Instituto Tecnoldgico Superior de Calkini |TESCAM

SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA
DIRECCION GENERAL DE EDUCACION SUPERIOR TECNOLOGICA

INSTITUTO TECNOLOGICO SUPERIOR DE CALKINi

“DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA POR CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS PARA LA DETERMINACION DE VITAMINA C EN PIMIENTO
MORRON (Capsicum annuum)”

TESIS PARA TITULACION INTEGRAL

INGENIERIA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

EGRESADA:
MARIA JOSE ESTRELLA ESTRELLA

DIRECTOR:
DR. JULIO ENRIQUE ONEY MONTALVO
CO-DIRECTOR:
DR. MIGUEL GUTIERREZ FIDENCIO
Calkini, Campeche, México 2025






DEDICATORIA

Dedico este proyecto de tesis a mis padres Silvia del Carmen Estrella Cupul y
Eduardo Estrella Caamal por darme su amor incondicional en todo momento, su
apoyo de manera constante y ensefianzas, porque ellos son la motivacion de mi

vida y sin ustedes este logro no habria sido posible.

A mi mama, quien fue y siempre seguira siendo mi mas grande inspiracion para
tener la capacidad y el esfuerzo para luchar dia a dia, como también por ser ejemplo
de una mujer guerrera que a pesar de las momentos dificiles siempre recibi de ella
el carifio, la tranquilidad, sus consejos, su apoyo y mas que nada su amor, que me
fue motivando para nunca rendirme y dar cada dia lo mejor de mi, ninguna palabra
es suficiente para poder expresar el agradecimiento. Siempre estuvo conmigo en
cada paso dandome las fuerzas necesarias para poder luchar por mis suefos,
siempre me lleno de orgullo para seguir adelante, en todo momento me ensefiaste
a no darme por vencida que para lograr mis metas siempre tengo que superar los
momentos dificiles siempre creiste incluso cuando yo no creia en mi misma,
estuviste presente en mis momentos de triunfos y derrotas en ningin momento me

falté de tu apoyo y amor incondicional

A mi padre, a quien le agradezco por su apoyo, amor y paciencia incondicional como
también por la educacion y los valores forjados, por darme en todo momento
palabras de aliento para poder superar cada obstaculo que se me presentaba. Sin

el sacrificio y dedicacion de ustedes no habria llegado en esta de mi vida.

A mis hermanas Jhoana Estrella Estrella y Rosa Estrella Estrella, por su amor
incondicional, paciencia, apoyo y por estar conmigo en todo momento, donde
siempre me brindaron palabras de aliento para que siempre de lo mejor de mi en
todo momento, cuando andaba mal ustedes siempre buscaron la manera de

hacerse sentir segura.

A mi mascota, nifa por ser parte de mi vida, llegando en el momento que mas lo

necesitaba, siempre me alegraba los dias y me recibia con el entusiasmo y amor



sin importar los malos momentos, siempre que llegaba a casa se ponia feliz al

recibirme y al final se convirtié en mi lugar seguro.

Este proyecto de tesis es el relejo del amor, carifio, dedicacion , esfuerzo y paciencia
de cada uno de ustedes. Siempre estaré por agradecida por ser parte fundamental
de mi vida y por ayudarme en todo momento a llegar hasta aqui, este logro es de

ustedes como mio.



AGRADECIMIENTOS

Con infinita gratitud a Dios por brindarme la sabiduria, la fortaleza, la guia y mas
que nada la paciencia necesaria para poder afrontar y lograr los retos que se
presentaron a lo largo de mi carrera, en donde en todo momento me llen6 de

esperanza en los momentos dificiles y que con ello logré superarlos.

A mis asesores de tesis, el Dr. Julio Enrique Oney Montalvo y el Dr. Miguel Gutiérrez
Fidencio, por su apoyo, observaciones, recomendaciones y sugerencias que fueron
fundamentales para mejorar el enfoque de este proyecto y mas que nada por hacer
posible el desarrollo de este proyecto de tesis, ademas de su tiempo y dedicacion

para poder finalizarlo también me ayudaron a crecer académica y profesionalmente.

A mis amigos Emmanuel, Naylea, Maria y Jaydi a quienes fueron parte de la carrera,
donde siempre estuvimos juntos en todo momento apoyandonos, gracias por ser

parte de este camino de crecimiento y aprendizaje.

