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RESUMEN

Los pimientos son frutos de gran importancia comercial por su
sabor y aroma, pero también es comun su uso en aplicaciones
farmacéuticas. Los capsinoides son compuestos muy similares
a los capsaicinoides (responsables de la acritud), con las mis-
mas propiedades biol6gicas como antioxidantes o anticanceri-
genos, pero menos irritantes, no pungentes y mas apetecibles,
pudiendo ser utilizados en mayor concentraciéon en aplicacio-
nes alimentarias. Debido a la importancia de estos compuestos,
es necesario desarrollar técnicas de extraccién y andlisis para
determinar en qué variedades estan presentes y en qué medida.
En este trabajo, se ha desarrollado tanto la extraccion asistida
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por ultrasonidos como por microondas, usando métodos esta-
disticos multivariantes. En primer lugar, se realizé un disefio
estadistico de mezcla, obteniendo como disolvente éptimo un
42% de metanol y 58% de acetato de etilo para ultrasonidos y
un 100% de metanol para microondas. Posteriormente, se rea-
lizé un disefio de experimentos de Box-Behnken (tiempo, tem-
peratura, pH y volumen de disolvente). La variable mas influ-
yente en ultrasonidos fue el volumen de disolvente; mientras
que para microondas no se obtuvo ninguna variable significa-
tiva. Finalmente, se aplicaron exitosamente a distintas varie-
dades de pimientos. Estos resultados muestran el potencial de
ambas técnicas en la extraccion de capsinoides en pimientos,
independientemente de la variacién de cualquier factor.

Palabras claves: pimientos, capsinoides, extraccién asistida
por ultrasonidos (UAE), extraccién asistida por microondas
(MAE), anélisis multivariante, analisis agroalimentario.

ABSTRACT

The peppers are fruits of great commercial importance for
their flavor and aroma, but its use in pharmaceutical appli-
cations is also common. Capsinoids are compounds very si-
milar to capsaicinoids (responsible of the acrimony), with the
same biological properties as antioxidants or anticancer, but
less irritating, non-pungent and more palatable, and can thus
be used in greater concentration in food applications. Due to
the importance of these compounds, it is necessary to develop
extraction and analysis techniques to determine in which va-
rieties are present and to what extent. In this work, both ultra-
sonic and microwave assisted extraction have been developed
using multivariate statistical methods. Firstly, a statistical mix-
ture design was carried out, obtaining 42% methanol and 58%
ethyl acetate for ultrasound and 100% methanol for microwave
as the optimum solvent. Subsequently, a Box-Behnken experi-
mental design (time, temperature, pH and volume of solvent)
was made. The most influential variable in ultrasounds was
the volume of solvent; while for microwave no significant va-
riable was obtained. Finally, they were successfully applied to
different varieties of peppers. These results show the potential
of both techniques in the extraction of capsinoids in peppers,
independently of the variation of any factor.

Keywords: peppers, capsinoids, ultrasound-assisted extrac-
tion (UAE), microwave-assisted extraction (MAE), multivaria-
te analysis, agrifood analysis.
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1. INTRODUCCION

Los pimientos (Capsicum spp.) pertenecen a la familia Solanaceae y son ori-
ginarios de las zonas tropicales y himedas de América Central y del Sur
[1]. Tradicionalmente, se han utilizado como colorantes naturales, asi como
especies que afladen aroma y sabor a los alimentos de todo el mundo, de
ahi su importancia comercial. Sin embargo, no solo son valorados por sus
atributos sensoriales, sino por su importante papel en las aplicaciones far-
macéuticas y médicas [2,3].

Los capsaicinoides son los compuestos responsables de la sensacién de ar-
dor y la pungencia originada tras el consumo de pimientos picantes. Pre-
sentan tres secciones claramente diferenciadas, el grupo vanillilo, el grupo
carboxamida y la cadena alifatica [4]. Estos compuestos son responsables
de una amplia variedad de actividades biol6gicas de relevancia farmacolé-
gica, como antioxidantes, antiinflamatorios, analgésicos, antimicrobianos y
anticancerigenos. Ademas, estdn relacionados con un aumento en la ener-
gia corporal y una disminucién en la acumulacién de grasa corporal y el
colesterol, reduciendo las enfermedades cardiovasculares, la diabetes o los
accidentes cerebrovasculares [5,6]. Uno de sus principales problemas es
que la exposicion a altas dosis o a largo plazo tiene un efecto perjudicial
sobre la mucosa géstrica y en dltima instancia sobre la salud [7].

