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RESUMEN

El chile poblano, especie perteneciente a la variedad de chile Capsicum annum var.
Annuum ‘Poblano’, es un chile ampliamente utilizado dentro de la gastronomia
mexicana siendo sus aplicaciones mas comunes la preparacion de diversos
guisados, asi como salsas; no tan comun es la elaboracidén de un licor a base de
este chile, el cual es expuesto a un proceso de maceracién alcohdlica con la
intencion de extraer su distintivo sabor y bajo nivel de picor, sin embargo, una vez
gue es terminada la manufactura de esta bebida, los remanentes de este fruto son
desechados sin ningun tratamiento, siendo la presencia del alcohol en la materia

prima, la principal causa de esta accion.

Es ampliamente conocida la presencia de compuestos bioactivos presentes en
vegetales, siendo los responsables de la coloracidn e incluso proteccion del ser vivo.
Este tipo de compuestos no Unicamente presentan beneficios para la planta, si no
para quien la consume gracias a su capacidad antioxidante, antiinflamatoria, entre
otras. La capacidad antioxidante permite neutralizar las especies reactivas de
oxigeno (EROSs); en caso de existir un desbalance entre antioxidantes y EROs en el
cuerpo humano, estas especies pueden llegar a desencadenar diversas

enfermedades cronicas.

Para la obtencion de estos compuestos provenientes de las plantas, se utiliza
comunmente la extraccion Soxhlet, sin embargo, es un proceso con alto consumo
de solventes organicos, de energia y de tiempo, ademas que presentas bajas
eficiencias; para combatir esto se han buscado métodos “verdes”, es decir, aquellos
gue su utilizacion signifique una reduccion u omision de posibles impactos negativos
al medio ambiente; entre estas nuevas metodologias se encuentra la extraccion

asistida por microondas (EAM) y la extraccion asistida por ultrasonido (EAU).

Se buscaron las condiciones 6ptimas de temperatura (EAU), tiempo, potencia
(EAM) y concentracion para la extraccion de compuestos bioactivos de residuos de
chile poblano crudo (CPC) y chile poblano asado (CPA), empleando las
extracciones asistidas por microondas y ultrasonido; de igual manera se midio la

capacidad antioxidante de dichos extractos, haciendo uso del radical DPPH.



Los mejores resultados fueron los obtenidos mediante el empleo de ultrasonido en
CPA (1.76+0.14 mg EAG/ g PS) seguido por la extraccion asistida por microondas
usando igualmente CPA (1.48+0.05 mg EAG/g PS). En el caso de la muestra de
CPC, empleo de ambas técnicas no mostré diferencias (p <0.05). Al realizar el
andlisis de la capacidad antioxidante los extractos de chile asado presentaron
mejores resultados que los extractos de chile crudo independientemente del
tratamiento aplicado (ultrasonido o microondas). Se realizaron un total de cuatro
extracciones, encontrando que las condiciones de EAU: 60 °C, 5 min y 2% de
materia vegetal garantizan la mejor taza de extraccion. Los resultados demuestran
que los residuos de chile pueden ser utilizados como fuente de compuestos

fendlicos y explotar su poder antioxidante.
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CAPITULO 1:
ANTECEDENTES
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1.1 INTRODUCCION

Durante la elaboracion del licor de chile poblano, la materia prima es cultivada por
nueve meses, transcurrido este periodo el chile es cosechado para después pasar
por diversos procesos dependiendo de qué variedad de licor se esté elaborando;
entre esos procesos esta el asado y triturado del chile poblano, asi como el secado
para el chile ancho; posteriormente, se somete a un proceso de maceracion
alcohdlica, la cual se lleva a cabo por 6 meses en tinas con alcohol de cafa;
finalmente, se mezcla 'y embotella el producto; la fraccion liquida es separada, y los
residuos de chile generados durante la fabricacion son desechados, esto debido a

la presencia del alcohol al que fueron expuestos.

Acorde a la SEMARNAT (2020), hasta mayo del afio 2020, se estimé una
generacion de 120,128 toneladas por dia de residuos sélidos urbanos a nivel
nacional, de los cuales un 46.42% corresponden a residuos organicos; en cuanto a
nivel industrial se refiere, en el afo 2012 la industria de las bebidas alcohdlicas
genero aproximadamente 4,111 toneladas de desechos organicos por afio.

Se define como residuo organico a aquellos materiales provenientes de especies
vegetales o animales que pueden ser descompuestos mediante la accién de
microorganismos. Sin embargo, independientemente de su naturaleza organica,
estos residuos no estan exentos de generar un impacto negativo en el medio
ambiente e incluso perjuicios a la salud, esto debido a la emision de gases de efecto

invernadero, gas metano (CH,) y diéxido de carbono (C0,) (CCA, 2017).

Los compuestos bioactivos, son compuestos presentes en pequefias porciones en
lo alimentos, que tienen la caracteristica de ser beneficiosos para la salud sin llegar
a ser esenciales para la vida. Dichos compuestos se pueden encontrar en los
alimentos de origen vegetal como animal, siendo los primeros los que mayor

concentracion presentan.

Entre estos compuestos destacan los compuestos fendlicos, los cuales son
moléculas que se encuentran principalmente en tejidos vegetales y son los
responsables de la pigmentacion, la astringencia y funcionan como proteccion para

las plantas ante radiacion UV, parasitos e insectos. De igual forma, han demostrado
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una gran capacidad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria y anti

proliferativas (Albuquerque et al., 2021)

Acorde a Shahidi et al. (2020) la capacidad antioxidante hace posible el retraso o
prevencion de la oxidacion mediante la neutralizacion de diversas especies
reactivas de oxigeno (EROs). Un exceso en la produccion de EROs puede llevar al
desarrollo de enfermades crénicas, tales como cancer, enfermedades respiratorias,

digestivas y neurodegenerativas.

Es mediante estos compuestos, que se combate el estrés oxidativo, previniendo

estos padecimientos (Liu et al., 2018).

La extraccion de compuestos fendlicos presentes en el chile poblano significa una
reutilizacion de los residuos generados en la elaboracién del licor que tiene como
base esta materia prima, otorgando una “segunda vida” y aprovechando asi la
actividad biolégica presente en los residuos del chile para la obtencién de beneficios

a la salud, asi como una posibilidad para mejorar la preservacion de alimentos.

Existen diversas formas por las cuales se pueden extraer los compuestos fendlicos
con el objetivo de aprovechar su capacidad antioxidante, de acuerdo con Mandal et
al (2007), el método de extraccion Soxhlet ha sido muy empleado por los ultimos
126 afios, pero presenta varios defectos como lo son: tiempos de extracciéon largo
(8 — 24+ h), lo cual resulta en un alto consumo de energia caldrica, limitaciones en
la cantidad de muestras que pueden ser procesadas y el uso de grandes cantidades
de solventes organicos que posteriormente requieren que se implementen pasos
para la recuperacion y evaporacion de este con el fin de concentrar el extracto.
Teniendo en consideracion la alta volatilidad, flamabilidad y toxicidad de los
solventes organicos empleados, esto se traduce en un riesgo para la salud y para
el medio ambiente. Por estos motivos ha crecido la tendencia a buscar y hacer uso

de las llamadas tecnologias “verdes”.

Segun Jacotet-Navarro et al. (2016), el objetivo de las tecnologias verdes en los

procesos de extraccion, consisten en alcanzar extracciones mas rapidas, mayor
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transferencia de calor y de masa, reducir la cantidad de pasos llevados durante el

proceso, entre otros.

Bromberger Soquetta et al. (2018), mencionan algunos tipos de tecnologias verdes
para la extraccion, como lo son: Extraccion con fluidos supercriticos (EFS),
extraccion con liquido presurizado (ELP), extraccion asistida por microondas (EAM),
extraccion asistida por ultrasonido (EAU), extraccion asistida por campo eléctrico
pulsado (CEP), descargas eléctricas de alto voltaje (DEAV) y alta presion
hidrostatica (APH).

Son los métodos de Extraccion Asistida por Microondas (EAM) y la Extraccion
Asistida por Ultrasonido (EAU), alternativas para disminuir el impacto ambiental, el

tiempo de extraccion y aumentar la eficiencia del proceso.

Fundamentado en el fenbmeno de la cavitacion, el uso de ultrasonido ha
demostrado resultados favorables en la extraccibn de compuestos bioactivos,

haciendo uso de solventes “limpios”.

La Extraccion Asistida por Microondas, fundamenta su funcionamiento en el
calentamiento derivado del movimiento y colisiones de las moléculas de agua

contenidas en la muestra llevada a exposicion.

En este proyecto se presenta una alternativa para el aprovechamiento de los
residuos organicos generados a partir de la elaboracion del licor de chile, mediante
la extraccion de los compuestos fendlicos presentes en este, con la intencion de
explotar sus capacidades antioxidantes; pretendiendo explotar las amplias ventajas
y oportunidades que traen consigo los métodos de extraccion EAM y EAU,
buscando las condiciones Optimas de en las cuales el proceso se desarrolle de

mejor manera y se alcancen los mejores resultados.

1.2 HIPOTESIS
La utilizacion de Extraccion Asistida por Ultrasonido y de Extraccion Asistida por
Microondas favorece la extraccion de compuestos fendlicos presentes en los

residuos de chile poblano e incrementa su capacidad antioxidante.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones Optimas para la extracciébn de compuestos fendlicos
presentes en residuos de chile poblano, mediante extraccion asistida por
microondas y extraccion asistida por ultrasonido, para evaluar su capacidad

antioxidante.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las condiciones Optimas de extraccion de compuestos fendélicos
presentes en residuos de chile poblano, mediante uso de microondas,
modificando las variables de potencia, tiempo y concentracion.

e Determinar las condiciones Optimas de extraccion de compuestos fendélicos
presentes en residuos de chile poblano, mediante uso de ultrasonido,
modificando las variables de temperatura, tiempo y concentracion.

e Medir la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos que arrojan
resultados de mayor presencia de compuestos fenélicos mediante DPPH
(2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo).

1.4 PLAN DE INVESTIGACION
Teniendo definidos los objetivos especificos de este proyecto, se modelé el plan de

investigacion presentado a continuacion.

1.4.1 Secado y molido de residuo de chile poblano crudo y chile poblano
asado.

Someter a secado los residuos generados en el proceso de manufactura de licor de
chile con el objetivo de eliminar la presencia de alcohol en la muestra, asi como el

excedente de agua.

Posteriormente, la muestra seca se pulveriza con el objetivo de aumentar el area

superficial de ésta.
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1.4.2 Medicion de fenoles presentes en chile poblano crudo (CPC) y chile
poblano asado (CPA) sin la aplicacion de EAU y EAM.

Determinar la presencia de fenoles presentes en las muestras de CPC y CPA, sin
haber sido expuesto a los métodos de extraccion asistida, con el fin de comparar el
impacto de las microondas y el ultrasonido en el proceso de obtencion de

compuestos fendlicos.

1.4.3 Extraccion y comparacion de fenoles presentes en chile poblano crudo
y chile poblano asado.

Aplicar la EAM y EAU a muestras de CPC y CPA para medir y comparar la eficiencia
de las técnicas en el proceso de obtencién de compuestos fendlicos, asi como el
contraste con la muestra que no fue sometida a ninguno de estos dos procesos, con
el fin de determinar cuél de estas variables presenta mejores resultados (CPC/EAM,
CPC/EAU, CPA/IEAM, CPA/EAU, CPC, CPA).

1.4.4 Medicion de capacidad antioxidante mediante radical DPPH.
Exponer los extractos con mejores resultados al radical DPPH, posteriormente y
haciendo uso del espectrofotometro, registrar los valores arrojados por cada

muestra y calcular la capacidad antioxidante de éstas.

1.5 MARCO TEORICO
1.5.1 Chile Poblano

Perteneciente a la variedad de chile Capsicum annuum var. annuum 'Poblano’, es
un chile de gran tamafio, llegando a medir en promedio 12 cm de largo y 6 cm en
su parte mas ancha; usualmente es empleado cuando esta verde o dejandose
madurar, tomando un color rojo intenso y posteriormente secandose para

convertirse en chile ancho.

Usado ampliamente en la cocina mexicana, el chile poblano puede ser consumido
por si s6lo o como acompafamiento; puede ser preparado en forma de rajas, ser
incluido en la elaboracion de salsas y licores, o rellenarse, como lo es en el
tradicional chile en nogada, platillo emblematico del estado de Puebla, region donde
inicio formalmente su cultivo y por el cual recibe el mismo nombre que el gentilicio
perteneciente a este lugar.
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El chile poblano, en comparacion con otros chiles es un fruto de gran tamafio y de
bajo contenido de capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida), compuesto quimico
causante de irritacion en los mamiferos, produciendo en boca sensacion de ardor.
Dentro de la escala de Scoville, en la cual se ha medido el nivel de picor de los
chiles, el poblano recibe un valor de unidad de Scoville de entre 1000-1500; siendo
el valor mas alto la capsaicina pura con 16,000,000 de unidades de Scoville; de esta
manera, se puede observar que el picor presente en el chile poblano es realmente
bajo. Es rico en vitamina C, asi como en fibra, ayudando a controlar los niveles de
colesterol presentes en la sangre y presenta propiedades antioxidantes debido a la

presencia de capsaicina.

La capsaicina (Figura 1) ha sido objeto de estudio por su demostrada capacidad
antioxidante, es decir, su capacidad de donar electrones logrando estabilizar a los
radicales libres, moléculas sumamente inestables que pueden generar dafio celular

y COMO consecuencia provocar alteraciones a la salud.

HO

ZT

H,CO
0

Figura 1.Estructura quimica del 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida (Capsaicina); Fuente: Propia

1.5.2 Radicales Libres y Especies Reactivas de Oxigeno

Los radicales libres son especies que poseen electrones desapareados, por lo
mismo presentan una alta reactividad. En los organismos vivos, los radicales libres
son originados a partir de las especies reactivas de oxigeno y las especies reactivas

de nitrégeno.

