295R1 73,745 76,477 13,406 20,39
CBA345R1 73,745 78,512 14,052 33,90
CBA370R1 73,745 78,727 14,554 34,23
CBA395R1 73,745 77,105 13,548 24,80
CBA145R2 68,248 74,082 13,078 44,61
CBA170R2 68,248 72,390 13,586 30,49
CBA195R2 68,248 71,009 12,839 21,50
CBA245R2 68,248 73,116 12,045 40,41
CBA270R2 68,248 72,350 13,488 30,41
CBA295R2 68,248 70,749 12,743 19,63
CBA345R2 68,248 73,124 13,058 37,34
CBA370R2 68,248 71,811 12,702 28,05
CBA395R2 68,248 71,300 11,456 26,64
CBA145R3 68,248 73,504 13,948 37,68
CBA170R3 68,248 72,556 14,039 30,68
CBA195R3 68,248 70,900 13,754 19,15
CBA245R3 68,248 72,720 12,907 34,65
CBA270R3 73,745 77,646 11,963 32,33
CBA295R3 68,248 70,670 13,206 18,34
CBA345R3 68,248 72,443 10,844 38,69
CBA370R3 68,248 71,885 12,019 30,26
CBA395R3 68,248 71,152 12,341 23,53

Fuente: elaboracién propia.
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Unidades de calor Scoville (SHU) en funcion de la cantidad de capsaicina

presente en la oleorresina de chile blanco (Capsicum annum A.)

Cédigo Pror_m_adio de Unidad_es de calor
capsaicina (ppm) Scoville (SHU)
CBA145 4,47 71
CBA170 4,05 65
CBA195 16,72 268
CBA245 9,59 153
CBA270 8,29 133
CBA295 10,79 173
CBA345 6,16 99
CBA370 5,12 82
CBA395* 20,99 336

Fuente: elaboracion propia.

Temperaturas de saturacion y constantes dieléctricas de soluciones

alcohdlicas segun EVL binario alcohol etilico — agua a 640 mmHg

EtOH I._|'quido . .Vapor. T sat Cpn§tante A constante
% ()| X Xi | yi| oyl ey | dielectiica ) o g cirica (o)
EtOH H20 |[EtOH | H20 (o)
95, 0,865| 0,135|0,865| 0,135 73 31,577
70, 0,423| 0,577|0,622| 0,378 76 44,694 13,117
45| 0,204 0,796| 0,532| 0,468 78 49,547 4,853
Fuente: elaboracion propia.
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APENDICE E

Comprobacién de resultados por medio de dos métodos de comparacién

de parejas de medias para el porcentaje de rendimiento de oleorresina

e Meétodo LSD (diferencia minima significativa)

LSD = 2CMg
- t%,(k—l)(n—l) n

Buscando el valor de tp025.18 = DISTR.T.INV(0,05;18) = 2,10 o0 en tablas.

25,55
LSD = 2,10 3 = 4,04

Son 3 tratamientos, asi que el niumero de pares de medias que se deben

comparar son.

k-1 _3+G-D _,
2 N 2 B

¢, Cudles tratamientos son diferentes?

Ho::ui:ﬂj
HA:ﬂi;é:uj

Hipotesis generales:
Hy: fys = 70 US Hypt flys # [l7o
Ho: fys = pos VS Hy: flys # [os

Hy: thyo = pos S Hy: fizo # Hos
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Se rechaza la hipotesis H, si ocurre que:

7.~ 7| > 15D

Diferencia de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile

blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la concentracién de la

solucion alcohol etilico - agua por método LSD

Par de _ _ _
_ Diferencia entre medias en valor absoluto
tratamientos
45-70 |38,02 — 30,40| = 7,62
45-95 |38,02 — 21,67| = 16,35
70-95 |30,40 — 21,67| = 8,73

Fuente: elaboracion propia.