Los capsinoides son un grupo de compuestos analogos a los anteriores,
pero menos irritantes, no pungentes y mas apetecibles para su consumo
en la dieta diaria. Ademas, tienen las mismas propiedades beneficiosas ya
mencionadas sobre la salud humana, evitando esa sensacion de ardor y
efectos negativos sobre el organismo [8,9]. Presentan una estructura muy
similar a excepcién de su enlace central, que se trata de un grupo éster en
lugar de uno amida. Esta diferencia estructural podria ser la responsable
de su menor estabilidad, degradandose mas facilmente [10]. Las diferen-
cias en la pungencia estan relacionadas con el receptor vanilloide tipo 1
(TRPV1). Los capsaicinoides lo activan en la lengua, mientras que los capsi-
noides tienen la capacidad de activarlo en el intestino con potencia similar,
permitiendo la ausencia de sensacién de ardor [11].

La extracciéon es un proceso muy importante para el aislamiento y la se-
paracion de los compuestos de interés de la matriz sélida y no existe un
método de extracciéon tnico y estdndar [12]. Tras una btsqueda bibliogra-
fica, se observé que la extraccién de capsaicinoides ya ha sido optimizada
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[13,14]. Sin embargo, se han realizado muy pocos estudios sobre la extrac-
cién de capsinoides y la mayoria de ellos se refiere a la aplicacion de un
método de extraccion desarrollado para capsaicinoides. Debido a la menor
polaridad de los capsinoides, es necesario el desarrollo de nuevas metodo-
logias especificas para los mismos. Entre todas ellas, la extraccion asistida
por ultrasonidos (UAE) y la extraccién asistida por microondas (MAE) se
consideran excelentes alternativas verdes utilizadas ampliamente, gracias
a sus ventajas como la sencillez, mayor eficiencia y rendimiento, y ademas
de tratarse de técnicas mds ecolégicas, rapidas, que reducen el consumo de
disolventes y energia y permiten un mejor control de la temperatura [15].

Para optimizar el proceso de extraccion se han empleado técnicas estadis-
ticas multivariantes: un diseho de mezcla para la elecciéon del disolvente
6ptimo de extraccion [16] y un disefio de superficie de respuesta de Box-Be-
hnken, que evita la realizacion de experimentos en condiciones extremas
y permite el desarrollo de modelos matematicos para estudiar las interac-
ciones entre los factores analizados. Sus principales beneficios son la re-
duccién en el tiempo requerido, los costos, el nimero de experimentos y la
energia del proceso general [17].

Los capsinoides son compuestos con grandes beneficios para la salud, pero
se degradan facilmente y a alta velocidad. Por el momento, no se conocen
los genes que dan lugar a este tipo de compuestos. Para ello, la primera
etapa es la extraccion de distintas variedades de pimientos, para analizar
en cudles de ellas estan presentes y en qué cantidad. Por este motivo, el
objetivo del trabajo fue el desarrollo de técnicas de extracciéon y anélisis efi-
cientes y rapidos que indiquen aquellas variedades de pimiento que tienen
una mayor cantidad de capsinoides.