Dichas especies llevan a cabo funciones biologicas esenciales para el desarrollo

celular normal, sin embargo, un aumento sobre el nivel normal de estos oxidantes
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puede desencadenar diversas patologias, como enfermedades

neurodegenerativas, cancer, diabetes tipo Il, entre otras (Carvajal Carvajal, 2019).

Entre las principales especies reactivas de oxigeno (EROs) y sustancias
prooxidantes se encuentran el radical hidroxilo (OH’), peréxido de hidrégeno
(H,0,), anién superoxido (0,), oxigeno singulete (10,), 6xido nitrico (NO), perdxido

(037), semiquinona y el ozono (03).

Los radicales libres de oxigeno tienen la siguiente clasificacion: Radicales libres
inorganicos o primarios, originados por la transferencia de electrones sobre el atomo
de oxigeno siendo distintos estados de oxidacion de este; radicales libres organicos
0 secundarios, originados por la transferencia de electrén entre un radical primario
a una molécula orgénica o por reaccién de dos radicales primarios; intermediarios
estables, siendo un grupo de especies que a pesar de no ser radicales libres son

generadoras de estos (Venereo Gutiérrez, 2002).

El dafio celular causado por los EROs ocurre sobre las macromoléculas, como
lipidos, proteinas y el ADN. Es en los lipidos donde se produce el mayor dafio, en
un proceso llamado peroxidacion lipidica, la cual afecta a las estructuras ricas en
acidos grasos poliinsaturados, alterando la permeabilidad de la membrana de la
célula produciendo edema y muerte celular. Dichos &cidos grasos insaturados son
un componente esencial en las membranas celulares y en su funcionamiento, sin
embargo, son vulnerables a la oxidacion iniciada por los EROs (Venereo Gutiérrez,
2002).

En la Figura 2 se presenta el mecanismo de reaccion de la peroxidacion lipidica,

explicado a continuacion (Céspedes Miranda & Castillo Herrera, 2008):

1. El proceso de iniciacion ocurre cuando el radical libre ataca a un carbono
perteneciente a la cadena de un acido graso, provocando asi la formacién de
una especie radical. La presencia de un doble enlace provoca un
debilitamiento del enlace C-H adyacente a este; de igual manera, aporta

estabilidad al radical libre por resonancia.
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2. Por reaccion en cadena se generan mas especies radicales, la primera
especie radical formada reacciona con el oxigeno formando un radical
peroxilo que a su vez reacciona con acidos grasos poliinsaturados
adyacentes generando un hidroperédxido y un radical alquilico; a esta serie
de reacciones se les conoce como propagacion.

3. La fase de terminacion sucede cuando los hidroperéxidos formados se
descomponen en etano, pentano, aldehidos y cetonas. Los aldehidos
formados pueden hacer reaccibn con proteinas y acidos nucleicos,
determinando efectos adversos para la salud.

;0
74 + "OH i» 4 Lipido radical
H

Iniciacion

Lipido insaturado
Propagacion

a1

Lipido peréxido Lipido peroxil radical

Figura 2. Mecanismo de reaccion de peroxidacion lipidica; Fuente: Wikipedia

Acorde a Venereo-Gutiérrez (2002), el estrés oxidativo es la exposicion de materia
viva a diversas fuentes que producen una ruptura en el equilibrio que debe existir
entre sustancias prooxidantes y mecanismos antioxidantes, estos ultimos siendo los

encargados de eliminar dichas especies quimicas.

La fuente de dichas sustancias prooxidantes puede ser enddégena o exdégena; las
generadas de manera enddgena son producto de diversos procesos celulares
llevados a cabo dentro del cuerpo humano; por su parte las fuentes exégenas son

factores que al estar expuestos a ellos se favorece la produccién de estas especies,
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entre estos se encuentra: exposicion a radiacion, al ozono, tabaco, productos

quimicos industriales, entre otros (Corrales & Mufioz Ariza, 2012).

1.5.3 Antioxidantes

Durante afios, el uso de extractos naturales ha sido empleado dentro de la medicina
tradicional, gracias a sus propiedades antiinflamatorias, antiespasmadicas,
antioxidantes, entre otras. Los compuestos antioxidantes son aquellos que ayudan
a proteger las células de los efectos dafiinos de las ya mencionadas EROs. Las
moléculas antioxidantes tienen la propiedad de prevenir el dafio oxidativo ya que
son capaces de donar electrones a los radicales libres, logrando estabilizarlos y de
esta manera neutralizar los efectos dafinos que provocan (Granados Conde et al.,
2019).

Los antioxidantes pueden tener dos tipos de origen, el natural y el sintético. Los
antioxidantes sintéticos son utilizados comunmente en la industria alimenticia como
método de conservacion, algunos ejemplos son: butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo (GP) y la terbutilhidroquinona (TBHQ);
en los ultimos afios, esta clase de antioxidantes han sido cuestionados debido a su
alta volatilidad, su facil descomposicion en presencia de altas temperaturas y
posibles efectos adversos a la salud de quienes los consumen. Es por ello por lo
que se ha aumentado la busqueda de alternativas naturales que ejerzan la misma
funcidén que estos compuestos sin presentar estas desventajas; aunado a esto, ha
aumentado la tendencia por parte de los consumidores a buscar productos naturales

en reemplazo a los elaborados sintéticamente (Valenzuela V. & Pérez M., 2016).

Los antioxidantes naturales se han clasificado de dos formas, el sistema enziméatico
(endbégenos) y no enzimatico (exdgeno); el primero esta basado en enzimas que se
encuentran presentes en el organismo como son: Superéxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT); el sistema no enzimatico se encuentra
compuesto principalmente por las vitaminas, minerales y otras sustancias, las

cuales son obtenidas mediante la alimentacion (Sanchez, 2013).

De acuerdo con Prakash & Gupta (2009), el consumo de frutas, verduras y cereales

integrales, reducen el riesgo de enfermedades cronicas generadas por el estrés
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oxidativo, gracias a que estos alimentos son fuente de una gran variedad de
antioxidantes de procedencia natural siendo los carotenoides, tocoferoles, acido

ascorbico, acido lipdico y polifenoles, compuestos con gran capacidad antioxidante.

1.5.3.1 Carotenoides: Los carotenoides son pigmentos liposolubles naturales
sintetizados por plantas, algas y bacterias. Presentan sensibilidad al oxigeno, a
metales, acidos, peroxidos, calor, luz y lipoxigenasas. Los carotenoides son
tetraterpenos constituidos por multiples unidades de isopreno (Figura 3) con un
anillo ciclohexano en cada extremo. Se pueden encontrar 2 tipos de carotenoides
(Figura 4): carotenos, que no contienen oxigeno en sus anillos terminales y las

xantofilas que si lo tienen (Carranco Jauregui et al., 2011)

N

Isopreno

Figura 3. Estructura de Isopreno; Fuente: Propia

Carotenos

Figura 4. Estructura de Xantoéfilas y Carotenos; Fuente: Propia

Una caracteristica distintiva de los carotenoides es la presencia de la molécula

llamada “cromdéforo” la cual otorga la capacidad a los carotenoides de absorber la

21



luz en la region visible y como consecuencia se presenta una gran capacidad de

coloracién tanto en frutos como en vegetales.

Como se hacia mencién anteriormente, el consumo de frutas y verduras reduce el
riesgo de padecer enfermedades, de manera mas especifica, estudios han
determinado que el consumo de alimentos ricos en carotenoides (Tabla 1) esta
asociado a una disminucion del riesgo de padecimiento de cancer de pulmon,
mama, prostata, asi como de enfermedades que afectan al tracto gastrointestinal
(Prakash & Gupta, 2009).

Johnson (2002), menciona una serie de estudios realizados a los carotenoides, asi
como su interaccion con la salud humana,; el autor habla del estudio de prevencion
del cancer realizado en Linxian (China), donde fue encontrado que al suplementar
la alimentacién con 3 caroteno, vitamina E y selenio, se condujo a una disminucién
en la mortalidad total (9%), en especifico por cancer (13%) y de manera mas
particular, por cancer de estbmago (21%).

Tabla 1. Tipos, fuentes y caracteristicas de carotenoides

Carotenoide Alimento Caracteristicas Estructura

Isbmeros estructurales

. con actividad .
ay B Caroteno Zanahoria o o Figura 5
provitaminica (Vitamina

A).
Isébmero del B caroteno
Licopeno Tomates careciente de actividad Figura 6
provitaminica.
Pigmentos de color
Mango, _
) _ _ amarillo, concentrados _
Luteina/zeaxantina naranja, Figura 7
en la macula, parte

guayaba, etc. _
central de la retina.
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Carotenoide Alimento Caracteristicas Estructura

Mandarina, o .
' _ Actividad provitaminica .
B-Criptoxantina papaya, A Figura 8
sandia, etc. '
Salmon, Pigmento soluble en
Astaxantina microalgas y liquido de color rojo Figura 9
levaduras. intenso.

g-caroteno

[-caroteno

Figura 5. Estructura del a y B8 Caroteno; Fuente: Propia

Licopeno

Figura 6. Estructura de Licopeno; Fuente: Propia
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OH

Zeaxantina

Figura 7. Estructura de Luteina y Zeaxantina; Fuente: Propia

[p—criptoxantina

Figura 8. Estructura de B-Criptoxantina; Fuente: Propia

Astaxantina

Figura 9. Estructura de Astaxantina; Fuente: Propia

1.5.3.2 Tocoferoles y Tocotrienoles: Los tocoferoles y tocotrienoles son derivados
del cromano (Figura 10), con una cadena lateral de tipo isoprenoide, de forma

colectiva conocidos también como vitamina E (Duran & Borja Padilla, 1993).
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Figura 10. Estructura cromano; Fuente: Propia

Una de las funciones con mayor importancia que han sido atribuidas a esta vitamina,
es su capacidad antioxidante. Siendo las propiedades redox del anillo cromano el
responsable de este comportamiento. Un ejemplo de su funcionamiento in vivo es
la proteccion del ataque de radicales peroxilos, que, al reaccionar con los
tocoferoles, estos radicales generan hidroperoxidos lipidicos con un

comportamiento relativamente estable (Febles Fernandez et al., 2002).

Acorde a Zamora, (2007), la vitamina E es considerado como el antioxidante
liposoluble mas importante, ya que esta localizado en el medio hidrofébico de las
membranas, siendo su principal funcion actuar como antioxidante natural ya que
reacciona con los radicales libres generados en la fase lipidica, sirviendo como

proteccién para las membranas.

Entre los alimentos que contienen vitamina E, se encuentran: Aceite de germen de
trigo, girasol y carcamo; frutos secos, semillas (almendras) y hortalizas verdes
(brécoli, espinaca) (Vitamina E - Datos En Espafiol, 2020).

Agrupados como Vitamina E, se encuentran cuatro isoformas del tocoferol y cuatro

isoformas del tocotrienol.

A continuacién (Figura 11), se muestra la estructura de la molécula, mientras que

en la Tabla 2 se explican las diferencias entre cada isomero.
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Figura 11. Estructura general de Tocoferoles y Tocotrienoles; Fuente: Menéndez, J. (2014)

Tabla 2. Isdmeros de Tocoferol y Tocotrienol.

Isbmero Estructura
a-Tocoferol R; =R, = R; = CH;4
B-Tocoferol R, =R3;=CH3;R, =H

y-Tocoferol R, =R,=CH;;R; = H
o-Tocoferol Ri=R,=R;=H
a-Tocotrienol R, =R, =R; =CH;4
B-Tocotrienol R, =R;=CH3;;R, = H
y-Tocotrienol Ry =R, =CH3;R; =H

O-Tocotrienol Ri=R,=R;=H

1.5.3.3 Acido Ascorbico: También conocido como vitamina C Figura 12), es un
nutriente hidrosoluble presente en alimentos como citricos, pimientos rojos y verdes,
entre otros. En el cuerpo, la vitamina C presenta un comportamiento antioxidante
sirviendo de proteccion a las células; de igual manera, el cuerpo humano requiere

esta vitamina para la produccion de colageno, una proteina indispensable para la
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cicatrizacion de heridas, asi como ayuda a la absorcion de hierro presente en
alimentos, contribuyendo al funcionamiento del sistema inmune (Vitamina C - Datos
En Espafiol, 2019).

Acido ascorbico

Figura 12. Estructura de la Vitamina C; Fuente: Propia

La Vitamina C tiene la capacidad de reducir diversas sustancias, tales como
compuestos derivados de especies reactivas de oxigeno (superéxido y radical
hidroxilo); especies reactivas de nitrogeno (6xido nitrico, dioxido de nitrégeno y
peroxinitrito); compuestos como el radical alfa-tocoferoxil, el cual es producido
cuando un radical libre tiene interaccion con el a-Tocoferol, el 4cido ascorbico hace
posible la reduccion nuevamente a a-Tocoferol, permitiendo su reutilizacién como
antioxidante; elementos como el hierro férrico a hierro ferroso, favoreciendo su
absorcion intestinal; compuestos reactivos pero que no son radicales libres, como

el ozono, acido hipocloroso, entre otros (Castillo-Velarde, 2019).

1.5.3.4 Acido Lipoico: El acido lipoico (Figura 13), se encuentra en carnes rojas,
levadura de cerveza, germen de trigo, espinaca, entre otros. Tiene la capacidad de
disolverse en medio acuoso y medio graso, por lo que se le conoce como
“antioxidante universal”. Tanto el acido lipoico como su forma reducida, actian como
neutralizadores de radicales libres y tienen la peculiaridad de poder reciclar otros
antioxidantes, por lo que es también llamado antioxidante de antioxidantes (Durand
& Mach, 2013).
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Acido lipoico

Figura 13. Acido Lipoico; Fuente: Propia

1.5.3.5 Polifenoles: Los polifenoles o fendlicos son aquellos compuestos que
contienen un anillo aromético con sustituyentes hidroxilo (OH). Dependiendo de su
estructura quimica, pueden ser clasificados en: acidos fendlicos, flavonoides,

estilbenos y lignanos (Prakash & Gupta, 2009).