Se declaran significativas (se rechaza H,) aquellas diferencias que son mayores

a LSD:

Comparacion de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de

chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la concentraciéon de la

solucién alcohol etilico — agua por método LSD

Diferencia poblacional Comparacion Decisién
p45 — u70 7,62 > 4,04 significativa
p45 — n95 16,35 > 4,04 significativa
M70 — 95 8,73 > 4,04 significativa

Fuente: elaboracién propia.
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¢, Cuales blogques son diferentes?
Ho: Y100 msnm = Ve0 msnm VS HA: Y100 msnm * Y60 msnm
Ho: Y100 msnm = V18 msnm VS HA: Y100 msnm * Y18 msnm

Ho: Y60 msnm = V18 msnm VS HA: Y60 msnm * Y18 msnm

Diferencia de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) en funcién del estrato altitudinal de

procedencia por método LSD

Par de bloques Diferencia entre medias en valor absoluto
(100-60) msnm 1,11
(100-18) msnm 0,64
(60-18) msnm 1,75

Fuente: elaboracion propia.

Se declaran significativas (se rechaza H,) aquellas diferencias que son mayores
a LSD:

Comparacion de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de
chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcion del estrato altitudinal de

procedencia por método LSD

Diferencia poblacional Comparacion Decisién
Y100 msnm — Y60 msnm 1,11 <4,04 no significativa
Y100 msnm — Y18 msnm 0,64 < 4,04 no significativa
Y60 msnm — Y18 msnm 1,75<4,04 no significativa

Fuente: elaboracién propia.
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e Meétodo de Tukey
Ta = qa(kr (k - 1)(b - 1))571'.

Buscando en la tabla de puntos porcentuales del estadistico rango

estudentizado (5%) el valor de qq se obtiene:

Ja (3,18) = 3,61

CMz  |555
Sy, = [ = [ =136

T, =3,61%136 =491

Se declaran significativamente diferentes los pares de medias cuya
diferencia muestral en valor absoluto sea mayor que T4, a continuacion se hace

la comparacion:

Diferencia de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la concentracion de la

solucién alcohol etilico - agua por método de Tukey

Par de . . '
_ Diferencia entre medias en valor absoluto
tratamientos
45-70 |38,02 — 30,40| = 7,62
45-95 |38,02 — 21,67| = 16,35
70-95 |30,40 — 21,67| = 8,73

Fuente: elaboracién propia.
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Comparacion de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de

chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcion de la concentracion de la

solucion alcohol etilico - agua por método de Tukey

Diferencia poblacional Comparacion Decision
significativamente
p45 — p70 7,62>491 _
diferentes
significativamente
p45 — p95 16,35 > 4,91 _
diferentes
significativamente
M70 — 95 8,73>491 )
diferentes

Fuente: elaboracion propia.

Diferencia de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) en funciéon del estrato altitudinal de

procedencia por método de Tukey

Par de bloques Diferencia entre medias en valor absoluto

(100-60) msnm 1,11
(100-18) msnm 0,64
(60-18) msnm 1,75

Fuente: elaboracion propia.
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Comparacion de medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de
chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcidon del estrato altitudinal de
procedencia por método de Tukey

Diferencia poblacional Comparacion Decision
Y100 msnm — Y60 msnm 1,11 <491 no significativa
Y100 msnm — Y18 msnm 0,64 <491 no significativa
Y60 msnm — Y18 msnm 1,75<4,91 no significativa

Fuente: elaboracion propia.
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APENDICE F

Comprobacién de resultados por medio de dos métodos de comparacion
de parejas de medias para la cantidad de capsaicina presente en la

oleorresina de chile blanco

e Método LSD (diferencia minima significativa)

LSD = 2CMg
- t%,(k—l)(n—l) n

Buscando el valor de tp 02518 = DISTR.T.INV(0,05;9) = 2.26 0 en tablas.

2x0,09
2

LSD = 2.26 = 0,66

Son 3 tratamientos, asi que el niumero de pares de medias que se deben

comparar son.

k(k—1) 3xB-1)

3
2 2

¢, Cudles tratamientos son diferentes?