2. MATERIALES Y METODOS

Para el estudio del proceso de extraccién se emple6 la variedad de pimien-
to Biquinho (Capsicum chinense), suministrada por el Banco de Germoplas-
ma de Hortalizas de Zaragoza en el CITA de Aragén (Zaragoza, Espana).
Se eligi6 esta variedad porque, tras la realizacién de unas pruebas pre-
liminares, mostraron la mayor cantidad de capsinoides. La muestra fue
liofilizada, triturada con un molinillo eléctrico convencional y conservada
en una camara congeladora a -20 °C.
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La UAE se llevo a cabo con una sonda UP 200S (Ultraschallprozessor, Dr.
Hielscher, Berlin, Alemania) que permite el control y la modificaciéon del
ciclo y la amplitud. Se encuentra acoplada a un bafio termostético con con-
trol de temperatura 7 Liter Refrigerated Circulator (PolyScience, Illinois,
EEUU) y dispone de un vaso de doble pared para mantener dicha tempe-
ratura. La MAE se llevé a cabo con un equipo MARS 6 240/50 (One Touch
Technology, CEM Corporation, Matthews, Carolina del Norte, EEUU), que
cuenta con un carrusel giratorio donde se colocan las camaras de extrac-
cién, una sonda de control de temperatura y un panel de control para se-
leccionar las condiciones en cada experimento. En ambos casos, se pesaron
aproximadamente 0,2 g de muestra, se le adicioné el volumen y disolven-
te adecuado en funcién del experimento en cuestién, se seleccionaron las
condiciones y se procedi6 a realizar la extracciéon. Una vez terminada, tras
alcanzar temperatura ambiente, los extractos se centrifugaron dos veces
durante 5 minutos a 7500 rpm, transfiriendo el sobrenadante en ambos ca-
sos a un matraz aforado de 25 mL y enrasando con el mismo disolvente.

Para la separacion y cuantificacién de capsinoides se empleé un equipo
UHPLC Acquity Ultra Performance LC Class (Waters Corporation, Milford,
MA, USA). Dispone de un automuestreador (Acquity UPLC® H-Class), un
administrador de disolventes cuaternarios (Quaternary Solvent Manager),
dos detectores (fotodiodos alineados (PDA e\ Detector) ajustado a 280 nm, y
fluorescencia (FLR Detector)) y una columna C-18 Acquity UPLC BEH (Wa-
ters, MA, EEUU) en fase reversa (100 mm x 2,1 mm; 1,7 pm tamarfio de parti-
cula) ajustada a 50 °C. Se emple6 un volumen de inyeccién de 3 pL y un flujo
de 0,8 mL/min. Para la separacioén de capsiato y dihidrocapsiato se empled
una fase moévil compuesta por agua Milli-Q como disolvente A y acetonitrilo
como disolvente B, ambos acidificados al 0,1% en acido acético, y el siguiente
método en gradiente: 0 min, 0% B; 0,5 min, 45% B; 1,60 min, 45% B; 1,95 min,
50% B; 2,45 min, 55% B; 2,80 min, 63 % B; 3,00 min, 63% min; 4,00 min, 100% B;
6,00 min, 100% B; 6,30 min, 0% B; 8,30 min, 0% B. Su cuantificacién se realizé
a partir de dos rectas de calibrado, y = 2715,2076x-526,9713 / y = 2498,4568x-
382,2437, usando como referencia patrones de capsiato y dihidrocapsiato, res-
pectivamente, sintetizados tal y como describen Barbero y colaboradores [18].

Finalmente, los métodos desarrollados se aplicaron a otras diez variedades
de pimientos (de la misma generacién y tamafo similar), sembrados en Oc-
tubre de 2013 y recolectados a mediados de marzo de 2014, en el Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) (Campinas, SP-Brasil).
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3. RESULTADOS

3.1. Eleccion del disolvente 6ptimo de extraccion

Se llevaron a cabo extracciones por duplicado con distintos disolventes
individuales (agua, acetonitrilo, metanol, etanol, acetona, hexano y acetato
de etilo), mostrando los resultados en la Figura 1. El resto de variables se
ajustaron a un valor fijo (un tiempo de extraccién de 10 minutos, 45 °C, 80%
de la potencia total (200W) y un volumen de extraccién de 10 mL). Con la
variedad de pimiento utilizada solo se observ¢ la extracciéon de capsiato, el
capsinoide mayoritario.

Con ambas técnicas de extraccién, no se observa practicamente la extrac-
cién de capsiato al emplear agua. Debido a su alta polaridad, no es un buen
disolvente para la extraccion de este tipo de compuestos, que presentan un
anillo aromético y una cadena de dcido graso en su estructura. En el caso
del hexano, se trata de un disolvente muy volatil por lo que se evapora
gran cantidad del mismo durante el proceso de extracciéon, provocando
una disminucién de la eficacia. Ademads, presenta una polaridad inferior a
la del capsiato, lo que dificulta su extraccién.