Agradezco al Instituto Tecnoldgico Superior de Calkini por haberme brindado los
conocimientos y herramientas necesarias para mi formacién como Ingeniera en

Industrias Alimentarias.



iNDICE

DEDICATORIA ...ttt ettt e e st e e e st e e st e e e anteeeaseeeeanes 3
AGRADECIMIENTOS ...ttt e e e e e e e et e e e e aneeeeeeannnes 5
RESUMEN ...ttt ettt st e e e e et e e aste e e e st e e e st e e e nnteeesnteaeeanseeennns 10
ABSTRACT ettt ettt e et e et e e e et e e e e e anree e e nnreeeanns 11
(0.2 1 1 U0 I OO 12
1.1 INTRODUCCION. ..ottt s 12
1.2 ANTECEDENTES Y/O MARCO TEORICO ......coooviieeeeieeeeeeeeeeeeee e 15
1.2.1 Pimiento morron (CapSiCum annUUIM)......ccoveeeriieieeeeeeeeeeeee e 15
1.2.2 Metabolitos secundarios en el pimiento morron .............cccoeeeeee. 18
1.2.3 Vitaminas presentes en el pimiento MOrtON ...........cooovveiieiiiiiiiiieeeeeeeeee, 19
1.2.4 Vitamina C (ACIAO aSCOIDICO) ..........ceevrieieeeeeeeeteeeete e ete e eteee e ee e eee s 21
1.2.5 Métodos de extraccion de acido asCOrDICO ..........cccceeriviiiiiiiiiiieeeeeinnne 23
1.2.6 Importancia de la validacion..............ccooiiiiiiiiiieiiiie e 32
1.2.6.1 ValidBCION ....cooeiiiiiiiieeie ettt 32
1.2.6.1.1 SeleCtiVIdA. .......c.euriiiiiiieeeee e 33
1.2.6.1.2 LINAIAM. ..o 33
1.2.6.1.3 Limite de detecCion (LD) .........uuuieiiiieiiiiiiiicie e e e 33
1.2.6.1.4 Limite de cuantificacion (LC).......ccceeviiiiiiiiiiiiiii e 33
1.2.6.1.5 PIrECISION ..ccceeiiiiiiiiiie ittt e e e e e 33
1.2.6.1.6 EXACHTUA ...coceeiiiiiiiiieieeee ettt e e 34

1.3 JUSTIFICACION ..ot 35
1.4 OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS .......coiiiitieeeceeceeeeeeeeee e 37
1.4.1 ObJetiVO gENETAI ........cooviiiiii et 37
1.4.2 ObjetivoSs €SPECITICOS ..uuuuuiii it 37
CAPITULO 2 ..ottt n et en e en e, 38



2.1 MATERIALES Y METODOS ......cooiioiieieeeeieeeee et 38

2.1.1 MaterialeS Y rEaCHIVOS. ...........cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt 38
2.1.2 Obtencidn de 1aS MUESIIAS. .........ooiuuiiiiiiiee et e e e 38
2.2 Método de extraCCion ............oouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 38
2.2.1 EXIracCion URFASONICA .......ceuvieeeeiiiiiiiiiiee e e e e ettt e e e e et ee e e e e e 38
2.3 Disefio experimental de Box-Behnken .............cccoooiiiiiiiiiiiii 39
2.4 Determinacion por HPLC........coo o 41
P2 T £ T =T T o TS 42
2.5. 1 Linealidad. ... 42
2.5.2 PreCiISION. ...cooiiiiiiiiiiei e 42
2.5.3 Repetibilidad del MEtodO............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 42
2.5.4 Exactitud con la prueba de afiadido recuperado. .........ccccccvvvvviiiiiiiiinnnnnnn. 42
2.5.5 Limite de deteccion y limite de cuantificacion ...........ccccccceeeeeiieevvveeiiiinnnn. 43
CAPITULO 3. .ottt ettt ettt en et e aene e, 44
3.1 RESULTADOS Y DISCUSIONES.......cociiiiiiiieiiiiiite e 44
.11 VAIACION. ...t 45
3. 1.1 LINEANAM ... 45
3.1.1.2 Limite de cuantificacion y limite de detecciOn............cccceeeeevvvevviinnnnnnn. 46
S.L.L 3 PrECISION ...ttt ettt e e e e e e e e 47
.11 A EXACHIUA ...ttt 47
T 22 @ o) 1] 0.1 4= Tox o P 48
CAPITULO 4. CONCLUSION.........cooiitieeieeeeeeeeeee ettt 54
ANEXOS e e e e nrae e e e 55
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 57



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Pimientos morrones verde, rojo y amarrillo ............ccccoooiiiiiiiiiiinnnns 16
Figura 2. Estructura quimica de la Vitamina C .............cccooiiiiie 21

Figura 3. Cromatograma Estandar vitamina C a una concentracién de 100 ug/mL.

.............................................................................................................................. 44
Figura 4. Curva de calibracién para la determinacion de la vitamina C................. 45
Figura 5. Curva 1, 2 y 3 de calibracién de la vitamina C .............ccccoiiiiiinnnns 46
Figura 6. Grafico de Pareto estandarizado para el acido ascorbico...................... 50
Figura 7. Grafico de efectos principales para el acido ascorbico ..............ccceeeeeee. 51
Figura 8. Grafico de superficie de respuesta para la cuantificacion del acido
ascorbico en Capsicum annuum (Impactos de la relacion y tiempo)..................... 53
Figura 9. Grafico de superficie de respuesta para la cuantificacion del acido
ascorbico en Capsicum annuum (Impactos de la relacion y temperatura) ............ 53
Figura 10. Grafico de superficie de respuesta para la cuantificacion del acido
ascorbico en Capsicum annuum (Impactos de la tiempo y temperatura)............... 53
Figura 11. Cromatograma Estandar vitamina C ...............cccoooeiiiiiiiiiii e 55
Figura 12. Cromatograma Experimento 1 ..o, 55
Figura 13. Cromatograma Experimento 2 ............coooviiiiiiiiii i, 56
Figura 14. Cromatograma de la muestra de jugo de naranja.............cccoeeeeevveennnns 56