Ho i = 14
HA::uiiluj

Hipotesis generales:

Hy: fys = 70 US Hypt flys # [l7o
Hy: fys = pos S Hy: flys # [os
Hy: thyo = pos S Hy: fizo # Hos
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Se rechaza la hipotesis H, si ocurre que:

7, ~ 7| > LsD
Calculando la diferencia de medias para cada par de tratamientos se obtiene:
Diferencia de medias de la cantidad de capsaicina presente en la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la
concentracion de la solucién alcohol etilico - agua por método LSD

Par de tratamientos Diferencia entre medias en valor absoluto
45-70 0,92
45-95 9,43
70-95 10,35

Fuente: elaboracion propia.

Se declaran significativas (se rechaza H,) aquellas diferencias que son mayores
a LSD:

Comparacion de medias de la cantidad de capsaicina presente en la
oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la

concentracion de la solucion alcohol etilico - agua por método LSD

Diferencia poblacional Comparacion Decisién
p45 — u70 0,92 > 0,66 significativa
p45 — n95 9,43 > 0,66 significativa
M70 — 95 10,35 > 0,66 significativa

Fuente: elaboracién propia.
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¢, Cuales blogques son diferentes?

Ho: Y100 msnm = Ve0 msnm VS HA: Y100 msnm * Y60 msnm
Ho: Y100 msnm = V18 msnm VS HA: Y100 msnm * Y18 msnm

Ho: Y60 msnm = V18 msnm VS HA: Y60 msnm * Y18 msnm

Diferencia de medias de la cantidad de capsaicina presente en la
oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcién del estrato
altitudinal de procedencia por método LSD

Par de bloques Diferencia entre medias en valor absoluto
(100-60) msnm 1,14
(100-18) msnm 2,34
(60-18) msnm 1,20

Fuente: elaboracion propia.

Se declaran significativas (se rechaza H,) aquellas diferencias que son mayores
a LSD:

Comparacion de medias de la cantidad de capsaicina presente en la
oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcion del estrato

altitudinal de procedencia por método LSD

Diferencia poblacional Comparacion Decisién
Y100 msnm — Y60 msnm 1,14 > 0,66 significativa
Y100 msnm — Y18 msnm 2,34 > 0,66 significativa
Y60 msnm — Y18 msnm 1,20 > 0,66 significativa

Fuente: elaboracién propia.
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e Meétodo de Tukey
Ta = qa(kr (k - 1)(b - 1))571'.

Buscando en la tabla de puntos porcentuales del estadistico rango
estudentizado (5%) el valor de qq se obtiene:

Ja (3,9) = 3,95

o _ |CMg_ [009
el T3

T, =395%0,03 =0,12

Se declaran significativamente diferentes los pares de medias cuya
diferencia muestral en valor absoluto sea mayor que T4, a continuacion se hace

la comparacion:

Diferencia de medias de la cantidad de capsaicina presente en la
oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la

concentracion de la solucion alcohol etilico - agua por método Tukey

Par de . . '
_ Diferencia entre medias en valor absoluto
tratamientos
45-70 0,92
45-95 9,43
70-95 10,35

Fuente: elaboracién propia.
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Comparacion de medias de la cantidad de capsaicina presente en la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcién de la

concentracion de la solucién alcohol etilico - agua por método Tukey

Diferencia poblacional Comparacion Decision
p45 — u70 0,92 >0,12 significativa
p45 — u95s 9,43>0,12 significativa
M70 — u95 10,35>0,12 significativa

Fuente: elaboracion propia.

Diferencia de medias de la cantidad de capsaicina presente en la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcion del estrato

altitudinal de procedencia por método Tukey

Par de bloques

Diferencia entre medias en valor absoluto

(100-60) msnm 1,14
(100-18) msnm 2,34
(60-18) msnm 1,20

Fuente: elaboracion propia.
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Comparacion de medias de la cantidad de capsaicina presente en la
oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) en funcion del estrato

altitudinal de procedencia por método LSD

Diferencia poblacional Comparacion Decision
Y100 msnm — Y60 msnm 1,14>0,12 significativa
Y100 msnm — Y18 msnm 2,34>0,12 significativa
Y60 msnm — Y18 msnm 1,20>0,12 significativa

Fuente: elaboracion propia.
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APENDICE G

Primera fila izquierda: fruto de chile blanco (Capsicum annuum A.).
Derecha: plantacién chile blanco en Santa Catalina La tinta. Segunda fila
izquierda: corte del fruto humedo previo al secado. Derecha: secador

eléctrico de flujo transversal.