En el caso de UAE, debido a las caracteristicas tanto de polaridad como de
afinidad, la acetona, el acetato de etilo y el metanol son los disolventes mas
adecuados para la extraccion del capsiato (Figura 1A). En el caso de MAE,
los mejores disolventes de extraccion fueron el metanol y etanol, seguido
de la acetona (Figura 1B). Se obtiene un resultado ligeramente diferente
debido a que ambos métodos de extraccion tienen diferentes propiedades
y funcionamiento. En el caso del ultrasonido, las ondas sonoras se transmi-
ten por todo el material, provocando el fenémeno de la cavitaciéon y calen-
tando toda la muestra uniformemente para que se produzca la extraccién
[19]. Por el contrario, en el microondas, lo que genera calor es la interac-
cién de la radiacién con las moléculas cuando tratan de alinearse con el
campo electromagnético. Esta radiacién provoca principalmente la exci-
tacion del enlace O-H, presente en el metanol y etanol, de manera que al
absorber energia pasa rapidamente del estado fundamental a uno excitado,
elevando la energia de las moléculas y con ello, su temperatura, para que
se produzca la extraccion [20]. Con estos tres disolventes en cada metodo-
logia de extraccion, se llevé a cabo un disefio de mezcla, haciendo uso del
programa estadistico Statgraphic Centurion (Version XVII) y utilizando el

280



CUSA

XLI JORNADAS DE VITICULTURA Y ENOLOGIA TIERRA DE BARROS

modelo Simplex Centroide Ampliado con 10 experimentos. Posteriormente,
se analizaron distintos modelos matematicos para explicar los resultados
obtenidos, validando cada uno de ellos mediante un anélisis de la varianza
(ANOVA), tal y como se observa en la Tabla 1.

En el caso de UAE, tanto el modelo cuadratico como ctibico fueron signi-
ficativos, ya que presentaron un p-Valor < 0,05 y un valor alto de F y del
coeficiente R% En ambos, se observo la misma mezcla 6ptima de disolven-
tes: 42% MeOH + 58% acetato de etilo. En el caso de MAE, ninguno de
los modelos fue significativo, no presentando ninguno un p-Valor < 0,05.
Por tanto, se utilizé6 como disolvente 6ptimo 100% MeOH, ya que fue el
resultado 6ptimo del modelo que presenta el mayor valor del coeficiente
R2. Ademads, por sencillez, debido a que ninguna mezcla influye de manera
estadisticamente significativa sobre la respuesta, lo mas adecuado es utili-
zar un 100% de metanol, ya que evita la evaporacién del disolvente del ex-
tracto y redisolucién de los compuestos de interés, gracias a que el metanol
es totalmente compatible con las columnas de HPLC C-18 en fase reversa.

3.2. Seleccion de las condiciones dptimas del UAE

Se llevo a cabo un disefio de Box-Behnken con cuatro variables indepen-
dientes (tiempo: 5 - 10 - 15 min, temperatura: 5 - 30 - 55°C, pH: 2-5-8y
relacion cantidad de muestra:volumen de disolvente (ratio): 0.2:5 - 0.2:10
- 0.2:15 gomL) y una respuesta (concentracion de capsiato). Para ello, se
realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA), con el objetivo de evaluar el
efecto de cada una de las variables individualmente, asi como las posibles
interacciones entre ellas. En la Tabla 2, se puede observar el coeficiente
estimado de la ecuacién polinémica de segundo orden y su p-Valor. Se
consideran que influyen de manera estadisticamente significativa sobre la
respuesta, las variables o interacciones con un p-Valor inferior a 0,05, a
un nivel de confianza del 95%. A su vez, los signos positivos y negativos,
hacen referencia a una relacién directa o inversa, respectivamente, entre el
efecto y la respuesta.