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Nombres comunes internacionales.................ooeeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeee 15
Tabla 2. Clasificacion taxondmica del pimiento morron...........ccoevvvvvviiiicineeeeee, 16
Tabla 3. Contenido de vitamina C en algunos alimentos.............cccccvvvvvieviiiiennnee. 22
Tabla 4. Métodos de extraccion del 4cido asCOrbiCO ...........evvvvivivieiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 24
Tabla 5. Métodos utilizados para la determinacion de vitamina C ......................... 27
Tabla 6. Concentraciones de acido ascOrbiCO ............cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 30
Tabla 7. Condiciones ultrasdnicas para la extraccion de acido ascorbico.............. 39

Tabla 8. Disefno experimental para la optimizacion de la extraccion de acido

AS OO GO e et 41
Tabla 9 Resultados obtenidos de la curva de calibracion .........ccooveeeiiieiiciiiiinn. 45
Tabla 10. Limite de cuantificacion y deteccidbnde lacurva1,2y 3 ......ccccceeeeeeeee. 46

Tabla 11. Disefio experimental para la extraccion por ultrasonidos de acido

T T070] f o] (oo TP 48

Tabla 12. Analisis de varianza para el acido ascOrbiCo...........ccccevvrviiiiiiieiiiiineenenns 49



RESUMEN

Las vitaminas son uno de los metabolitos secundarios que se encuentran en los
pimientos morrones (Capsicum annum) y que se consideran beneficiosos para la
salud humana debido a sus actividades antioxidantes. Este estudio tuvo como
objetivo optimizar las condiciones para extraer las vitaminas presentes en los
pimientos morrones para utilizarlas en la produccién de alimentos funcionales. Las
condiciones Optimas para la extraccion en bafo de ultrasonido de acido ascorbico,
se realizé utilizando un disefio Box-Behnken de tres factores (tiempo, relacion y
temperatura) y tres niveles (bajo, medio y alto) bajo metodologia de superficie de
respuesta. La cuantificacion de vitaminas se realizé mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia. La variable de respuesta presentd una alta correlacién de 98.35%

para el acido ascorbico.

Las condiciones éptimas para el acido ascoérbico fueron 5 minutos, 39.8 °C y una
relacion de 80 (v/p), con un valor previsto de 7411.69 ug/g. El valor experimental de
las condiciones Optimas para la extraccion ultrasonica de vitamina para el acido
ascorbico fue 7109.36 + 197.51 pg/g. No hubo diferencias notables entre las
respuestas experimentales y predichas, y los valores empiricos coincidieron
estrechamente con los esperados del modelo final seleccionado. Estos hallazgos
demuestran que el ultrasonido es efectivo en la extraccion de vitaminas, y las
condiciones optimas pueden maximizar la utilizacidon de estos compuestos en el
pimiento morrén, los cuales pueden ser utilizados para formular alimentos
funcionales, darle valor agregado a esta fruta y contribuir a prevenir enfermedades

cronico-degenerativas en la poblacion.

Palabras clave:

Acido ascérbico, disefio Box-Behnken, metodologia de superficie de respuesta.
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ABSTRACT

Vitamins are one of the secondary metabolites found in bell peppers (Capsicum
annum) that are considered beneficial to human health due to their antioxidant
activities. This study aimed to optimize the conditions to extract the vitamins present
in bell peppers to use them in the production of functional foods. The optimal
conditions for the ultrasound bath extraction of ascorbic acid were carried out using
a Box-Behnken design of three factors (time, ratio and temperature) and three levels
(low, medium and high) under response surface methodology. Vitamin quantification
was performed using high-efficiency liquid chromatography. The response variable

presented a high correlation of 98.35 % for ascorbic acid.

The optimal conditions for ascorbic acid were 5 minutes, 39.8 °C and a ratio of 80
(v/w), with a predicted value of 7411.69 ug/g. The experimental value of the optimal
conditions for ultrasonic vitamin extraction for ascorbic acid was 7109.36 + 197.51
Mg/g. There were no notable differences between the experimental and predicted
responses, and the empirical values closely matched those expected from the final
selected model. These findings demonstrate that ultrasound is effective in the
extraction of vitamins, and optimal conditions can maximize the use of these
compounds in bell pepper, which can be used to formulate functional foods, give
added value to this fruit, and contribute to preventing chronic-degenerative diseases

in the population.