Fuente: elaboracién propia.
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Primera fila izquierda: balanza de humedad. Derecha: molido de discos
escala laboratorio. Segunda fila izquierda: torre de tamizaje. Derecha:

separaciéon y almacenaje posterior al tamizado.

Fuente: elaboracién propia.
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Primera fila izquierda: proceso extractivo de la oleorresina. Derecha:
monitoreo del indice de refraccion en el proceso extractivo. Segunda fila
izquierda: medicién densidad en el proceso extractivo. Derecha: camara

de extraccion durante proceso extractivo.

Fuente: elaboracién propia.
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Primera fila izquierda: extracto etandlico obtenido. Derecha:
rotaevaporacion del extracto etanélico. Segunda fila izquierda: oleorresina
de chile blanco a punto miel. Derecha: oleorresina de chile blanco

obtenida de pruebas preliminares.

Fuente: elaboracién propia.
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APENDICE H

Procedimiento para la recoleccién de informacién, instrumentos a utilizar
y métodos para el control de calidad de los datos

QCIO

A

SECADO: colocar en el secador eléctrico de flujo transversal el lote de chile
blanco a una temperatura < 40 °C.

ALMACENAJE 1:
colocar en bolsas
herméticas el chile

blanco para su futura
molienda.

chile blanco a
humedad < 10%

MOLIDO: colocar el chile blanco en el molino de tornillo sin fin manual para
reducir el tamafio de particula.

tamarfio de
particula entre No.
tamiz 12 — 25

ALMACENAJE 2:
colocar el chile blanco
molido en bolsas

TARAR: pesar en
» la balanza analitica

de 30 a 40 g de chile
herméticas. bLanco.
UNIDAD DE
Y EXTRACCION

Colocar el chile SOXHLET:
blanco tarado en »| | colocar el dedal con el
un dedal con un material de extraccién,

tapon de algodon. establecer la
temperatura y tiempo

de extraccion.

SOLUCIONES:

preparar soluciones de

etanol absoluto grado

reactivo a 45%, 70% y
95% (V/v).

Definir concentracion de
etanol a utilizar en la
extraccion.

OLEORRESINA: se
obtiene oleorresina a punto

A

miel.

ROTAEVAPORACION:
colocar el extracto etanélico en
el rotaevaporador para
eliminar el exceso de etanol.

ANALISIS FISICOQUIMICOS: l
determinar el porcentaje de
rendimiento, densidad, porcentaje
capsaicina, y pungencia.

ALMACENAJE 3:

colocar la oleorresina en

frascos ambar con tapén

Fuente: elaboracién propia.
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APENDICE 1

Diagrama de requisitos académicos
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Fuente: elaboracién propia.
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APENDICE 2

rbol de problemas

Diagrama de Ishikawa o &
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ANEXOS

Cromatograma de la cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatdgrafo liquido de alta eficiencia.

Cromatograma de la cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de andlisis instrumental, Usac, cromatografo liquido de alta eficiencia.
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Cromatograma de la cuantificacién de capsaicina por HPLC para la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatégrafo liquido de alta eficiencia.

Cromatograma de la cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de andlisis instrumental, Usac, cromatografo liquido de alta eficiencia.
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Cromatograma de la cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

oleorresina de chile

blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatégrafo liquido de alta eficiencia.

Cromatograma de la

oleorresina de chile

cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de andlisis instrumental, Usac, cromatografo liquido de alta eficiencia.
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Cromatograma de la

oleorresina de chile

cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatégrafo liquido de alta eficiencia.

Cromatograma de la

oleorresina de chile

cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de andlisis instrumental, Usac, cromatografo liquido de alta eficiencia.
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Cromatograma de la cuantificacion de capsaicina por HPLC para la

oleorresina de chile blanco (Capsicum annuum A.) de la muestra
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Fuente: Unidad de analisis instrumental, Usac, cromatégrafo liquido de alta eficiencia.
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