1.5.3.5.1 Acidos Fendlicos: Clasificados en &acidos hidroxibenzoicos y &cidos
hidroxicinamicos. Su capacidad antioxidantes se debe a su estructura quimica, la
cual permite la formacién de un radical fenoxilo el cual es estabilizado por

resonancia (Urias Orofia et al., 2016).

1.5.3.5.2 Flavonoides: Esta sustancia con bajo peso molecular, producida por casi
todas las plantas vasculares, aporta proteccién a las plantas contra la fotooxidacion
de la luz ultravioleta del sol, intervienen en el transporte de hormonas y sirve como
defensa ante depredadores; por medio del color que otorga a estas, atrae insectos
polinizadores apoyando la conservacion y reproduccion de estas especies (Estrada
Reyes et al., 2012).

Los flavonoides estan dividos en varios subgrupos (Tabla 3), estos grupos estan
clasificados acorde al estado de oxidacion del anillo heterociclico (denominado

anillo “C”) y la posicién de anillo B.
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Tabla 3.Subgrupos pertenecientes a flavonoides (Adaptado de Quifiones et
al., 2012)

Subgrupo Caracteristicas

Fuentes Estructura

Es el grupo de

Flavonoles polifenoles con mayor

presencia en alimentos.

Son el grupo de
flavonoides menos
Flavonas

abundantes en

alimentos.

Son localizadas
mayoritariamente en
Flavanonas .

partes sélidas de la

fruta.

Su estructura es similar
Isoflavonas

a los estrégenos.

Compuesto hidrosoluble

S y uno de los grupos mas
Antocianidinas
importantes de

pigmentos vegetales.

Pueden encontrarse

coOmo monoémeros o

Flavanoles como polimeros con

distintos grados de

polimerizacion.

Té, vino, frutas
citricas y

verduras.

Apio y perejil.

Citricos,
tomates y

menta.

Presentes casi Figura 15
exclusivamente

en leguminosas.

Cereales, vino
tinto, vegetales

y frutas.

Frutas, vino,

chocolate y té.
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Figura 14. Estructura general de Flavonoides; Fuente: Robert A. (2018)
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Figura 15. Estructura quimica subgrupos de flavonoides; Fuente: Robert A. (2018)

1.5.3.5.3 Estilbenos: Son hidrocarburos aromaticos que pueden ser encontrados
en dos formas isomeéricas; como trans-1,2-difeniletileno y como cis-1,2-difeniletileno

(Figura 16). En especifico, es el isomero trans, el cual presenta mayor actividad

30



beneficiosa para la salud. Este compuesto ha sido encontrado en plantas como en

bacterias.

7N

Trans-1.2-difeniletilenc Cis-1,2-difeniletilenc

Figura 16. Isomeros del estilbeno; Fuente: Propia

1.5.3.5.4 Lignanos: Al igual que las isoflavonas, los lignanos son considerados
como fitoestrégenos, es decir, que tienen una estructura muy similar al estrogeno.
En caso de haber deficiencia de estrdgeno en el cuerpo, los lignanos pueden
realizar la labor de estos; sin embargo, cuando el estrogeno es abundante, los
lignanos pueden llegar a desplazarlo. Las fuentes mas ricas de lignanos es la linaza,

asi como calabaza, arandanos, té negro y té verde.

HO

Enterolactona

Figura 17. Enterolactona, lignano formado por bacterias intestinales; Fuente: Propia
1.5.4 Alimentos Funcionales
Los alimentos funcionales, son aquellos que ademas de su valor nutrimental,
contienen componentes biol6gicamente activos que pueden aportar efectos

beneficiosos para la salud, disminuyendo el riesgo de contraer ciertas
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enfermedades. Estos alimentos pueden ser naturales o bien alimentos a los cuales

se les ha afadido, incrementado o eliminado algan componente (Beltran de Heredia,

2016) .

En la actualidad, el concepto de nutricion ha ido evolucionando, inicialmente se

buscaba una alimentacién que fuera suficiente; ahora, su objetivo se ha expandido

a buscar una mejor calidad de vida, asi como aportar a la mejora de la salud del

consumidor. Existen diversos tipos de alimentos funcionales (Tabla 4), asi como

diversos enfoques para estos, entre ellos se encuentran: alimentos probioticos,

prebiodticos y simbidticos; enriquecidos con fibra; acidos grasos omega 3, acido

oleico y fitoesteroles; fitoestrogenos y compuestos fendlicos (Silveira-Rodriguez

etal., 2003).
Tabla 4. Alimentos Funcionales

Alimento Descripcion Ejemplos Fuente de

Funcional obtencién

Probidticos Contienen probidticos, Lacticaseibacillus casei,  Yogur,
organismaos Vivos Lacticaseibacillus chucrut, kéfir.
provenientes de cepas rhamnosus,
bacterianas especificas Bifidobacterium animalis,
que se agregan a los entre otros.
microorganismos sanos
alojados en el intestino.

Prebioticos Son fibras vegetales, las  Lactulosa, oligofructosa,  Alimentos
cuales actian como inulina, entre otros. como: ajo,
nutrimento para las cebolla, miel,
bacterias sanas avena,
impulsando asi su cebada, entre
crecimiento. otros.

Simbidticos Contienen tanto Yogur enriquecido con Productos
probioticos como Bifidobacterium animalis  comerciales.
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Alimento Descripcion Ejemplos Fuente de
Funcional obtencion
prebiodticos, aumentando  como probidtico e inulina
la eficacia del alimento. como prebidtico.
Enriquecidos Fibra soluble: Ayuda a Yogur comercial Productos
con fibra reducir los niveles de enriquecido con nueces, comerciales,
colesterol y glucosa en la cereales y semillas. frijoles,

Acidos grasos

omega 3

Acido Oleico

Fitoesteroles

sangre.
Fibra insoluble: Apoya al
movimiento a traves del

aparato digestivo, siendo

de gran utilidad para

combatir el estrefiimiento.

Acido graso insaturado
con la propiedad de
reducir la inflamacion en
el cuerpo, evitando asi
enfermedades cardiacas
0 accidentes

cerebrovasculares.

Grasa monoinsaturada
con beneficios a la salud,
ya que reduce el riesgo
de sufrir enfermedades
cardiovasculares o
hepaticas.

Moléculas con estructura
guimica similar al
colesterol con la

caracteristica que no

Acido alfa-linoleico, acido
eicosapentaenoico, acido
docosahexaenoico, entre

otros.

No aplica

No aplica

citricos, frutos
secos, cebada,

entre otros.

Pescados y
mariscos,
nuecesy
semillas,
aceites de
plantas y
alimentos
fortificados.
Aceite de
oliva, aceite de
aguacate,

entre otros.

Vegetales,
frutas,
semillas, entre

otros.
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Alimento

Funcional

Descripcion

Ejemplos

Fuente de

obtencién

Fitoestrogenos

Compuestos

fendlicos

pueden ser absorbidos

por el organismo ademas

de no ser producidos por

el mismo; su consumo
ayuda a la disminucion
de los niveles de
colesterol ya que
bloquean su absorcién

intestinal.

Moléculas con estructura

y funciones similares a la

de los estrégenos;
previniendo de
osteoporosis,

enfermedades

cardiovasculares, cancer

y sintomas asociados a
la menopausia.
Compuestos cuya
estructura molecular
contiene grupos fenoles;
conocidos por su
capacidad antioxidante,
asi como su efecto
guelante que se traduce
en beneficios para la

salud.

Cumestranos,

isoflavonas lignanos.

Acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y

lignanos

Frutos secos,
semillas, vino,
cerveza,

frutas, etc.

Frutas,
verduras y

cereales.
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1.5.5 Compuestos fendlicos.

En los dltimos afios ha aumentado cada vez més el interés en los compuestos
fendlicos gracias a las propiedades medicinales que les son atribuidas. Estudios
han demostrado la gran relacion entre el consumo de vegetales y frutas con la
reduccion de diversas enfermedades; por ejemplo, se ha observado un menor
riesgo de padecimiento de cancer en personas con un alto consumo de estos
alimentos, mientras que aquellos con bajos consumos presentan mayor propension

a desarrollar este mal (Abu Reidah, 2013).

Se han realizado estudios a diversas fuentes de obtencion de compuestos fendlicos
como vegetales, frutas, té y residuos alimenticios, entre otras, arrojando una gran
presencia de polifenoles en residuos de plantas y de productos agroalimentarios
(Alara et al., 2021). Durante la elaboracién de licor de chile poblano, los residuos
generados usualmente son desechados, esto debido a la presencia del etanol al

gue fueron expuestos en el proceso de manufactura de esta bebida.

Por lo que la extraccion de compuestos fendlicos presentes en el chile significa una
reutilizacion de estos residuos, otorgandoles asi una “segunda vida” y permitiendo
el aprovechamiento de la ya mencionada capacidad antioxidante que poseen;
resultando en un producto con potenciales efectos positivos a la salud, asi como la

posibilidad de ser aplicado en la preservacion de alimentos.

Para lograr la obtencion de estos componentes provenientes de la matriz vegetal,
se pueden llevar a cabo diversas formas de extraccion, entre las cuales se
encuentran metodologias convencionales, asi como métodos mas complejos y no

tan comunes (Tabla 5).

Tabla 5. Métodos de extraccion (Adaptado de Alara et al., 2021)

Convencional No Convencional
Maceracion Liquidos presurizados
Decoccién Agua subcritica
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Convencional No Convencional

Percolacion Fluidos supercriticos
Infusion Asistida por microondas
Soxhlet Asistida por ultrasonido

Digestion En fase sdlida

Extraccién Asistida por alta presion

Seriada hidrostatica

Debido a que los métodos de extraccion convencionales presentan algunas
desventajas, se han desarrollado alternativas que no presenten los mismo errores
o fallos que las opciones convencionales. Entre las mejoras implementadas en estos
métodos de extraccion se encuentran: la automatizacién, mayor selectividad,
mayores eficiencias y reduccidn en el consumo de solventes. Las extracciones
convencionales generalmente requieren un paso de recuperacién, asi como un
paso de concentracion de extracto, lo que se traduce en gasto energético, asi como
una mayor inversion de tiempo, en cambio ofrecen un menor costo de operacion y
procesos sencillos de realizar; sin embargo, estudios han demostrado los efectos
ambientales, asi como bajas eficiencias obtenidas al emplear estos métodos. Por el
contrario, los métodos no convencionales han demostrado grandes ventajas, como
mejores eficiencias, disminucion en el uso de solventes, reduccién en la generacion
de residuos téxicos, menores tiempos de extraccion y reproducibilidad (Alara et al.,
2021).

1.5.6 Extraccion Asistida Por Microondas

Las microondas forman parte del espectro electromagnético, el cual es el conjunto
de radiaciones electromagnéticas que se propagan por el espacio en forma de onda.
Estas radiaciones son diferenciadas por su frecuencia y su longitud de onda, siendo

la primera el numero de ciclos que presenta durante un tiempo determinado,
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mientras que la longitud de onda es una magnitud inversamente proporcional a la

frecuencia, que mide la distancia que existe entre dos crestas de la onda.

ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

I WA VAVAVAVIIT T

A ONDAS DE RADIO ULTRAVIOLETA
RADIACION MICROONDAS | INFRAROJO I RAYOS X | RAYOS GAMMA

LONGITUD DE 30 nm Tmm 10nm 0,1nm

ONDA LUZ VISIBLE

700 nm 600 nm 500 nm 400 nm

Figura 18. Espectro electromagnético.; Fuente: llustra2 (2020)

Las radiaciones electromagnéticas son distribuidas y clasificadas dentro del
espectro electromagnético, ordenando dichas radiaciones desde aquellas con
menor longitud de onda hasta las que poseen mayor longitud. El espectro esta
compuesto de diferentes regiones (Tabla 6), cada una de ellas se distingue de las
otras por el comportamiento de sus ondas durante la emision, transmision y

absorcion.

Tabla 6. Regiones del espectro electromagnético.

Region Longitud de Onda
Rayos Gamma Menor a 10x10~12
Rayos X Menor a 10x10~°

Radiacion UV extrema Menor a 200x10~°
Radiacién UV cercana Menor a 380x10~°

Espectro de luz visible Menor a 780x10~°
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Regidn Longitud de Onda

Infrarrojo cercano Menor a 2.5x1076
Infrarrojo medio Menor a 50x10~°
Infrarrojo lejano Menor a 1x1073

Radiaciéon de microondas Menor a 1x1072

Ondas de radio de ultra

_ Menor a 1
alta frecuencia
Onda de radio de muy
. Menor a 10
alta frecuencia
Onda corta de radio Menor a 180
Onda media de radio Menor a 650
Onda larga de radio Menor a 10x103

Onda de radio de muy
_ _ Mayor a 10x103
baja frecuencia.

Las microondas son principalmente utilizadas para la transmision de informacion,
por ejemplo, las telecomunicaciones, la radiodifusion, internet, sefales de television,

hornos de microondas, entre otros.

El horno de microondas, electrodoméstico que es utilizado en la vida diaria por miles
de personas, utiliza estas ondas para lograr el calentamiento de los alimentos
introducidos en él; a diferencia de los hornos convencionales de cocina, los cuales
basan su funcionamiento ya sea a través de aire caliente o de resistencias,
proporcionando calor a la parte externa del alimento, es decir, el calentamiento
sucede desde el exterior hacia el interior de este. Por otro lado, el horno de
microondas funciona sin un medio que caliente el alimento, siendo las mismas
microondas quienes brindan la energia desde el interior del alimento que poco a

poco se va propagando en este. El calentamiento se debe a la friccion generada por
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las moléculas de agua que se encuentran contenidas dentro del alimento; este
comportamiento es causado por el dipolo presente en la molécula, que al ser
expuesta a un campo eléctrico intenta alinearse con €l, generando oscilaciones y

roces entre si, dando como resultado el calentamiento.