Keywords:

Ascorbic acid, Box-Behnken design, response surface methodology
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CAPITULO |
1.1 INTRODUCCION

Los frutos del género Capsicum son considerados un ingrediente de uso comun en
la cocina sudamericana y asiatica debido a los aromas y sabores unicos que
caracterizan a estos frutos (Hassan et al., 2019). Una de las principales
caracteristicas organolépticas que distinguen a esta fruta es su sabor picante y una
de las razones por las que se utiliza como materia prima para la fortificacién o
conservacion de alimentos y en formulaciones farmaceéuticas (Antonio et al., 2018;
Naves et al., 2019).

Lamentablemente, algunas variedades de frutos del género Capsicum presentan
bajas concentraciones de capsaicinoides, por lo que no resultan atractivos para el
sector agroindustrial. El ser pimiento morron (Capsicum annuum) es un claro
ejemplo (Gonzalez-Zamora et al., 2013). A pesar de esto, estas frutas poseen otros
metabolitos secundarios que pueden ser de interés porque se consideran
beneficiosos para la salud humana debido a sus actividades antioxidantes (Olatuniji
y Afolayan, 2020). La funcion de estos compuestos es neutralizar los radicales libres
y las especies reactivas de oxigeno en la célula, lo que previene el dafo celular
causado por el estrés oxidativo (Zehiroglu et al., 2019). Un ejemplo de estos
antioxidantes son las vitaminas, siendo principalmente el acido ascérbico (Wahyuni
et al., 2013).

El acido ascorbico, una vitamina soluble en agua, es ampliamente reconocido como
uno de los antioxidantes naturales mas importantes debido a su capacidad para
eliminar los radicales libres creados durante el estrés oxidativo (Igbal et al., 2017).
Este compuesto es indispensable para corregir la visidn de las personas e inhibir el
crecimiento de células cancerosas (Zhu, 2019). Por lo anterior, este compuesto es

de interés en la produccion de alimentos funcionales.

El método de extraccion es crucial para obtener un extracto rico en antioxidantes

que pueda usarse para elaborar alimentos funcionales (Eskicioglu et al., 2015;
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Putnik et al., 2018). Sin embargo, también es fundamental contar con una
metodologia ecoldgica y segura (Kua et al., 2018). En el caso del acido ascorbico,
las técnicas reportadas son la maceracion y la extraccion asistida por ultrasonido
(Afnani et al., 2023; Umair et al., 2021). Esta vitamina liposoluble se extrae
principalmente mediante el método Soxhlet, maceracion, ultrasonidos y fluidos
supercriticos (Andrade Lima et al., 2019; Saini y Keum, 2018; Ubaid et al., 2014).
De las metodologias mencionadas anteriormente que se han utilizado para la
obtencion de vitaminas, la extraccion asistida por ultrasonidos destaca por sus
cortos tiempos de extraccion que permiten un alto rendimiento de los compuestos
de interés debido a las burbujas de cavitacion que provocan un aumento de la
temperatura localizada y generan la ruptura de la pared celular (Gilvanda et al.,
2021; Zhang et al., 2018).

Se deben considerar diferentes condiciones para garantizar la maxima extraccion
ultrasoénica porque las vitaminas se vuelven susceptibles a la temperatura, el tiempo
de extraccion y la relacion soluto-disolvente (Afnani et al., 2023; Umair et al., 2021).
Varios estudios han utilizado la metodologia de superficie de respuesta para analizar
adecuadamente el efecto de estas condiciones, que es una herramienta estadistica
para evaluar el impacto interactivo de variables independientes (Swamy et al.,
2014). Se ha utilizado con éxito para modelar y optimizar procesos bioquimicos y
biotecnoldgicos relacionados con el area de alimentos (Slimani et al., 2024). El
disefio de Box-Behnken es uno de los mas utilizados porque es mas simple y
eficiente que otros disefios factoriales (Martin-Garcia et al., 2020). Ademas, tiene
beneficios adicionales, incluido el uso de bloques, el reconocimiento de la
inconsistencia del modelo, la estimacion de los parametros para un modelo

cuadratico y la construccion de disenos secuenciales (Ferreira et al., 2007).

Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo optimizar las condiciones para la
extraccion de vitaminas en el pimiento morron (Capsicum annum) mediante un
disefio Box-Behnken. Esto se realiza utilizando solventes verdes (etanol y agua) y
la técnica de extraccion por ultrasonido en diferentes condiciones de temperatura,

tiempo de extraccidn y relacion soluto-solvente para garantizar la maxima extraccion

13



de vitamina. La extraccion 6ptima de las vitaminas presentes en el pimiento morrén
(Capsicum annum) podria incrementar el valor agregado del fruto y permitir la
produccion de alimentos funcionales a partir del mismo. Las condiciones
establecidas en este trabajo podrian usarse para extraer estos compuestos en
matrices que presenten caracteristicas estructurales similares a los frutos del

genero Capsicum.
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1.2 ANTECEDENTES Y/O MARCO TEORICO
1.2.1 Pimiento morrén (Capsicum annuum)

El pimiento es originario de la zona de Bolivia y Peru, donde ademas de Capsicum
annuum L. se cultivan otras cuatro especies como C. chinense, C. pubescens, C.
frutescens y C. baccatum. Se dio a conocer en el viejo mundo por Cristébal Coldn
en su primer viaje que fue en el afio de 1493. Ademas, para el siglo XVI, su cultivo
ya estaba extendido en Espafa. Gracias a la influencia de los portugueses, se

distribuyo6 por Europa y en otras partes del mundo (Agroinformacion., n.d.).