Se puede observar que la tinica variable que influye significativamente so-
bre la cantidad de capsiato extraida es el ratio. Ademas, tiene un efecto
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positivo, es decir, cuanto mayor sea la cantidad de disolvente, mas canti-
dad de capsiato se puede extraer por unidad de volumen, hasta llegar a un
limite en el que se encontraria muy diluido y no se podria cuantificar. Muy
cerca de ella se encuentra la temperatura, pero ésta tiene un efecto negativo,
es decir, cuanto menor sea la temperatura utilizada mayor es la cantidad
de capsiato extraida, debido a que este compuesto se degrada facilmente a
temperaturas moderadamente altas [21]. Se puede decir que se ha obtenido
un método bastante robusto, y que la mezcla de disolventes optimizada
permite extraer practicamente la totalidad de la cantidad de capsiato pre-
sente en la muestra de pimiento, de manera que la variacién de cualquier
otro factor apenas influye.

Tras realizar el tratamiento estadistico de los datos haciendo uso del pro-
grama Statgraphic Centurion Version XVII, se obtuvieron las siguientes
condiciones 6ptimas: un tiempo de extraccion de 5 min, una temperatura
de 5,5 °C, un pH de 8 y un ratio de 0.2:14,5 g:mL.

Aunque el tiempo de extraccion no sea una variable que influye significati-
vamente sobre la respuesta, se pensé en usar como valor 6ptimo el menor
tiempo posible de extraccién, por lo que se realiz6é un estudio univariante
de la cinética de extraccién para ver si en un menor tiempo se podria extraer
la misma o incluso mayor cantidad de capsiato. Para ello, se llevaron a cabo
extracciones por triplicado a1, 2, 5 y 10 minutos en las condiciones 6ptimas
previas, mostrdndose los resultados en la Figura 2. Se observa que no hay
diferencias significativas entre 1 y 2 minutos, aunque visualmente se pue-
de ver una mayor cantidad extraida a un tiempo de 2 minutos, ademas de
una menor variabilidad en la respuesta. También se puede ver que el error
obtenido es muy pequefio, incluso inferior al 2%. Por lo tanto, se trata de
un método bastante rapido, lo que se encuentra también relacionado con la
degradabilidad del capsiato.

Finalmente, se realiz6 un ensayo de repetibilidad y precisién intermedia en
las condiciones 6ptimas. Para la repetibilidad, se realizaron 10 extraccio-
nes en un mismo dia y para la precision intermedia, se llevaron a cabo 10
extracciones por dia durante tres dias consecutivos. Se puede concluir que
se trata de un método bastante preciso, con unos resultados del coeficiente
de variaciéon de 1,60% y 2,08%, respectivamente. Ambos resultados fueron
inferiores al 5%, que se suele considerar como el limite para afirmar que un
método es preciso en este tipo de ensayos.

282



CUSA

XLI JORNADAS DE VITICULTURA Y ENOLOGIA TIERRA DE BARROS

3.3. Seleccion de las condiciones 6ptimas del MAE

Para el desarrollo de la MAE, se llevé a cabo un tratamiento estadistico
similar. En este caso, los rangos utilizados para cada una de las cuatro va-
riables independientes fueron: tiempo: 5 - 10 - 15 min, temperatura: 50 - 75
-100 °C, pH: 2 - 5 - 8 y ratio: 0.2:5 - 0.2:10 - 0.2:15 g:mL, y como respuesta
también se cuantific6 la cantidad de capsiato extraida.

En el analisis de la varianza (ANOVA) mostrado en la Tabla 3, se puede
observar que ninguna variable o interaccién presenta un p-Valor inferior
a 0,05, por lo que no influyen de manera estadisticamente significativa so-
bre la respuesta, a un nivel de confianza del 95%. A pesar de no presentar
ninguna variable significativa, la mas influyente es el tiempo de extracciéon
con un efecto negativo, es decir, cuanto menor sea el tiempo mayor canti-
dad de capsiato puede ser extraida; seguida del ratio que, por el contrario,
presenta una influencia positiva, es decir, cuanto mayor sea la cantidad de
disolvente, més cantidad del compuesto de interés se puede extraer. Final-
mente, las otras dos variables analizadas, temperatura y pH, no tienen ape-
nas efecto sobre la variable respuesta. Estos resultados indican que se trata
de un método muy potente para la extracciéon de este tipo de compuestos
de interés presente en los pimientos. Permite extraer la mayor cantidad de
capsiato de la muestra independientemente de la variacién de cualquiera
de los factores analizados.