Usado como método de extraccion, las microondas han sido probadas y verificadas
como meétodo de extraccion de componentes bioactivos presentes en material
vegetal lo cual ha despertado gran interés desde el punto de vista cientifico.
Asimismo, esta técnica permite una rapida extraccion de solutos provenientes de
matrices herbales, presentando eficiencias en la extraccion similares a los métodos
convencionales, diferenciandose por su bajo consumo de disolventes, la poca
generacion de residuos y la reduccion de la liberacion de solventes que signifiquen
un peligro para el medio ambiente, reduciendo a su vez la exposicion del humano a

estos solventes (Bagade & Patil, 2019).

A pesar de que comunmente el material vegetal utilizado para la extraccion es
secado, las células de las plantas contienen particulas microscépicas con muestras
de humedad, siendo estas el objetivo para el calentamiento por microondas. Al
calentarse, las particulas de agua se evaporan generando altas presiones, que
finalmente provocan la ruptura de las paredes celulares, facilitando la lixiviacion.
Este fendmeno puede ser potenciado mediante el uso de solventes con una mayor

eficiencia en el calentamiento por microondas (Mandal et al., 2007).

Existen diversos factores que afectan la extraccion asistida por microondas, entre
las que se encuentran las propiedades del solvente, ya que este se debe establecer
con base en la solubilidad del constituyente que se quiere extraer; el tiempo de
extraccion, un factor importante para la optimizacion de la extraccion por
microondas debido a que el tiempo de exposicion requerido esta ligado a la matriz
vegetal que se esté utilizando; potencia del microondas, la cual se recomienda que
sea de moderada a baja; se han reportado estudios en los cuales potencias mayores
a 500 W no presentan ningun impacto en la eficiencia de la extraccion; las
propiedades de la matriz de la planta; y la temperatura, ya que un aumento de

temperatura aumenta la desorcion del analito, significando una mejora en la
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eficiencia de la extraccion, a pesar de ello, es importante el monitoreo de este factor,
ya que puede generar la degradacion de compuestos termolabiles (Bagade & Patil,
2019)

Acorde a reportes de Alara et al. (2019), donde se extrajeron y caracterizaron
compuestos bioactivos en hoja de Vernonia amigdalina, mediante la aplicacion de
las técnicas de extraccion Soxhlet y EAM, la asistida por microondas resulto la
técnica con mejores resultados en un tiempo de extraccién menor y haciendo uso

de cantidades mucho menores de solvente.

1.5.7 Extraccién Asistida por Ultrasonido

El ultrasonido es una serie de ondas electromagnéticas, originadas por la vibracion
de un cuerpo elastico y propagadas por un medio material, empleando una
frecuencia mayor a la audible por el oido humano. Las ondas ultrasénicas son
clasificadas como longitudinales y transversales; las primeras son aquellas donde
el desplazamiento a través del medio esta en la direccion hacia donde se desplaza
la onda, y las segundas corresponden a las vibraciones de la onda que son

perpendiculares a la direccidén hacia donde se propaga esta.

Dependiendo de la frecuencia, el ultrasonido esta dividido en tres categorias:
Ultrasonido de potencia con frecuencia entre 20 y 100 kHz, ultrasonido de alta
frecuencia entre 100 kHz y 1 MHz, y ultrasonido de diagndstico con frecuencias con
valores de 1 a 500 MHz (Pilli et al., 2011). El ultrasonido de potencia (20-100kHz),
es usado quimicamente debido a la capacidad que presenta de generar
cavitaciones (Wu et al., 2013).

El empleo de ultrasonido para fines de extraccion de compuestos bioactivos tiene
como objetivo destruir las paredes celulares y de esta manera facilitar la
disponibilidad de materia intracelular. Al propagarse, el ultrasonido genera ciclos de
compresion, los cuales generan una presion positiva en el liquido, empujando y
juntando las moléculas; a su vez, genera ciclos de rarefaccion, que, contrario a la
compresion, ejerce presiones negativas separando las moléculas una de la otra.
Causado por las presiones negativas tan altas, se generan microburbujas, las

cuales van creciendo poco a poco hasta alcanzar un diametro inestable, por lo que
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terminan colapsando y produciendo ondas de choque con temperaturas de
alrededor de 500°C y presiones de 500 atm. Este proceso es el fenomeno conocido

como cavitacion (Figura 19) (Pilli et al., 2011).

\
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Figura 19. Fendbmeno de la cavitacion; Fuente: Mediklar (2020)

De igual manera, el uso del ultrasonido ejerce un efecto mecanico, el cual, permite
una mayor penetracion del solvente, incrementando el area de superficie de

contacto entre la fase liquida y la solida (Rostagno et al., 2003).

Por su parte, un bafio ultrasénico (Figura 20) es un dispositivo capaz de transformar
energia eléctrica en energia mecanica, teniendo una gran variedad de campos de
aplicaciéon. De acuerdo con Pilli et al. (2011), el ultrasonido es generado por dos
técnicas: magnetostrictiva, donde la energia eléctrica es convertida en vibraciones
mediante una bobina magnética unida a una pieza vibrante; y piezoeléctrica, donde
la energia es convertida en energia eléctrica de alta frecuencia mediante el uso de

cristales piezoeléctricos, para posteriormente ser convertida ondas de sonido.

Figura 20. Bafio ultrasonico; Fuente: Propia
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Aligual que con las microondas, la extraccion asistida por ultrasonido tiene variables
que deben ser consideradas, las cuales incluyen potencia ultrasénica,
caracteristicas del reactor, interaccion entre el solvente y la muestra, temperatura,

asi como la frecuencia (Esclapez et al., 2011).

Esta metodologia de extraccion ha demostrado resultados favorables para la
extraccion de compuestos bioactivos. da Porto et al. (2013), mencionan que para la
extraccion de aceite de semilla de uva fue empleado ultrasonido con una frecuencia
de 20 KHz, una potencia de 150 W durante un periodo de tiempo de 30 minutos, el
rendimiento obtenido fue similar al obtenido por medio de extraccion Soxhlet, con el
diferenciador que este proceso tomo 6 horas y la cantidad de polifenoles extraidos

por ultrasonido fueron mayores.

1.5.8 Determinacién de capacidad antioxidante mediante radical DPPH
El DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) es un radical libre utlizado para la
determinacion de la capacidad de diversas sustancias de donar electrones a este

compuesto, es decir, su capacidad antioxidante.

El funcionamiento de este radical esta centrado en la presencia de un atomo de
nitrégeno desapareado (Figura 21), el cual es reducido mediante el ataque de un

atomo de hidrégeno sobre este.

N—N NO,

Figura 21. 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) Fuente: Slashme (2011)

Acorde a Kedare & Singh (2011), la estabilidad del radical libre DPPH es causada

a la deslocalizacion del electrén libre sobre toda la molécula, de esta manera y a
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comparacion de la mayoria de radicales libres, las moléculas no logran dimerizar; el
radical posee un caracteristico color violeta intenso que en solucion con etanol
arroja valores de absorcion de alrededor de 520 nm; siendo la pérdida de esta
coloracion el principal indicativo de una reaccion de reduccion, es decir, la ganancia
del electron que otorgan las sustancias antioxidantes provenientes de la muestra

gue es analizada.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y
METODOS
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2.1 Materia Prima

2.1.1 Residuos de Chile Poblano

Se emplearon residuos de chile poblano (Capsicum annuum var. annuum '‘Poblano’)
fresco (CPC) y asado (CPA), proporcionados por una fabrica local de la ciudad de
Puebla después de ser utilizados en la elaboracién de licor. Los residuos fueron
secados en deshidratador de charolas (Excalibur, Modelo 3900B, EUA) a una
temperatura de 52°C por un tiempo total de 8 horas. Una vez secos, se procedi6 a

pulverizar el producto en un procesador de alimentos (NutriBullet, Italia).

2.2 Métodos
En la Figura 22 se muestra el procedimiento experimental, el cual fue llevado a cabo
en las instalaciones de la Division de Ciencias de la Vida (DICIVA), perteneciente a

la Universidad de Guanajuato.

Obtencion y
secado de la
materia
prima.

Y

Andlisis
colorimétrico

Y

Determinacién

X ccion 1 r
Extraccion de humedad .
sin asistencia Extraccion

de - ; —» asistida por
microondas o microondas.
ultrasonido.
Y
Extraccion
asistida por
ultrasonido.

Y
Determinacién
de fendlicos
presentes en
extractos.

Y

Extraccion a
condiciones
Optimas.

Y
Evaluacion
de capacidad
antioxidante
mediante
radical DPPH

Figura 22. Diagrama de procedimiento experimental; Fuente: Propia
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2.2.1 Colorimetria
Se realiz6 el analisis de colorimetria empleando el equipo ColorFlex EZ (Hunterlab,
Modelo 45/0, EUA), obteniendo parametros de luminosidad (L), gamas de verde a

rojo (a) y gamas de amarillo a azul (b) (Konica Minolta, 2020).

El procedimiento consto de la previa calibracién del equipo haciendo uso del cristal
negro (calibracion a cero), para la posterior medicion por triplicado de muestras de
CPC y CPA. Una vez obtenidos los valores se calcul6 el promedio y desviacion
estandar; asi como el angulo hue (h), que expresa el matiz.

2.2.2 Determinacion de humedad.

El contenido de humedad se determiné siguiendo el método oficial 31.012 1984 de
la A.O.A.C (1984), el cual consta de someter la muestra a secado en estufa de
desecacion, teniendo un registro de los pesos antes y después del secado,
calculando el porcentaje de humedad mediante el uso de la siguiente férmula.

(M1 - M2)100

H dad % =
umedad % M, — M,

Ecuacién 1: Calculo de porcentaje de humedad

Donde:
M, es el peso del crisol.
M, es el peso de la muestra y crisol antes del secado.

M, es el peso de la muestra y crisol posterior al secado.

Para esta determinacion, se utilizaron placas metélicas, ingresadas a un horno
(ShelLab, EUA) con el objetivo de lograr un peso constante. Una vez terminado ese
proceso, se pesaron y se les agregd 1 g de chile poblano crudo (CPC) y chile
poblano asado (CPA) por triplicado, las muestras ingresaron a 105 °C por
aproximadamente 24 h.
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2.2.3 Extraccion de fenoles sin asistencia de microondas o ultrasonido.

La extraccidon sin emplear ninguno de ambos métodos de asistencia (EAU y EAM),
se llevd a cabo con el fin contar con valores de referencia con los cuales poder
comparar los resultados que se obtengan mediante la aplicacion de las tecnologias
aplicando la siguiente metodologia: Se agregaron 500 mL de agua destilada en
vasos de precipitado con capacidad de 1000 mL; posteriormente, se pesaron 25 mg
de chile poblano asado y 25 mg de chile poblano crudo con la intencion de lograr la

maxima concentracion establecida en el disefio de experimentos (5% p/v).

Para evitar la separacion entre los sélidos y el liquido, las muestras fueron agitadas
mecanicamente por 150 segundos haciendo uso un homogeneizador mecanico
(IKA, T25 digital Ultra-Turrax, China) a una velocidad de 7000 revoluciones por

minuto.

Una vez terminado este proceso, se trasvasaron aproximadamente 12 mL de
muestra a tubos falcon con capacidad de 15 mL para ser sometidos a centrifugacion
en centrifuga (Hermle, Modelo Z 326 K, Alemania) por 15 minutos, a una
temperatura de 4 °C y 3750 rpm. Al finalizar el centrifugado, se retir6 el

sobrenadante y fue almacenado en congelacién para su posterior analisis.

2.2.4 Extraccion de fenoles mediante EAM

Antes de iniciar los trabajos de extraccion, se realizé una curva de calibracion para
el horno de microondas con el objetivo de calcular la potencia de salida y asi
determinar cuéles de los niveles de calentamiento presentan menor variacién en

sus resultados y aplicar las condiciones con menor variabilidad.

Se pesaron e introdujeron en un horno de microondas convencional (Figura 23) (LG,
modelo MS-0745VS, Corea del Sur), 1000 g de agua por 60 segundos variando los
porcentajes de potencia del equipo (10-100%); para la obtencion de los resultados,
se midio la temperatura del agua antes de ser expuesta a microondas (T;) y la

temperatura posterior al calentamiento (7r). Se realiz6 este procedimiento por

duplicado para tener una mayor certeza en los datos obtenidos.
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Teniendo los datos recopilados, se emplearon las siguientes formulas para realizar

los calculos correspondientes:
Q = mCpAT

Ecuacion 2: Célculo de calor

Ecuacion 3:Energia transferida

Donde:

Q = Calor Recibido

Cp = Calor Especifico

m = Masa

AT = Temperatura Final — Temperatura Inicial
E = Energia transferida

t = Tiempo de exposiciéon

Se obtuvo la media y desviacion estandar de los valores obtenidos para cada
porcentaje de potencia, y con estos datos se construy0 la curva de calibracion; se
analiz6 dicha gréfica y se determinaron los porcentajes de potencia a ser
empleados, la decisibn fue basada en aquellos porcentajes que presentaban
valores bajos de desviacion y que ayudaran abarcando un rango mas amplio de

potencias.

Para la extraccion asistida por microondas, con el fin de determinar el efecto de las
variables de potencia, tiempo de extraccion y concentracién del soluto durante la
extraccion, se construyd un disefio de experimentos de tipo Box-Behnken
empleando el software estadistico Minitab 19 (Minitab Inc., State College, PA,
U.S.A)); en la Tabla 7 se muestran los niveles asignados a las variables a evaluar;

y la Tabla 8 muestra los tratamientos resultantes.
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Figura 23. Microondas utilizado para extraccion; Fuente: Propia

Tabla 7. Rango de valores asignados para EAM.