Capsicum annuum es generalmente conocido como pimiento morrén, pimiento
dulce, chile morrén, aji morrén o en algunos paises como pimentén; pero en
diferentes localismos es la especie mas cultivada, difundida y reconocida. El origen
del pimiento morrén es en el continente americano, especificamente en la zona
centro y norte de Sudamérica. Es un fruto de una planta que pertenece a la familia
de las solanaceas (Solanaceae) que se caracteriza por la produccién de frutos de
diferentes tamafos, con una textura carnosa como también una piel suave y brillante

que exhibe colores radiantes.

Tabla 1. Nombres comunes internacionales

Pimienta picante

Pimiento verde

Inglés Pimentén

Paprika

Pimiento rojo

Pimiento dulce

Espaiol Chile dulce

Pimiento

Pimiento morron

Francés Tallar
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Pimentén

Poivron

Portugués Pimiento morrén

Fuente: (Capsicum Annuum, 2022)

Los pimientos morrones se muestran en distintas tonalidades como de color verde,
amarillo, naranja y rojo, que corresponden a diferentes estados de maduracién de
un mismo cultivo. Asimismo, estos rasgos los distingue como unicos dentro del
género Capsicum, en cambio, a diferencia de los otros miembros de su familia,
carecen del compuesto quimico conocido como capsaicina que es el responsable
de la sensacion de ardor de los pimientos picantes, por lo que, en los pimientos
morrones su naturaleza es dulce y no picante, favoreciendo su uso en una amplia

variedad de preparaciones gastronémicas (Pimiento Morron Archives, s. f.).

Figura 1. Pimientos morrones verde, rojo y amarrillo

Tabla 2. Clasificacion taxonémica del pimiento morrén

Dominio Eucariota
Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
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Orden Solanales

Familia Solanaceas
Género Capsicum
Especies Capsicum annuum L

Fuente: (Capsicum Annuum, 2022)

Se trata de un ingrediente de gran versatilidad, que puede ser consumido de
diferentes maneras como crudo, asado o incorporado en guisos y estofados. En el
ambito comercial, este fruto se presenta en su forma fresca, siendo recolectado en
distintas etapas de madurez para poder satisfacer las preferencias del consumidor.
También se encuentra disponible de manera deshidratado o en conserva, lo que
permite su incorporacién en una amplia variedad de preparaciones gastronémicas,
adaptandose a diferentes tradiciones y enriqueciendo el perfil de sabores de los

platos en los que se utiliza (Cares et al., 2015).

El pimiento morrén se cultiva esencialmente como una planta herbacea de ciclo
anual, aunque tiene la capacidad de rebrotar y seguir produciendo frutos en un

segundo afio después de su siembra o plantacion.

En el cultivo anual de Capsicum annuum, la morfologia y el crecimiento de la planta
muestran variaciones notables segun las condiciones ambientales y las practicas
agronomicas utilizadas. Las variedades cultivadas al aire libre suelen alcanzar
alturas cercanas a los 50 CM, mientras que los hibridos disefiados para los
invernaderos pueden superar los 2 metros, lo que permite maximizar su rendimiento

y mejorar los sistemas de produccion intensiva.

El tamano de los frutos es diverso ya es variado entre pocos gramos hasta superar
los 500 gramos. En el interior del pimiento, las semillas se encuentran ubicadas en
una placenta conica de disposicion central. Estas semillas poseen una forma
redondeada, ligeramente reniforme, y presentan un color amarillo palido, con una

medida que varia entre 3y 5 CM (Lépez et al., 2014).
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1.2.2 Metabolitos secundarios en el pimiento morrén

En la actualidad, en los supermercados se encuentran disponible una amplia
variedad de pimientos, donde la mayoria cambian de color verde a amarillo, naranja,
rojo o morado cuando estan completamente maduros. Los pimientos de color verde
suelen cosecharse antes de que maduren por completo, por ello, la etapa de
madurez puede explicar en parte el contenido de los fitonutrientes como también el

consumo de antioxidantes en la dieta (Shotorbani et al., 2013).

La madurez del pimiento morrén no solo se relaciona con variaciones en los niveles
de los carotenoides, sino que también se ha comprobado una alteracién en la
concentracion de otros metabolitos bioactivos, como los tocoferoles y los
fitoesteroles. Estos compuestos desempefian un papel importante en la salud
humana, exhiben cambios a medida que el fruto avanza en su ciclo de maduracion,
lo que sugiere que la evolucion del perfil metabdlico del pimiento es un proceso
complejo que puede influir en su valor nutricional y funcional. Estos cambios en los
metabolitos no solo afectan las propiedades sensoriales del pimiento, sino que
también pueden provocar implicaciones en su capacidad antioxidante y en la

alteracién de diversas funciones bioldgicas en el organismo (Pino et al., 2018).