Tras el tratamiento estadistico de los datos, se obtuvieron las siguientes
condiciones dptimas: un tiempo de extracciéon de 5 min, una temperatura
de 60 °C, un pH de 8 y un ratio de 0.2:15 g:mL.

Al igual que se realiz6 para UAE, se llevo a cabo un estudio univariante de
la cinética de extraccién, mostrado en la Figura 3, ya que se obtiene como
valor 6ptimo el minimo del intervalo utilizado, siendo ademas la variable
que presenta una mayor influencia sobre la respuesta, aunque no sea signi-
ficativa. En este caso, se ampli6 el intervalo de tiempo para seguir viendo
la evoluciéon de la tendencia y el tiempo 6ptimo de extraccién fue de 5 mi-
nutos, aunque no hubo diferencias significativas entre 5, 10 y 15 minutos.
Se eligi6 este valor por un ahorro de tiempo.

Finalmente, se realiz6 el ensayo de repetibilidad y precisiéon intermedia,
seleccionando las condiciones 6ptimas de extraccion y de la misma forma
a como se hizo anteriormente. Se obtienen unos resultados bastante preci-
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sos, ya que, los valores del coeficiente de variacién fueron de 2,48% para
la repetibilidad y 3,96% para la precisién intermedia. Ambos resultados,
no excedieron el 5%, que se suele considerar el limite para afirmar que el
método es preciso en este tipo de ensayos.

3.4. Aplicacién a muestras reales

Una vez definidas las condiciones 6ptimas para la extraccién de capsinoi-
des del pimiento Biquinho, se aplicaron a diferentes variedades de pimien-
to para verificar la presencia de capsinoides en los mismos y su cuantifica-
cion. Para ello, se realizaron un total de 60 extracciones (10 muestras reales
por triplicado con cada uno de los métodos de extraccién desarrollados en
condiciones éptimas), mostrandose los resultados en la Figura 4.

La metodologia de extraccion demostré ser eficiente para extraer los cap-
sinoides presentes en las diferentes variedades de pimientos. Ademas, se
pudo observar que estos compuestos estaban presentes en variedades tan-
to dulce, como Biquinho, como picante en el caso de Naga Jolokia, Mala-
gueta... En la mayoria de las variedades estudiadas, se encontré capsiato (a
excepcion del Bahiana en el que no se obtuvo con ninguno de los métodos
de extracciéon desarrollados), pero en ninguna de ellas estaba presente el
dihidrocapsiato. La variedad de pimiento que presenté la mayor cantidad
de capsiato fue Naga Jolokia, con cantidades de 318,90 pg/gy 306,60 ng/g
para UAE y MAE, respectivamente.

Por ultimo, se puede decir que no existen diferencias significativas para
la extraccion de capsiato con ambos métodos de extraccién. Sin embargo,
visualmente se observa que se extrae una cantidad ligeramente mayor con
MAE.

3.5. Comparacion de ambos métodos de extraccion

Una vez obtenidos todos los resultados tanto para la extraccién asistida por
ultrasonidos como por microondas, se realiz6 una comparacién de ambos
métodos, mostrada en la Tabla 4.

En relacién al disolvente 6ptimo, para UAE, fue necesario someter al ex-
tracto ya centrifugado a un proceso de evaporacién del disolvente y poste-
rior redisolucién del compuesto de interés, ya que el acetato de etilo no se
puede introducir en el equipo de cromatografia utilizado. Por el contrario,
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en MAE esto no fue necesario, lo que supone un ahorro de tiempo.

Se puede observar la necesidad de un mayor tiempo de extraccién em-
pleando MAE. Ademas, en esta técnica, no solo hay que tener en cuenta
el tiempo de extraccién, sino también el tiempo necesario para alcanzar la
temperatura deseada y el enfriamiento hasta temperatura ambiente. No
obstante, hay que destacar que se pueden introducir de 8 a 40 muestras en
el carrusel y realizar la extracciéon de todas ellas a la vez, mientras en UAE,
se extraen individualmente.

No hay ninguna variable de gran caracter significativo sobre la respuesta.
Sin embargo, tras el andlisis realizado se observan las mismas tendencias
en las condiciones 6ptimas con ambos métodos: temperatura y tiempos
minimos, y volumen de disolvente y pH maximos.