Factor Nivel bajo Nivel alto
Potencia del 20 100
microondas (%)
Tiempo de 60 150
extraccion
(segundos)
Concentracion del 2 5

soluto (% p/v)

Tabla 8. Corridas y condiciones de tratamiento por microondas.

Concentracion

Corrida Tiempo (s) Potencia (%)
(%op/v)
1 60 3.5 100
2 105 5 100
3 105 3.5 60
4 105 2 20
5 150 3.5 20
6 150 35 100
7 105 5 20
8 60 3.5 20



Concentracion

Corrida Tiempo (s) Potencia (%)
(Yop/v)
9 105 35 60
10 105 2 100
11 150 5 60
12 60 5 60
13 60 2 60
14 105 3.5 60
15 150 2 60

Una vez terminada la curva de calibracién y establecidos los valores de los

parametros para las extracciones, se procedié a comenzar los tratamientos.

Se inicia el procedimiento pesando la cantidad requerida de muestra de chile,
dependiendo del porcentaje de concentracion que se vaya a utilizar; una vez
pesado, se agrega la muestra a un vaso de precipitado con capacidad de 1000 mL
para posteriormente agregar 500 mL de solvente (agua destilada); el siguiente paso
consiste en someter a agitacion en un homogeneizador mecanico (IKA, T25 digital
Ultra-Turrax, China) con los parametros aplicados anteriormente, es decir, 150
segundos a 7000 revoluciones por minuto; al terminar este proceso de agitacion, el
vaso con la muestra es introducido al horno de microondas y expuesto a los valores

de tiempo y temperatura correspondientes a la corrida que se esté realizando.

Al terminar el tratamiento, una pequefia porcion de la muestra es trasvasada a un
vaso de precipitado de 40 mL e introducido a un recipiente que contiene agua con
hielo; esto con el fin de realizar un choque térmico que detenga el calentamiento de
la muestra y asi evitar una posible descomposicion de los compuestos termolabiles

extraidos.

Posteriormente, se vacié una cantidad aproximada de 12 mL de muestra a tubo

falcon con capacidad de 15 mL, el cual se sometia a centrifugacion por 15 minutos
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a 4 °Cy 3750 rpm; terminado este proceso se retira el sobrenadante y se dispone

la muestra a congelacion.

Figura 24. Muestras sometidas a choque térmico posterior a exposicién a microondas; Fuente:
Propia

2.2.5 Extraccion de fenoles mediante EAU

Durante la extraccion asistida por ultrasonido se empled, un bafio ultrasonico
(VelaQuin, modelo 8893). De igual manera, la intencion de este trabajo es evaluar
los efectos de las variables involucradas en el proceso; temperatura, tiempo y
concentracion. Se repitié la elaboracion del disefio de experimentos utilizando el
Software Estadistico Minitab 19 (Minitab Inc., State College, PA, U.S.A)); la Tabla 9
muestra el rango de valores para las variables asignadas; en la Tabla 10 se

encuentran los tratamientos a realizar.

Figura 25. Bafio ultrasénico y EPP empleados para extraccion; Fuente: Propia
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Tabla 9. Rango de Valores Asignados EAU

Factor Nivel bajo Nivel alto
Temperatura de 20 60
extraccion (°C)
Tiempo de 5 25
extraccion
(minutos)
Concentracion del 2 5

soluto (% p/v)

Tabla 10. Corridas y condiciones de tratamiento por ultrasonido

Corrida Temperatura (°C) Tiempo (min) Concentracion
(Yop/v)

1 60 5 3.5

2 20 15 2

3 40 25 2

4 40 15 3.5

5 60 15 2

6 40 25 5

7 20 5 3.5

8 60 25 3.5

9 60 15 5
10 40 5 2
11 20 15 5
12 20 25 3.5
13 40 5 5
14 40 15 3.5
15 40 15 3.5
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El procedimiento es similar a los realizados anteriormente, inicialmente se pesa la
cantidad necesaria de chile para obtener la concentracion deseada y se agrega a

un matraz Erlenmeyer de 250 mL agregando 200 mL del solvente utilizado.

Posteriormente, se sometieron a agitacion mecéanica siguiendo los parametros

empleados en los procesos anteriores.

Figura 26. Muestras antes de ser sometidas a ultrasonido; Fuente: Propia

Para el proceso de extraccidon, se programé el bafio ultrasénico con el tiempo y
temperatura indicados, para llegar a la temperatura se aceleraba el proceso
agregando agua caliente en caso de necesitarse una temperatura mayor o agua fria
para una temperatura menor; se colocaron los matraces en el interior del bafio, se
ingresaban de manera simultanea el CPC como el CPA; como equipo de proteccién
personal fue necesario el uso de proteccion auditiva, debido a los continuos y largos

periodos de exposicion al ultrasonido.
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Figura 27. Muestras de chile durante extraccién con ultrasonido; Fuente: Propia

Por ultimo, se realizé el procedimiento de trasvase, centrifugacion y congelacion

descritos en la seccion 2.2.4

2.2.6 Determinacion de fenoles presentes en los extractos obtenidos
El calculo para determinar la presencia de fenoles en los extractos obtenidos fue

elaborado de la siguiente manera:

Se preparé el reactivo de Folin — Ciocalteu, agregando 1 mL de reactivo por 4 mL
de agua destilada, asi como una solucién de carbonato de sodio en agua (0.5% p/v).
Una vez finalizada la centrifugacién (15 min, 4°C y 3750 rpm), el paso siguiente
consistié en agregar en tubos de ensaye 200 uL de cada extracto, 200 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteu y 2 mL de solucién de carbonato de sodio, asi como la
elaboracién de un “blanco” el cual contenia agua destilada reemplazando el extracto
(Singleton & Rossi, 1965).

Los tubos fueron almacenados durante una hora en la oscuridad para
posteriormente hacer la medicion de absorbancia a una longitud de onda
establecida de 760 nm en espectrofotometro (Thermo Scientific, Modelo: Genesys

10S, EUA), midiendo inicialmente la muestra “blanca” seguido por las muestras.

Por ultimo, se determind la concentracion en gramo de muestra seca (CPC o CPA)

por mL de agua (g/mL).
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Figura 28. Extractos sometidos a Folin-Ciocalteu; Fuente: Propia

Figura 29. Espectrofotometro utilizado en medicién de absorbancia; Fuente: Propia

Se utiliz6 acido galico como estandar y el contenido de fenoles en muestra se
expresa como equivalente de &cido galico; para dicho calculo. Se realiz6 la curva
de calibracién de acido galico a diferentes concentraciones con el objetivo de
calcular su absorbancia y obtener la ecuacion perteneciente a dicha curva.

A partir de la ecuacion de la recta: y=mx+b en la cual “y” se refiere a los valores
obtenidos en las mediciones de absorbancia, se despeja y calcula “x” que son los
miligramos de equivalente de acido galico por mililitro (mg EAG/mL). El siguiente
paso consta en la division de los valores obtenidos (mg EAG/mL) por la
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concentracion (g PS/mL) para obtener valores en funcién de miligramos de

equivalente de acido galico por gramo de peso seco (mg EAG/g PS).

mg EAG
“mL Mg EAG xmE  mg EAG
gPS — gPSxmk  gPS
mL

Ecuacion 4. Unidades de fendlicos totales

Para la elaboracion de la curva de acido galico, se sigui6 la siguiente metodologia:

Se pesaron 30 mg de muestra de acido galico, se agregé 10 ml de agua con el
objetivo de obtener una concentracién de 3 mg/ml.

Se preparo el reactivo de Folin Ciocalteau, asi como la solucién de carbonato.

Se trasvasO consecutivamente para obtener diluciones con concentraciones mas

bajas manteniendo un volumen constante de 10mL (Tabla 11).

Tabla 11. Concentraciones de primera dilucion de acido galico para curva de
calibracion

Concentraciones de acido galico.

Concentracion
2.5 2 15 1 05 0.2
(mg/ml)

Volumen de
10 1.7 20 15 33 5.0 6.0
Agua
Volumen
utilizado de
_ - 83 80 75 6.7 5.0 4.0
solucién

previa

Las diluciones se sometieron al método Folin Ciocalteau, sin embargo, las muestras

presentaron una coloracion azul oscura, sefial de una concentracibn muy alta de
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acido galico; por lo cual se determin6 tomar 200 pL de la muestra mas concentrada

(3 mg/mL) para ser diluida en 1, 2 y 3 mL de agua.

Al

Figura 30. Muestras con alta concentracion de fendlicos; Fuente: Propia

A estas tres diluciones se les volvio a someter al método de Folin Ciocalteau,
arrojando como mejor resultado la muestra diluida en 3 mL, por lo que se decidio

tomar 200 pL de todas las muestras y diluirlas en 3 mL de agua.

Para abarcar valores mas bajos, de la ultima muestra (concentracion de 0.2) se
tomaron 0.5 mL y se llevaron a agua destilada con una relacion 1:1y 1:2; de igual

manera a esas diluciones se le aplico la metodologia empleada anteriormente.

Figura 31. Muestras posteriormente a dilucion con agua; Fuente: Propia

Se obtuvieron los siguientes valores de absorbancia y con base en ellos se elaboro

la curva de calibracion y se calculd la ecuacion de la recta (Tabla 12).
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Tabla 12. Concentraciones de primera dilucion de acido gélico para curva de
calibracién

Concentracion (mg/mL) de acido galico.

Concentracion 3 2.5 2 1.5 1 0.5 0.2 0.0125 0.0062

Volumen de
3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 1.0 15
Agua

Concentracion

Final 0.1875 0.1562 0.125 0.0937 0.0625 0.0312 0.0125 0.0062 0.0041
ina

Absorbancia 1.318 1.032 0.73 0.65 0429 0.233 0.085 0.046 0.038

2.2.7 Extracciéon a condiciones 6ptimas

Una vez obtenidos los resultados arrojados en la determinacién de fendlicos, la
informacion obtenida fue analizada mediante un disefio de experimentos de tipo Box
Behnken con un nivel de confianza de 90%. Se analizaron las medias de los valores
obtenidos en las extracciones y se calcularon los valores de p de los factores y sus
interacciones. Se construyeron graficas de contorno para conocer el efecto de las
interacciones en el rendimiento de los compuestos fendlicos. Finalmente, utilizando
los coeficientes obtenidos, se propuso un modelo de prediccidn para optimizar el
rendimiento de los compuestos fendlicos para ambos métodos (EAU y EAM). De
igual manera, se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) para determinar el
efecto de la materia prima usada (CPC y CPA) y la tecnologia de extraccidn aplicada
(EAM y EAU), realizando una comparacion de medias con una prueba de Tukey con

un nivel de confianza del 95%.

Una vez obtenidas las ecuaciones y mediante el uso del software Excel, se
obtuvieron las condiciones o6ptimas de tiempo, potencia y concentracion para
extraccion asistida por microondas; temperatura, tiempo y concentracion para

extraccion asistida por ultrasonido.
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Se realizaron las extracciones correspondientes siguiendo la metodologia indicada
para cada una (EAM y EAU), asi como el célculo de fendlicos totales siguiendo el

proceso realizado y descrito anteriormente.

2.2.8 Evaluacién de capacidad antioxidante mediante radical DPPH
2.2.8.1 DPPH
Por ultimo, los extractos Optimos fueron sometidos a medicion de capacidad

antioxidante empleando el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Para la prueba de inhibicion de radical DPPH, se disolvieron 3 mg de radical en 50
mL de metanol absoluto; se programo el espectrofotometro a 515 nm y se midié la
absorbancia de la solucién buscando una absorbancia de 0.70+0.02 nm, en caso
de quedar con valores superiores se agregaba mas metanol, por el contrario, en
caso de obtener valores debajo del objetivo, se aumentaba la concentracion de
radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995).

Figura 32. Solucién radical DPPH en metanol; Fuente: Propia

Los extractos por analizar fueron descongelados y centrifugados para precipitar las
particulas solidas presentes; posterior a la centrifugacion, las muestras fueron
filtradas por gravedad y se tomaron 1.5 mL de sobrenadante para ser centrifugados
nuevamente; para terminar, se dispusieron 0.250 mL de extracto en 0.750 mL de

agua destilada.
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Figura 33. Filtracién de extractos a analizar; Fuente: Propia

El siguiente paso consistio en agregar 1.6 mL de solucion de radical DPPH a la
solucion de metanol con agua dejando reaccionar por 30 minutos en la oscuridad;

finalmente, se realizaron las lecturas de la absorbancia a 515 nm.

Para la interpretacion de los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de radical

DPPH mediante la siguiente férmula:

A .y
%DPPH Inhibicién = —S20rol  muestra . 4

Acontrol

Ecuacion 5. Calculo % de inhibicién DPPH

Donde:
Acontror €S la mezcla de metanol con la solucion de DPPH

Apuestra €S la mezcla del extracto con la soluciéon de DPPH.

La capacidad antioxidante es expresada como micromol de equivalente de Trolox
por gramo de muestra (umol ET/g); para el célculo de estos valores y al igual que
para el calculo de fendlicos, es empleada la ecuacién de la recta obtenida mediante
curva de calibracién; de igual manera se lleva a cabo la sustitucion de la variable “y”
correspondiente al porcentaje de inhibicion, asi como el despeje de “x” variable que
expresa en micromol los equivalentes de Trolox por mL (umol ET/mL); para ser
posteriormente divido por la concentracion (g/mL) quedando expresado en las

unidades mencionadas anteriormente (Ecuacion 5). Debido a que las muestras
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fueron diluidas en agua, los valores obtenidos se multiplicaron por el factor de

dilucion.
umol ET
~mL __ MmolET xwmk  umol ET
9 = gxmk g
mlL

Ecuacion 6. Unidades de capacidad antioxidante
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y
DISCUSION
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3.1 Colorimetria

De acuerdo con Martinez Damian et al. (2019), el color es un parametro de medicion
de gran utilidad para la determinacion de la calidad en frutos y hortalizas; resultados
pertenecientes a estudios realizados por los autores, arrojan un alto contenido de
compuestos polifendlicos en chile guajillo, atribuyendo la presencia de estos al color

rojo caracteristico de esta materia prima.