Los pimientos morrones se caracterizan por contener cantidades elevadas de acido
ascorbico, conocido comunmente como vitamina C. Su distintivo color rojo es el
resultado de la presencia de diversos pigmentos carotenoides, entre los que
destacan B-caroteno, que posee actividad provitamina A, asi como carotenoides
oxigenados como la capsantina, la capsorrubina y la criptocapsina. Estos ultimos
son compuestos exclusivos de los pimientos morrones y han demostrado una
notable capacidad para neutralizar radicales libres, lo que les confiere propiedades

antioxidantes significativas.

Ademas, estos frutos son ricos en compuestos fendlicos, en especifico flavonoides
como la quercetina y la luteolina, asi como en capsaicinoides. Estos compuestos no

solo contribuyen a las propiedades organolépticas del pimiento, sino que también
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poseen diversas actividades biolégicas que pueden tener un impacto positivo en la
salud (Deepa et al., 2006).

El consumo de los compuestos bioactivos ofrece importantes beneficios para la
salud humana, gracias a sus destacadas propiedades antioxidantes, que actuan
como protectores contra el dano oxidativo a nivel celular. Esta proteccion es de
suma importancia para prevenir el desarrollo de diversas enfermedades
degenerativas comunes, tales como el cancer, las enfermedades cardiovasculares,

las cataratas, la diabetes y el Alzheimer.

De igual manera, estos compuestos bioactivos juegan un papel crucial para la
conservacion de las grasas esenciales que se encuentran en las membranas
celulares del cerebro, cuya integridad es esencial para asegurar un funcionamiento
optimo del sistema nervioso. Al conservar la estructura y funcion de estas grasas,
se contribuye a mantener la salud neuronal y a prevenir disfunciones asociadas a
trastornos neurolégicos, reforzando asi la importancia de estos metabolitos en una

dieta equilibrada y saludable (Chavez-Mendoza et al., 2015).
1.2.3 Vitaminas presentes en el pimiento morron

Los pimientos morrones son una buena fuente de vitamina C, vitamina Ay fibra,
también poseen propiedades antioxidantes, para ayudar a proteger contra las

enfermedades como las cardiovasculares y algunos tipos de cancer.

Los pimientos morrones exhiben una diversa gama de colores que indican su grado
de madurez, abarcando tonalidades que van desde el verde hasta el amarillo,
naranja y rojo. Aunque todas las variantes de color aportan beneficios nutricionales,
los pimientos rojos se destacan por su mayor concentracion de antioxidantes vy
fitonutrientes, porque alcanzan una etapa de maduracion mas avanzado en

comparacion con de los colores verdes y amarillos.

Los pimientos rojos contienen naturalmente pequefias cantidades de azucares, lo
que les da su caracteristico perfil de sabor. Esta dulzura, junto con su textura suave,
los hace mas agradables al paladar, en comparacion con los pimientos verdes, que
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tienden a tener un sabor mas amargo y menos desarrollado. Esta variabilidad en el
sabor y contenido nutricional no solo enriquece la diversidad culinaria de los
pimientos, sino que también permite a los consumidores elegir segun sus

preferencias y necesidades dietéticas.

El pimiento morrén es la unica variedad de Capsicum que no produce capsaicina.
Sin embargo, los pimientos rojos son una de las principales fuentes de vitamina A.
Ya que a medida que maduran y adquieren su color rojo, su contenido de vitamina
A aumenta considerablemente, al igual que los niveles de vitamina C y azucar

(Capsicum Annuum, 2022)

Los pimientos morrones, en particular los pimientos rojos, son conocidos por su alto
contenido de vitamina C. Segun los Institutos Nacionales de Salud (NIH), una
porcion de media taza de pimiento rojo crudo aporta 95 miligramos (mg) de vitamina
C, lo que equivale al 106 % del valor diario recomendado (% VD) para adultos y
nifios a partir de 4 afos. Ademas, esta misma porcién proporciona 117 microgramos

de equivalentes de actividad de retinol de vitamina A.

La forma de vitamina A que se encuentra en los pimientos naranjas y rojos es el -
caroteno, un carotenoide que el organismo convierte en la forma activa de vitamina
A, esencial para diversas funciones fisioldgicas. Este (B-caroteno es también el
responsable de los vibrantes colores naranja y rojo que caracterizan a estos

pimientos, resaltando su valor nutricional y su importancia en la dieta.
Los pimientos también son una buena fuente de:

e Vitamina B6: Esta vitamina desempefa un papel fundamental en el apoyo al
sistema nervioso central, ademas de estar involucrada en procesos
metabdlicos que facilitan la conversién de los nutrientes en energia utilizable
por el organismo.

e Folato (vitamina B9): El folato es esencial para la conversion de carbohidratos
en energia y es esencial para el crecimiento y desarrollo celular. Su presencia

es importante durante las etapas de proliferacion celular, como en el
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embarazo y la nifiez, donde contribuye al desarrollo saludable de tejidos y
organos.