Finalmente, se observa que en promedio se extrae una mayor cantidad de
capsiato mediante MAE, aunque presenta un error y una variabilidad algo
mayor. No obstante, la técnica UAE es mas sencilla, presenta un coste de
instalacion del equipamiento menor y tiene una mayor disponibilidad en
los laboratorios.

4. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede observar que
los dos métodos de extraccion desarrollados, tanto UAE como MAE, han
resultado ser rapidos, adecuados y eficaces para la extracciéon de capsinoi-
des presentes en el pimiento. Ademads, en ambos se han obtenido préctica-
mente las mismas condiciones 6ptimas: temperatura y tiempos minimos,
y ratio y pH méximos, a pesar de no haber una gran significacion de nin-
guna de ellas sobre la respuesta. Ambos métodos, son bastante precisos,
con coeficientes de variacion inferiores al 5% y no presentan diferencias
significativas a la hora de extraer capsinoides en pimientos, a pesar de que
visualmente se observa una cantidad ligeramente superior al emplear la
MAE. Finalmente, se ha demostrado la aplicabilidad de dichos métodos
de extraccion de capsinoides en distintas variedades de pimientos, tanto
dulces como picantes.
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Tabla 1. Analisis de la varianza (ANOVA) de los modelos matemaéticos del
disefio estadistico de mezcla.

ot | pvaion | ComEENTE | ypons
Lineal 0,7579 7,6159 0,29
UAE Cuadrético 0,0051 96,5392 22,32
Cubico 0,0250 96,7146 14,72
Lineal 0,3851 23,8650 1,10
MAE Cuadratico 0,2538 71,8957 2,05
Cuabico 0,3299 78,6285 1,84
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Tabla 2. Analisis de la varianza (ANOVA) para la UAE.

EFECTO COEFICIENTE ESTIMADO p-VALOR
Tiempo -0,9086 0,8777
Temperatura -11,8656 0,0625
pH -2,7079 0,6478
Ratio 15,9683 0,0172
Tiempo-Tiempo 5,3928 0,5455
Tiempo-Temperatura 13,9249 0,1894
Tiempo-pH -1,0849 0,9155
Tiempo-Ratio 9,7581 0,3489
Tree‘r‘:f:erst‘fr - 13,1515 0,1551
Temperatura-pH -17,0777 0,1137
Temperatura-Ratio -13,0114 0,2181
pH-pH 5,1621 0,5626
pH-Ratio 7,2104 0,4851
Ratio-Ratio -7,9964 0,3745
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Tabla 3. Analisis de la varianza (ANOVA) para la MAE.

EFECTO COEFICIENTE ESTIMADO p-VALOR
Tiempo -23,5363 0,1489
Temperatura 2,4904 0,8731
pH 0,6871 0,9648
Ratio 12,3785 0,4330
Tiempo-Tiempo -7,6050 0,7454
Tiempo-Temperatura 5,6896 0,8331
Tiempo-pH -4,3752 0,8713
Tiempo-Ratio 3,0938 0,9087
Tﬁ‘;‘:;gg; 14,5056 0,5381
Temperatura-pH -3,3138 0,9023
Temperatura-Ratio -10,6582 0,6938
pH-pH 6,8656 0,7693
pH-Ratio 25,5983 0,3518
Ratio-Ratio -8,4173 0,7194
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Tabla 4. Comparacién de las condiciones 6ptimas de extraccion de ambos

métodos desarrollados.

DISOLVENTE FACTOR MAS | TIEMPO | PROMEDIO

OPTIMO INFLUYENTE | OPTIMO (ng/ g)
. 42% MeOH + . . 1323,68 +
Ultrasonidos 589% Acetato Etilo Ratio 2 minutos 32,30
Microondas 100% MeOH - 5 minutos 14:_’(,)3’9948 *
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Figura 1. Evaluacién del proceso de extraccion con disolventes individua
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Figura 2: Concentracién de capsiato (pg capsiato / g pimiento) frente al

tiempo de extracciéon en UAE.
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Figura 3. Concentracion de capsiato (pg capsiato / g pimiento) frente al tiempo de
extracciéon en MAE.
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Figura 4. Extraccion de capsiato en muestras reales (1 = 3).
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