Basado en esto, se realiz0 el estudio de colorimetria a las muestras de chile poblano
crudo y chile poblano asado (Tabla 13).

Tabla 13. Resultados estudio de colorimetria de chile poblano crudo y asado

Parametro CPC CPA
L 38.627+0.1767 26.090+0.1578
a 3.196+0.005* 4.053+0.058®
b 25.580+0.314 16.470+0.141B
h 82.915+0.097A 76.207+0.2518

*Los valores en fila que comparten misma letra no presentan una diferencia significativa (p<0.05).

Basado en el diagrama de cromaticidad L*a*b (Figura 34), el chile poblano crudo
presentd valores mas altos para luminosidad (L) y parametro “b” (transiciéon entre
azul y amarillo), mientras que la muestra asada obtuvo valores superiores en cuanto

al parametro “a” (transicion entre verde y rojo).

~ Qtaadr:anll Red

4 .
Quadrant IV +a

Figura 34. Diagrama de Cromaticidad; Fuente: Konica Minolta (2020)
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Los valores fueron promediados e ingresados a un convertidor con el objetivo de

transformar los valores obtenidos en forma L* a* b a RGB y asi conseguir una

interpretacion visual de la coloracion medida de cada muestra (Figura 35).

Figura 35. Color presente en muestras de CPC y CPA; Fuente: Propia

Sant’Anna et al. (2013), realizaron una evaluacion de la relacion entre los cambios
de color de diversas muestras haciendo uso de los parametros de CIELAB y su
contenido de compuestos bioactivos; sin embargo, existe mucha variabilidad en los
resultados reportados por investigaciones que buscan encontrar la conexion entre
el color y los componentes bioactivos en frutos y vegetales, ya que, para cada uno
de estos alimentos, asi como el proceso al que se haya sometido, la presencia de
compuestos esta relacionada a diferentes parametros CIELAB; se expone el caso
de la extraccion de zanahoria negra por maceracion enzimatica, donde se encontrd
una correlacion existente entre los valores de a* y el contenido total de flavonoides
como de fendlicos; dicha correlacion indica que entre mas rojiza sea la coloracion,
mayor contenido de fendlicos presentes en el extracto; por el contrario al extracto
de arrayan al cual se relaciona su concentracion de fendlicos con valores

pertenecientes al parametro b*.

3.2 Determinacion de Humedad
Para el proceso de extraccion asistida por microondas, el agua contenida en la
muestra juega un papel muy importante; de acuerdo con Mandal et al. (2007), al

calentarse las particulas de agua, éstas se evaporan generando altas presiones,
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provocando la ruptura de las paredes celulares facilitando la lixiviacion. Por su parte,
en la extraccidn asistida por ultrasonido, el agua sirve como medio de propagacion
de las ondas ultrasonicas, generandose en ella el fenomeno de las burbujas de

cavitacion y como consecuencia la extraccion de la materia celular.

En la presente investigacion, se calcul6 el porcentaje de humedad presente en las

muestras de CPC y CPA, arrojando los resultados mostrados en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados determinacion de humedad de chile poblano crudo y
chile poblano asado

Muestra Humedad (%)
CPA 6.246x0.147
CPC 5.023+0.277

Ambas muestras fueron sometidas al mismo proceso de deshidratacion por lapsos
aproximados de 4 horas, entre los cuales se dejaba reposar al equipo para
posteriormente seguir con el proceso; siendo estas pausas la posible causa de la

diferencia presentada.

3.3 Extraccion de fenoles sin asistencia de microondas o ultrasonido.
La extraccion sin emplear ninguno de los métodos de extraccion ya mencionados,
se realizo con el objetivo de obtener valores de referencia con los cuales contrastar

los valores de fendlicos arrojados por las extracciones asistidas.

Se ingresaron 50 gramos de chile poblano crudo y chile poblano asado a vasos de
precipitado con un contenido de 500 mL para posteriormente ser agitados
mecanicamente, una vez obtenidos los extractos se tomo6 una pequefia porcion de

estos para ser centrifugados.

Debido a que las muestras y SUA no iban a ser sometidas a ningun proceso
de extraccion asistida, se determind utilizarlas con la concentracién mas alta que se

emplearia en los demas tratamientos.
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3.4 Extraccion Asistida por Microondas

Para la extraccion asistida por microondas, Bagade & Patil (2019), reportan la
importancia y repercusion en el rendimiento, de factores presentes en el proceso de
extraccion como lo es la temperatura, la naturaleza y volumen del solvente, el
tiempo de exposicion, la potencia del microondas, asi como las propiedades de la
matriz. Por lo que se realizaron una serie de pruebas con el equipo para poder
determinar el volumen Optimo de solvente a emplear con base en las temperaturas

que se lograban alcanzar, tiempo de exposicion y la potencia del microondas.

3.4.1 Determinacion de volumen y tiempo a emplear.

Se iniciaron los trabajos de prueba utilizando volimenes de 25 y 50 mL, sin
embargo, en periodos sumamente cortos la muestra entraba en ebullicion perdiendo
gran cantidad de solvente y llegando a temperaturas muy altas, por lo que se opto
por realizar pruebas a volUmenes superiores; en Tabla 15 se muestran los valores
de temperatura alcanzados empleando un volumen de 500 mL a la maxima potencia

ofrecida por el equipo.

Tabla 15. Temperaturas alcanzadas por la muestra en microondas.

Tiempo (minutos) Temperatura (°C)
0 (Inicial) 25.3
1 44.1
2 65.1
3 83.5
4 92.3
5 93.2

Con base en lo obtenido se decreto hacer uso de 500 mL de agua como solvente,
esto gracias al rango de tiempo del que permite hacer uso sin llegar a la ebullicion

con tanta rapidez, como sucedio con los voliumenes preliminares.

Para la variable correspondiente al tiempo de exposicion, se tomdé como base lo

reportado por Sepulveda & Zapata (2019), donde se evaluo el efecto de la temperatura
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sobre compuestos fendlicos presentes en extracto de Bixa Orellana L.; los autores
experimentaron con valores de temperatura de 70/80/90 °C, los cuales demostraron
que la velocidad de degradaciéon aumenta conforme incrementa la temperatura.
Sustentado en lo presentado por los autores, se decidi6 utilizar el parametro inferior
de temperatura aplicada (70°C) como temperatura maxima para la realizacion de

las extracciones en microondas.

Fue entre los tiempos de exposicion de 2 y 3 minutos donde se encontro el valor de
temperatura seleccionado para el proceso de extracciéon (70°C), por lo que se llevo
a cabo una interpolacion simple con la intencion de calcular con mayor exactitud el

tiempo al cual se alcanzan este valor (Tabla 16).

Tabla 16. Regresion con valores obtenidos

Tiempo (min) Temperatura (°C)
2 65.1
2.15 70
2.5 74.07
3 83.5

La interpolacién arrojé un tiempo de 2.15 minutos (129 s); con fines de practicidad
se optd por emplear 2.5 minutos (150 s) los cuales reportaban una temperatura de

74.07 °C, valor muy cercano al establecido.

3.4.2 Potencia del microondas

La potencia del microondas es un factor con gran impacto al momento de realizar
una extraccion en microondas; se reporta por parte de Bagade & Patil (2019) que el
uso de altas potencias puede significar la pérdida de constituyentes presentes en
las plantas, de igual manera, se menciona el poco efecto que tienen potencias

superiores a 500 watts en el rendimiento de extraccién de compuestos bioactivos.

El equipo utilizado ofrece la posibilidad de controlar el porcentaje de potencia
utilizado, por lo que con la finalidad de conocer de forma numérica la potencia que
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ofrece cada porcentaje, se realizaron las mediciones de potencia mostradas en la
Tabla 17.

Tabla 17. Potencia de salida del microondas

Potencia (%) Q) Potencia (W)
10 4184+1775 69.73+29
20 6903.6+295 115.06+4
30 9623.2+1183 160.38+19
40 12342.8+887 205.71+14
50 15899.2+0 26410
60 18200.4+295 303.34+4
70 22802.8+2662 380.04+44
80 24476.4+295 399.80+44
90 29078.8+3846 484.64+64

100 28660.4+295 477.67+4

Para realizar un andlisis visual de los datos recolectados, se graficé la potencia
expresada en porcentaje con la potencia expresada en watts (Figura 36).

500
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*

300 L

5
[=]
o

Potencia (W)
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10 20 30 40 50 &0 70 80 30 100
Potencia (%)

Figura 36. Potencias de salida microondas; Fuente: Propia
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Con la informacién proporcionada, se buscaron aquellos porcentajes de potencia
cuyos resultados presentaran menor desviacion estandar, es decir, valores mas
constantes, los cuéles fueron el 20, 40, 50, 60, 80 y 100%; finalmente, se determind
hacer uso de potencias que permitieran evaluar tanto valores bajos como medios y
altos de estas, por lo que se decidio utilizar los porcentajes correspondientes al 20,

60 y 100% de capacidad del equipo.

3.4.3 Proceso de Extraccion
Una vez finalizado estos procesos preliminares, se dieron por iniciadas las corridas

previamente determinadas (Tabla 8) para la extraccion asistida por microondas.

En Tabla 19 se presenta el peso y concentracion contenido en cada una de las

corridas, asi como su homenclatura correspondiente.

3.5 Extraccion Asistida por Ultrasonido

Para llevar a cabo la extraccion asistida y al igual que la asistida por microondas,
hay una serie de parametros que se deben tener en cuenta con la intencién de
obtener los mejores resultados posibles, entre estos se encuentra la potencia
ultrasonica, la frecuencia, temperatura, el disefio del reactor, los solventes a utilizar,

la relacién entre la muestra y solvente, entre otros (Esclapez et al., 2011).

El equipo utilizado nos ofrece una potencia de 200 W, asi como una frecuencia de
40 kHz y permite controlar las variables de tiempo, asi como temperatura; basado
en diversas fuentes consultadas, se determiné trabajar con tiempos de 5, 15y 25

minutos, y temperaturas de 20, 40 y 60°C.

Posterior a estas consideraciones, se realiz6 el respectivo disefio de experimentos
y se obtuvieron las condiciones para la extraccion (Tabla 10). La Tabla 20 muestra

los valores de peso y concentracion para cada corrida.

3.6 Determinacion de compuestos fendlicos presentes en extractos.

La determinacién de grupos fendlicos presentes en la muestra se determiné
mediante el uso del reactivo Folin-Ciocalteau; estos compuestos reaccionan con el
reactivo dando como resultado una caracteristica coloracion azul que puede ser

determinada por espectrofotometria.
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Se realizé una curva de calibracion empleando &cido galico para la obtencion de
una ecuacion de la recta que permitiera calcular la presencia de fenoles en los
extractos obtenidos; se realizaron diversas diluciones hasta encontrar las
adecuadas para este procedimiento, a las cuales se les midié la absorbancia (Tabla
12) y con la informacion recolectada se construydé un gréafico (Figura 37)
relacionando las concentraciones con la absorbancia medida para posteriormente
obtener la ecuacion buscada.

Curva de Calibracién Acido Galico
Absorbancia = 0.00411 + 6.661 Concentracion

ik 5 0.0489551
b R-cuad. 99.0%
12 R-cuad.fajustadao) 298.9%
10
]
2 o8
5+
= *
=
%
2 06
<
04
02
0.0
0.00 0.05 010 015 020

Concentracion

Figura 37. Curva de calibracion de &cido galico; Fuente: Propia

La recta resultante presenté un alto coeficiente de determinacién (R>=0.9901) dando
asi la certeza que la ecuacion (Ecuacion 7) presenta una alta confiabilidad para

poder ser utilizada en los calculos necesarios.

Absorbancia = 6.6612 (Concentraciéon) + 0.0041

Ecuacion 7. Ecuacion de la recta AG

Contando con la ecuacion requerida, se procedidé a hacer la medicion de
absorbancia, asi como calculo de fendlicos de todos los extractos obtenidos hasta

el momento (extraccion sin asistencia, con microondas y con ultrasonido).
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Tabla 18. Calculo de fendlicos a extractos de CPA y CPC sin asistencia.

Contenido de

Peso Concentraciéon Absorbancia compuestos fendlicos
Muestra
(g/mL) (nm) mg EAG
mgEAG/mL
/g PS
SUA 25.006 0.050 0.439 0.065 1.304
SUC 25.041 0.050 0.205 0.030 0.603

Tabla 19. Calculo de fendlicos a extractos de CPA y CPC por microondas.