e Vitamina E: Esta vitamina actua como un potente antioxidante que respalda
el sistema inmunolégico y ayuda a mantener la salud de los vasos
sanguineos. Su capacidad para proteger las células del dafio oxidativo es
importante para prevenir enfermedades cardiovasculares y otros trastornos

relacionados con la inflamacién (Sissons, B., 2023)
1.2.4 Vitamina C (Acido ascérbico)

La vitamina C es una vitamina hidrosoluble que se conoce ampliamente por sus
diversas aplicaciones y beneficios, tanto en su administracion sistémica como en su
uso tépico. Desde un punto de vista quimico, el acido ascorbico es una lactona
derivada del acido gulénico, cuya biosintesis se lleva a cabo a partir de la glucosa

mediante una serie de reacciones enzimaticas especificas.

En términos bioquimicos, el acido L-ascoérbico se presenta como un solido cristalino
de tonalidad blanca, inodora y muy soluble en agua, aunque su solubilidad es
limitada en la mayoria de los disolventes organicos. Su estructura molecular esta
presentada por la formula quimica C¢HgOg, l0 que le confiere propiedades oxido
reduccion (redox) que son esenciales para su funcion biolégica, actuando como un

agente antioxidante clave en numerosos procesos fisiologicos (Valdés, F, 2006).

Figura 2. Estructura quimica de la Vitamina C
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Desde su descubrimiento, la vitamina C ha revelado una creciente variedad de
funciones biolégicas. Su denominacion como acido ascoérbico o vitamina C es
importante para el funcionamiento celular y relacionadas con su funcion esencial en

la sintesis de colageno en los tejidos conectivos.

La vitamina C, también conocida como acido ascoérbico es un nutriente esencial que
juega un papel fundamental en muchos procesos bioldgicos. Es indispensable para
la biosintesis de vasos sanguineos, cartilagos, musculos y colageno 6seo, siendo
este ultimo una proteina estructural clave para la integridad del tejido conjuntivo.
Ademas, la vitamina C tiene un efecto protector en la oxidacion celular y es capaz
de poder reducir los radicales libres que son producidos durante los procesos

metabdlicos (Huamani et al., 2018).

Dado que el organismo humano no puede sintetizar esta vitamina por si mismo, es
necesario obtenerla a través de la alimentacién. Se encuentra presente en una
amplia variedad de fuentes vegetales, entre las que destacan los citricos, bayas,
papas, tomates, pimientos, coles de Bruselas, repollo, brécoli y espinacas,
contribuyendo asi a una dieta equilibrada y al mantenimiento de la homeostasis
fisiologica (Okiei et al., 2009).

Las principales fuentes de vitamina C son:

Tabla 3. Contenido de vitamina C en algunos alimentos

Contenido de vitamina C en algunos
alimentos (mg /100 g de alimento)

Guayabas 300
Grosellas negras 200
Pimiento verde 100
Berros 60
Fresas 60

Col cruda 55
Melon 50
Jugo de limoén 50
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Naranjas 50

Toronja 40

Fuente: Okiei et al., 2009.

Por ser una vitamina soluble en agua apenas se acumula en el organismo, por lo
que es importante un aporte diario. Es muy sensible a la luz, a la temperatura y al

oxigeno del aire (Clinica Universidad de Navarra, 2025).
1.2.5 Métodos de extraccion de acido ascérbico

Se han desarrollado varios métodos analiticos para la cuantificacion del acido
ascorbico en distintas matrices, incluyendo técnicas como la espectrofotometria, la
quimioluminiscencia, la voltamperometria, los ensayos enzimaticos y el analisis
amperomeétrico. Sin embargo, cada una de estas metodologias puede presentar
limitaciones en términos de sensibilidad, selectividad, estabilidad analitica o
complejidad en la preparacién de las muestras, lo que puede afectar la precision y

reproducibilidad de los resultados.

En la actualidad, la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) y la
electroforesis capilar se han establecido como las técnicas de referencia para la
determinacién del acido ascorbico en diversas muestras. Estas metodologias, junto
con diferentes sistemas de deteccion, incluyendo el uso de sonicacion, ofrecen una
mayor precision, resolucion y eficiencia analitica, permitiendo la identificacion y

cuantificacion del compuesto con un alto grado de fiabilidad (Nojavan et al., 2008).

La extraccién de vitamina C en frutas debe considerar una serie de criterios
fundamentales que garantizan la calidad, precision y eficiencia del proceso. Estos

incluyen:

e La especialidad y el detalle de la informacion analitica necesaria que
determinan el nivel de sensibilidad y exactitud necesarias en el analisis.
e Las caracteristicas intrinsecas de la matriz alimentaria, las cuales pueden

intervenir en la liberacion y recuperacion del compuesto obijetivo.
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e La forma en que la vitamina C se encuentra presente ya sea de manera
natural o como aditivo, considerando que en algunos casos puede estar
asociada a otros constituyentes alimentarios, como carbohidratos o
proteinas, lo que complica su liberacién.

e La presencia y concentracion relativa de sustancias que pueden interferir en
el andlisis, lo que puede afectar tanto la especificidad como la selectividad
del método.

e La estabilidad del acido ascorbico frente a condiciones extremas de
temperatura y pH, factores que pueden provocar su degradacion durante el
proceso de extraccion.

e Lanaturaleza labil de la vitamina C, que exige condiciones controladas pata

minimizar su pérdida o alteracion.