Contenido de compuestos

Muestra Peso  Concentracion Absorbancia tendlicos
(9) (9/mL) (hm)
mgEAG/mL mg EAG/g PS
MA1l  17.503 0.035 0.311 0.046 1.316
MA2  25.009 0.050 0.447 0.066 1.329
MA 3 17.52 0.035 0.355 0.053 1.503
MA 4  10.045 0.020 0.207 0.030 1.516
MA5  17.535 0.035 0.403 0.060 1.708
MAG6  17.544 0.035 0.486 0.072 2.062
MA7  25.011 0.050 0.49 0.073 1.458
MA8  17.511 0.035 0.412 0.061 1.748
MA9  17.508 0.035 0.419 0.062 1.779
MA 10 10.01 0.20 0.219 0.032 1.611
MA 11 25.004 0.050 0.599 0.089 1.786
MA 12  25.007 0.050 0.572 0.085 1.705
MA 13  10.006 0.020 0.203 0.030 1.492
MA 14  17.503 0.035 0.375 0.056 1.591
MA 15 10.009 0.020 0.209 0.031 1.537
MC1l 17.528 0.035 0.175 0.026 0.732
MC2  25.015 0.050 0.278 0.041 0.822
MC3  17.505 0.035 0.149 0.022 0.621
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_ . Contenido de compuestos
Peso Concentraciéon Absorbancia

Muestra fenodlicos
(9) (9/mL) (nm)
mgEAG/mL mg EAG/g PS
MC 4 10.034 0.020 0.109 0.016 0.785
MC 5 17.539 0.035 0.156 0.023 0.650
MC 6 17.544 0.035 0.2 0.029 0.838
MC 7 25.012 0.050 0.23 0.034 0.678
MC 8 17.502 0.035 0.195 0.029 0.819
MC 9 17.503 0.035 0.176 0.026 0.737
MC 10 10.006 0.20 0.117 0.017 0.847
MC 11 25.01 0.050 0.25 0.037 0.738
MC 12  25.005 0.050 0.23 0.034 0.678
MC 13 10.01 0.020 0.103 0.015 0.742
MC 14  17.502 0.035 0.197 0.029 0.827
MC 15 10.012 0.020 0.119 0.017 0.861

MA: Microondas Asado, MC: Microondas Crudo

Tabla 20. Calculo de fenélicos a extractos de CPA y CPC por ultrasonido

Contenido de

Peso Concentracion Absorbancia Compuestos Fendlicos

Muestra
(9) (g/mL) (nm) (mgEAG/ mg EAG
mlL) /g PS
UA1 7.012 0.035 0.449 0.067 1.905
UA 2 4.01 0.020 0.262 0.039 1.931
UA3 4.007 0.020 0.223 0.033 1.640
UA4 7.003 0.035 0.468 0.070 1.989
UAS5 4.003 0.020 0.295 0.044 2.182
UA 6 10.007 0.050 0.578 0.086 1.722
UA7 7.005 0.035 0.41 0.061 1.740
UA 8 7.01 0.035 0.48 0.071 2.038

UA9 10.007 0.050 0.616 0.092 1.836
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Contenido de

Peso Concentracion Absorbancia Compuestos Fendlicos

Muestra
(9) (g/mL) (nm) (mgEAG/ mg EAG
mlL) /g PS
UA 10 4.003 0.020 0.29 0.043 2.144
UA11 10.012 0.050 0.55 0.082 1.637
UA 12 7.004 0.035 0.406 0.060 1.723
UA 13 10.006 0.050 0.56 0.083 1.668
UA 14 7.005 0.035 0.342 0.051 1.448
UA 15 7.006 0.035 0.436 0.065 1.851
ucl 7.006 0.035 0.203 0.030 0.852
uc 2 4.006 0.020 0.113 0.016 0.816
uc3 4.004 0.020 0.105 0.015 0.757
uc4 7.006 0.035 0.208 0.031 0.874
Uc>5 4.003 0.020 0.106 0.015 0.764
Uuc 6 10.018 0.050 0.256 0.038 0.755
ucrv 7.007 0.035 0.177 0.026 0.741
ucs8 7.012 0.035 0.206 0.030 0.865
uco 10.008 0.050 0.254 0.038 0.750
ucC 10 4.012 0.020 0.14 0.020 1.017
UuC11 10.005 0.050 0.25 0.037 0.738
ucC 12 7.012 0.035 0.182 0.027 0.762
Uuc 13 10.008 0.050 0.199 0.029 0.585
ucC 14 7.007 0.035 0.231 0.034 0.972
UC 15 7.006 0.035 0.21 0.031 0.882

UA: Ultrasonido Asado, MC: Ultrasonido Crudo

Para un mejor analisis, se calculé el valor promedio de fendlicos obtenidos de cada
chile y cada técnica (Tabla 21); se puede observar que el chile asado presenta

mayor cantidad de fendlicos a comparacion del crudo para ambas técnicas.
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Tabla 21. Contenido promedio de fendlicos (mg EAG/g PS) por extraccion y

tipo de chile.
. ' Técnica
Tipo de Chile : :
Microondas Ultrasonido
Crudo 0.75+0.072 0.80+0.102
Asado 1.60+0.192 1.83+0.2°

*Los valores en fila que comparten misma letra no presentan una diferencia significativa (p<0.05).

Con la intencion de analizar y distinguir si existe alguna diferencia en el contenido
de fendlicos causado por las técnicas de extraccion utilizadas en ambos tipos de
muestra, se realiz6 un analisis de varianzas y una comparacion de Tukey con
intervalo de confianza del 95%; la extraccion llevada a cabo con asistencia por
microondas arroj6 valores de 0.75+0.07 y 1.60+0.19 para las muestras de CPC y
CPA, respectivamente y no se detecté diferencia significativa entre ambos tipos de
materia prima (p<0.05); por el contrario, al emplear la extraccién asistida por
ultrasonido, hubo una diferencia significativa (p<0.05) entre ambos tipos de chile,

siendo el asado el cual fue favorecido por esta técnica de extraccion.

La mayor concentracion de compuestos fendlicos en el chile asado sobre el chile
crudo puede ser explicado por lo reportado por Nayak et al. (2015), quienes
mencionan diferentes comportamientos registrados en materias primas sometidas
a tratamientos térmicos; dichos comportamientos fueron encontrados por estudios
realizados en maiz dulce, tomate, café y betabel; en el caso del maiz, fue reportado
un incremento mayor al 50% en su contenido de compuestos fendlicos como
antioxidantes a pesar de haber sido sometido a un tratamiento térmico superior a
los 100°C por periodos de tiempo de entre 10 y 50 minutos; para el tomate y café,
se presentd un comportamiento muy similar al ocurrido en este documento, donde
las especies que fueron sometidas a algun tipo de fuente de calor presentaron
mejores resultados que sus similares frescos; el caso mas particular se presento
con el betabel, el cual reporté pérdidas en su contenido de compuestos fendlicos al
aplicarle calor (115°C) por un plazo de entre 15-30 minutos, sin embargo, al haber
transcurrido 45 minutos se presenté un aumento, alcanzado y posteriormente

superando los valores iniciales registrados.
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Este comportamiento puede ser atribuido a la presencia de productos generados
durante la reaccion de Maillard, especificamente a las melanoidinas, las cuales son
compuestos de alto peso molecular con un caracteristico color café-marron que
aporta a los alimentos propiedades organolépticas, asi como numerosos beneficios
a la salud del consumidor entre los cuales se encuentra la actividad antioxidante.

Con la intencién de tener un mejor panorama acerca de los resultados obtenidos de
fendlicos presentes en chile poblano crudo y chile poblano asado, fue recolectada
informacion proveniente de estudios similares, donde se emplearon variadas
especies de chile, de las cuales se seleccionaron Unicamente aquellas que poseen

una coloracién similar a la materia prima analizada en este estudio (Tabla 22).
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Tabla 22. Fendlicos totales extraidos de chiles verdes mediante diferentes técnicas

Variedad Fendlicos Totales Estado de _ Condiciones de _
de chile (mg EAG/ g) maduracion. Tratamiento extraccion Referencia
Poblano 2.19+0.06 - - Sonicacion en solucion (Ornelas Paz et al.,
3.67+0.13 - Asado MeOH (80%). 2010)
1.11+0.10 Verde claro Deshidratacion  Reflujo en solucién MeOH  (Cerdn Carrillo et al.,
1.08+0.05 Verde oscuro  Deshidratacion (100%) 2014)
0.9340.06 ) Liofilizacion Sonicacion por 30 minutos (Cruz Vazquez,
en solucion MeOH 100% 2019)
Habanero 1.18+0.05 - - Sonicacion en solucion (Ornelas Paz et al.,
2.77+0.06 - Asado MeOH (80%). 2010)
Serrano 1.64+0.15 - - Sonicacién en solucién (Ornelas Paz et al.,
2.29+0.16 - Asado MeOH (80%). 2010)
1.66+0.08 Verde claro Deshidratacion  Reflujo en solucién MeOH  (Cerdn Carrillo et al.,
1.97+0.07 Verde oscuro  Deshidratacion (100%) 2014)
Jalapefio 1.60+0.05 - - Sonicacion en solucion (Ornelas Paz et al.,
3.74+0.19 - Asado MeOH (80%). 2010)
Chilaca 1.22+0.04 - - Sonicacion en solucién (Ornelas Paz et al.,
2.3410.04 - Asado MeOH (80%). 2010)
Pimiento 1.15+0.04 - - Sonicacién en solucién (Ornelas Paz et al.,
1.06+0.04 - Asado MeOH (80%). 2010)
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Haciendo una comparacion y analisis entre los valores registrados en la Tabla 22 y
los obtenidos en la experimentacion realizada (Tabla 21), se puede apreciar que los
resultados obtenidos en este trabajo presentan valores ligeramente inferiores de
fendlicos totales en relacion a lo reportado por otros autores; esta diferencia de
contenido, puede ser atribuida a que la materia prima empleada en esta
investigacion son residuos de chile poblano que anteriormente fueron sometidos a
un proceso industrial de maceracion alcohdlica para posteriormente en trabajo de
laboratorio ser deshidratado y finalmente sometido a extraccion y los resultados de

otras investigaciones fueron obtenidos con materia prima sin tratamiento previo.

Como se mencioné en parrafos previos en esta seccion, la exposicion del producto
a un tratamiento térmico puede contribuir al aumento de compuestos fendlicos; en
todas las especies de chiles estudiadas se observé un incremento en el contenido
total de fendlicos para aquellas muestran que pasaron por un proceso de asado en
comparacion con sus similares que fueron examinadas sin ninguna alteracion; este
comportamiento se puede observar en el caso del chile serrano, donde la
concentracion de fenolicos medida en la muestra cruda arrojé 1.64+0.15 mientras
gue el mismo chile pero siendo sometido a tratamiento térmico obtuvo valores de
2.29+0.16 mg EAG/ g.

Continuando con el analisis de informacion, otro factor involucrado en la extraccion
es el tipo de solvente utilizado; segun lo reportado por Esclapez et al. (2011), la
utilizacién de solventes empleados para los procesos de extraccion tradicionales,
pueden no ser los mas indicados tratandose de ultrasonido; usualmente el solvente
utilizado y seleccionado se basa en la afinidad existente entre el soluto y este, sin
embargo, para la extraccién asistida por esta técnica, es recomendable mezclar
dichos compuestos con agua, que ocupar un solvente puro, ya que dicho solvente
al volatilizarse puede introducirse dentro de las burbujas de cavitacion, causando
que al colapsar, la intensidad de las ondas de choque generadas sea menor y por
consecuencia, se afecta de manera negativa el proceso; muestra de ello es la
diferencia de valores obtenidos entre la extraccion en metanol puro con aquella que

emplea un 80% (Tabla 22), asi como con los resultados obtenidos en esta
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investigacion (Tabla 21), en el que Unicamente se hizo uso de agua y el contenido

de fendlicos obtenidos fue mayor.

3.7 Optimizacion del proceso de extraccion de compuestos fenélicos

totales

Una vez finalizados ambos procesos de extraccion para cada una de las formas de
chile poblano empleadas, asi como terminado el célculo de la cantidad total de
fendlicos presentes en cada muestra, estos datos se ingresaron al disefio de
experimentos de tipo Box-Behnken con la intencibn de conocer aquellas
condiciones con mayor impacto en el proceso de extraccion, asi como sus

interacciones.

Correspondiente a la extraccion asistida por microondas, se obtuvo lo siguiente
(Tabla 23).

Tabla 23. Impacto de las variables e interacciones entre ellas sobre la
extracciéon de fendlicos presentes en CPCy CPA por microondas.

Significancia (p)

Variable CPA CPC
Tiempo 0.150 0.556
Concentracién 0.821 0.129
Potencia 0.836 0.142
Tiempo*Concentracion 0.925 0.670
Tiempo*Potencia 0.066 0.073
Concentracién*Potencia 0.561 0.556

[t}

Como se puede observar en ambos tipos de muestra, el nivel de significancia “p
mAas bajo se encuentra para la interaccion que existe entre las variables de tiempo
de exposicién, asi como la potencia empleada en el microondas, lo cual significa
gue son estas dos condiciones en conjunto las que mas repercuten en el proceso
de extraccion; para un mejor andlisis y apreciar de manera visual estas
interacciones, se construyeron las graficas de contorno correspondientes, tanto
para CPC (Figura 39) y CPA (Figura 40).
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Figura 38. Impacto de la interaccion Tiempo-Potencia en extraccion EAM para CPC; Fuente: Propia

En la grafica presentada se puede apreciar que los valores mas altos son
alcanzados a las condiciones mas elevadas de potencia y tiempo; sin embargo, se
observa una tendencia en la cual la concentracién de fendlicos totales aumenta al
disminuir estos parametros, por lo que se infiere que a una menor potencia que la
empleada, los resultados puedan continuar aumentando. Considerando la
informacion mostrada en Tabla 17, se puede notar que la potencia minima ofrecida
por el equipo presentaba una alta desviacion, por lo que se decidié no aplicarla,
siendo esta la causa por la que la perspectiva ofrecida por la grafica de contorno
mostrada no permita ver mas alla del 20% de potencia y por lo tanto distinguir de

mejor manera el comportamiento de estas variables.
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Grafica de contorno de Fendlicos Totales A (EAG vs. Potencia, Tiempo
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Figura 39. Impacto de la interaccién Tiempo-Potencia en extraccion EAM para CPA; Fuente: Propia
En cuanto a CPA, se puede distinguir que, a mayor tiempo de exposicion a

microondas, y sin necesidad de aplicar potencias elevadas, se obtienen las

concentraciones mas elevadas de fenolicos en el extracto.

El siguiente paso fue la busqueda de aquellos valores Gptimos referentes a las
condiciones de extraccion que lograran arrojar los mejores resultados en cuanto a
fendlicos totales; por lo que se obtuvo una ecuacién de regresion para CPC
(Ecuacion 8) y CPA (Ecuacién 9); y de esta manera poder calcular dichos valores
(Tabla 24).

FT =0.992 — 0.0012¢t — 0.024C — 0.00425W — 0.000219tC + 0.000038tW
+ 0.00034CW

Ecuacion 8. Regresion CPC, EAM.

FT =1.893 — 0.00471t — 0.052C — 0.00855W — 0.00013tC + 0.000109tW
+ 0.00093CW

Ecuacion 9. Regresion CPA, EAM.
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Donde:

FT = Fenolicos Totales
t = Tiempo

C = Concentracion

W = Potencia

Tabla 24. Condiciones Optimas de extraccion por microondas.

Concentracion

Muestra Potencia (%) Tiempo (s)
(%)
CPC 20 60 2
CPA 20 60 5

Se procedio a llevar a cabo las extracciones y determinacion de fendlicos totales
(Tabla 25) aplicando las condiciones de extraccion obtenidas para cada tipo de chile

siguiendo la misma metodologia que fue aplicada anteriormente.

Tabla 25. Contenido de fendlicos previstos vs reales EAM.

Fendlicos obtenidos Fendlicos esperados

Muestra
(EAG/g PS) (EAG/g PS)
CPC 0.79+0.05A2 0.81A
CPA 1.48+0.058b 1.778

*Los valores en fila que comparten misma letra mayuscula no presentan diferencia significativa (p<0.05); los
valores en columna que comparten misma letra mintdscula no presentan diferencia significativa (p<0.05)
Como se puede observar para la muestra correspondiente al chile crudo, se
concreto la inferencia que se realizo acorde a lo observado en la Figura 39, en la
cual se menciono que a una menor potencia las concentraciones de fendlicos totales

podian aumentar
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Para ambas muestras, se puede observar en la Tabla 20, que existen resultados de

fendlicos mas altos que los calculados como 6ptimos, sin embargo, dichos valores

fueron obtenidos con condiciones mas altas de tiempo y potencia.

Referente a la extraccion asistida por ultrasonido se calcularon los datos mostrados

en Tabla 26.

Tabla 26. Impacto de las variables e interacciones entre ellas sobre la
extraccion de fenolicos presentes en CPCy CPA por ultrasonido.

Significancia

Variable

CPA CPC

Tiempo 0.518 0.806
Concentracién 0.070 0.063
Temperatura 0.096 0.466
Tiempo*Concentracion 0.149 0.040
Tiempo*Temperatura 0.678 0.957
Concentracion*Temperatura 0.885 0.700
Temperatura*Temperatura - 0.213
Concentracién*Concentracion - 0.092
Tiempo*Tiempo - 0.303

Para esta técnica se presentaron efectos de las condiciones diferentes para cada

tipo de muestra, en comparacién con microondas que presentaron influencia por las

mismas interacciones. Para el chile poblano asado,

la temperatura y la

concentracion por separado fueron las que presentaron mayor significancia,

mientras que en el caso del chile poblano crudo fue la interaccion entre el tiempo y

la concentracién la que presentd mayor significancia. De igual manera se generaron

las graficas para realizar los analisis correspondientes (Figura 41, 42).
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Figura 40. Impacto de la interaccién Concentracién-Tiempo en extraccion EAU para CPC; Fuente:
Propia

Las condiciones de extraccibn muestran una mayor presencia de fendlicos cuando

las extracciones se realizan a concentraciones bajas con periodos cortos de tiempo.

Grafica de contorno de Fendlicos To vs. Temperatura (°C), Concentracio
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Figura 41. Impacto de la interaccion Concentracién-Temperatura en extraccion EAU para CPA,;
Fuente: Propia
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Para el chile asado, la concentracion y temperatura fueron las variables que mas
impacto presentaron, para poder analizarlas se decidié graficarlas en conjunto para
apreciar su efecto en las extracciones, lograndose distinguir mejores resultados en

valores altos de temperatura empleando concentraciones bajas de muestra.

Se realizo la regresion correspondiente, obteniendo asi la ecuacién que nos
proporciona las condiciones Optimas (Tabla 27) para CPC (Ecuacion 10) y CPA

(Ecuacién 11).

FT = 0.678 + 0.01099T — 0.0114t + 0.090C — 0.000145T2 — 0.000467t>
—0.0376C% — 0.000011Tt + 0.00053TC + 0.00718tC

Ecuacién 10. Regresién CPC, EAU.

FT = 2.502 + 0.0045T — 0.0442t — 0.208C + 0.000188Tt — 0.00043TC + 0.0093¢tC

Ecuacién 11. Regresién CPA, EAU

Donde:

FT = Fenolicos Totales
t = Tiempo

C = Concentraciéon

T = Temperatura

Tabla 27. Condiciones 6ptimas de extraccion por ultrasonido

Tiempo _
Muestra Temperatura (°C) ) Concentracion (%)
(min)
CPC 40 5 2
CPA 60 5 2
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Se realizaron las extracciones, asi como la determinacién de fenélicos obteniendo

los resultados presentados en Tabla 28.

Tabla 28. Contenido de fendlicos previstos vs reales EAU

Fenolicos obtenidos Fendlicos esperados

Muestra
(EAG/g PS) (EAG/g PS)
CPC 0.79+0.04Aa 0.91A
CPA 1.76+0.148b 2.23B

*Los valores en fila que comparten misma letra mayuUscula no presentan diferencia significativa (p<0.05); los
valores en columna que comparten misma letra mindscula no presentan diferencia significativa (p<0.05)
Al igual que la extraccion por microondas, se reportaron valores de fendlicos (Tabla
20) mas altos al aplicar otras condiciones, sin embargo, las 6ptimas arrojan datos

similares sin requerimientos elevados.

3.8 Evaluacion de capacidad antioxidante por DPPH

La evaluacién de capacidad antioxidante se cuantific6 mediante el célculo del
porcentaje de inhibicién de radical DPPH al ser expuesto a los extractos obtenidos,
esta determinacion es debida a la diferencia de absorbancias medidas, causadas
por el cambio de coloracién de dicho reactivo; tal porcentaje se sustituyo en la
ecuacion de la recta obteniendo de esta forma los micromol de equivalente de Trolox

(ET) por gramo de muestra.

Tabla 29. Micromol de equivalente de Trolox por gramo de muestra de CPA 'y

CPC
Muestra umol ET/g
OUA 80.56+2.262
oucC 13.72+0.95P
OMA 43.91+3.78¢
OoMC 15.04+1.44°

*Los valores en columna que comparten misma letra mindscula no presentan diferencia significativa (p<0.05);
OUA/OUC: Optimizado Ultrasonido Asado/Crudo, OMA/OMC: Optimizado Microondas Asado/Crudo.

Como se puede apreciar, las muestras de chile poblano asado presentaron una

mayor capacidad antioxidante que su similar crudo, la razén de esta conducta se
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infiera es por la extraccion de capsaicinoides. Srinivasan (2005) compilé una gran
cantidad de trabajos de investigacion relacionados a los efectos benéficos a la salud
otorgados por especias como potencial antidiabético, efectos antilitogénico,
propiedades antioxidantes, entre otros; entre las especies estudiadas se encontré
la capsaicina, la cual present6 gran efectividad como agente antioxidante.

Ornelas Paz et al. (2010) midieron la presencia de tres tipos de capsaicinoides
(capsaicina, dihidrocapsaicina y nordihidrocapsaicina) en chiles antes y después de
ser sometidos a tratamiento térmico, resultando en un aumento en la presencia de
estos compuestos una vez que fueron sometidos a calor. Especificamente, respecto
al chile poblano se reportdé Unicamente la presencia de capsaicina al inicio del
estudio (0.6+0.1 pg/g), posterior al proceso de asado se hizo presente un
incremento de este compuesto (6.5 1.5 ug/g), sin embargo, la presencia de la
capsaicina se redujo al 62% del total de capsaicinoides, esto debido a la apariciéon

de la nordihidrocapsaicina (4.0+0.8 pg/g), ocupando un 38% del total.

Ambos métodos de extraccion empleados en este trabajo de investigacion han
demostrado tener resultados positivos en cuanto a obtencion de capsaicinoides se
refiere. Para la obtencion de capsaicinoides provenientes de chile morrén, la
extraccion asistida por microondas fue comparada con extracciones obtenidas por
reflujo (0.31+0.08 mg/ml), asi como por frasco agitado (0.22+0.01 mg/ml)
obteniendo mejores concentraciones que ambas técnicas mencionadas (0.48+0.11
mg/ml) (Williams et al., 2004).

Barbero et al. (2006), realizaron un analisis entre la extraccion asistida con
microondas y la extraccion por agitacion magnética de capsaicinoides presentes en
la especie Capsicum frutescens, resultando en valores superiores con tiempos de
extraccion mas bajos aplicando EAM; de igual manera los autores mencionan las
condiciones Optimas para desarrollar la extraccion, estableciendo una potencia de
500W, por un tiempo de 5 minutos, temperatura de 125° C, empleando etanol y

agregando 0.5g de muestra en 25mL de solvente.

Por su parte, para la extraccion asistida por ultrasonido, Barbero et al. (2008)

buscaron el desarrollo de una metodologia O6ptima para la extraccién de
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capsaicinoides contenidos en Capsicum frutescens, para ello se experiment6
variando el solvente utilizado, la temperatura y tiempo de extraccion, cantidad de
solvente y cantidad de muestra; los resultados obtenidos arrojan al metanol como
mejor opcion, la temperatura 6ptima se encuentra en el rango de entre 30-60 °C, el
tiempo de extraccion se localiza entre los 10 y 20 min, y por dltimo, el volumen y
cantidad de muestra no representan un factor que pueda alterar la extraccion, por

lo que no se define un valor éptimo.

Chuichulcherm et al. (2013), realizaron una comparacion entre 3 tipos de extraccion
(EAM, EAU y Soxhlet) en la obtencién de capsaicinoides empleando Capsicum
frutescens como materia prima; se evalué la concentracién de estos compuestos,
asi como el tiempo y gasto energético requerido para llevar a cabo el procedimiento.
El resultado obtenido mostré una mayor eficiencia en cuanto a la obtencién de
compuestos por parte de la extraccion asistida por microondas (5.243 mg/g de chile
seco), sin embargo, el gasto energético requerido es mayor en comparacion con la
extraccion asistida por ultrasonido en el mismo tiempo, por lo que a pesar de haber
arrojado resultados menores (4.014 mg/g de chile seco), el uso de ultrasonido fue

definido como el método 6ptimo de obtencion de capsaicinoides.

Mencionado lo anterior, la diferencia en capacidad antioxidante calculada entre CPC
y CPA se puede atribuir al ya mencionado aumento en la presencia de capsaicina,
asi como de compuestos fendlicos y la aparicion de norhidrocapsaicina en la
muestra previamente expuesta a tratamiento térmico, comparado a su similar en

estado fresco.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES
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Después de los trabajos de experimentacion, se encontrd que el chile poblano que
fue sometido a proceso de asado durante la realizacion del licor presenté una mayor
presencia de fendlicos en los extractos obtenidos por medio de ambas técnicas, en
comparacion con aquel que fue utilizado sin asar, mientras que la muestra a la que
Gnicamente se le sometié a agitacion mecanica obtuvo los valores mas bajos, a

pesar de haber sido empleado el mayor porcentaje de concentracion.

Con base en los estudios realizados, la extraccion por microondas se ve beneficiada
por cortos periodos de exposicion (60 s) y con valores bajos de potencia (20%), las
variaciones se presentan en las concentraciones, donde el chile asado requiere
presencia de mas muestra, mientras que el crudo requiere menores cantidades;
esto puede ser explicado por la gran capacidad de absorcion de agua que presento

la muestra cruda en comparacion de la asada.

Por otro lado, las condiciones en las cuales se presenta un mejor funcionamiento
empleando ultrasonido fueron aquellas con bajos valores de concentracion (2%) y
de tiempos de exposicion (5 minutos), las variaciones fueron presentadas para los
valores de temperatura a los cuales se llevaron a cabo los procesos, recordando
gque a pesar de ser ambas muestras procedentes de chile, sus composiciones son
diferentes, por lo que se infiere una mayor resistencia al calor por parte de los
compuestos contenidos en la muestra asada gracias al proceso previo a alta
temperatura al que fue sometido, mientras que aquellos encontrados en muestras
frescas pueden ser mas sensibles a valores elevados de estas, siendo este el
motivo por el cual CPC presentd mejores extracciones a 40°C mientras que CPA a
60 °C.

Haciendo un contraste entre técnicas, la asistida por ultrasonido es aquella que
presenta mejores resultados en la extraccion y cuantificacion de fendlicos obtenidos

de ambos chiles en comparacién con la asistida por microondas.

La medicién de capacidad antioxidante por radical DPPH presentd el mismo
comportamiento que se ha descrito, en el cual los extractos obtenidos de CPA
presentan mejores resultados que los extraidos de CPC, asi como una ventaja por

parte de ultrasonido sobre microondas.
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Analizando en conjunto la concentracion de fendlicos totales, la capacidad
antioxidante y los rendimientos en las extracciones, podemos concluir que de los
cuatro tratamientos evaluados (CPA/EAM, CPC/EAM, CPA/EAU, CPC/EAU), los
mejores resultados fueron mediante la combinacion de extraccion asistida por

ultrasonido empleando chile poblano asado como materia prima.

Finalmente, a pesar de haber pasado por un proceso de maceracion alcoholica para
la elaboracion de licor, los residuos de chile poblano presentan un gran potencial
para emplearse como fuente de obtencion de compuestos bioactivos, en especifico
aguellos con propiedades antioxidantes, abriendo la puerta a posibles aplicaciones

en pro de la salud del consumidor, asi como en la conservacion de alimentos.
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