Es crucial que estos factores sean evaluados y optimizados para poder garantizar
que el analito sea separado de manera eficiente de la matriz alimentaria, sin

comprometer su integridad, calidad ni rendimiento (Bleydis et al., 2022).

La Tabla 4 representa un resumen de los métodos de extraccion empleados para la
extraccion del acido ascérbico de diversas especies vegetales, incluyendo
variedades de chile, frutas y vegetales. En la columna “Matriz” se identifican estas
especies, mientras que la columna “Método de extraccion” describe las técnicas
especificas utilizadas como la maceracion, centrifugacion, liofilizacion y el uso de
soluciones acidas. Ademas, cada método esta respaldado por referencias
bibliograficas, proporcionando un soporte cientifico que permite validar los

procedimientos y consultar estudios relevantes.

Tabla 4. Métodos de extraccion del acido ascoérbico

Matriz Método de extraccion Referencia
Chile habanero Maceracion a 30 °C con un Flavia et al., 2013
(C. chinense) buffer por 30 minutos
Pimiento morrén Maceracion con acido meta Topuz et al., 2007
(C. annum) fosférico y centrifugacion
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Pimiento morrén

(C. annuum)

Maceracion con acido meta

fosforico y centrifugacion

Deepa et al., 2007

Chile habanero

(C. chinense)

Maceracion con acido meta

fosforico al 3 %

Bae et al. 2014

Pimiento morrén

Maceracion con acido

Garcia, S., 2015

(C. annuum) metafosforico al 4 %
Maceracion y posterior  Gutiérrez et al., 2007
liofilizacidon, ademas de la
extraccion con una
Uchuva solucién tampdn de acetato

(Physalis peruviana L.)

de sodio, filtracion e

inyeccion.

Extracciéon con Agua-Acido

sulfarico 'y con Acido
fosforico 0,05 N.
Brocoli Extraccion con  acido Marques et al., 2004

(Brassica oleracea var.

Itélica)

metafosforico y el reactivo
de complexacion
compuesto por cuproina y

alcohol isoamilico.

Polvo de tomate

liofilizado

La extraccion se realizo por
homogeneizacién con una
solucion de acido

tricloroacético al 6 %

Sérino et al., 2019

Fruto tropical Cocana

(Solanum)

Maceracion con solucion
de metanol/Agua (8:20) 50

ml

Aristizabal-Sandoval.,
2021

Extraccion con solucion
acida, con 3 mL de solucion
acida de H2S0O4 5 mM

Aristizabal-Sandoval.,
2021




Araza

(Eugenia Stipitata)

Maceracion donde las
fracciones se extrajeron de
acuerdo con la solubilidad

en agua, metanol y 50%

Aristizabal-Sandoval.,
2021

metanol.

Pitaya Maceracion con 25 mL de  Aristizabal-Sandoval.,
(Hylocereus. etanol al 80 % vy 2021
Triangularis) centrifugacion durante 25

minutos.
Tejocote Maceracion con 25 mL de  Aristizabal-Sandoval.,

(Crataegus mexicana)

etanol al 95 % v/v, después
de 24 h se ajusta el
volumen a 25 ml en etanol

al 80 % v/v y centrifugacion,

2021

Mango Extraccion  estatica y  Aristizabal-Sandoval.,
(Manguifera) dindamica, se emplea un 2021
cosolvente polar (20 %
etanol), a una temperatura
de 40 °C.
Gulupa Maceracion con acido- Aristizabal-Sandoval.,
(Passiflora etanol a diferentes 2021
pinnatistipula) temperatura de extraccion
(40-80 °C), tiempo (60-120
min) y relacion solido-
liquido (1:15-1:30).
Guanabana Se extrajo el jugo mediante  Aristizabal-Sandoval.,

(Annona muricata)

una maceracion manual
con un mortero de

porcelana

2021
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Manzana Fuiji Se emplea una solucion  Aristizabal-Sandoval.,
(Malus domestica) acuosa de acido 2021
metafosforico (5 % P/P)
con ditiotreitol (0,1 % P/P)
en sonicador por 15

minutos

-Pifa (Ananas comosus) Maceracion con una Aristizabal-Sandoval.,
-Guayaba (Psidium) solucion metanol/agua 2021
-Guanabana (Annona  (50:50 v/v) y centrifugacion.

muricata)

Tubérculos y raices Maceracion con acido Aristizabal-Sandoval.,
andinos oca meta-fosférico (0,3 M) vy 2021

(Oxalis tuberosa) acido acético (1,4 M)

Extraccion  solido-liquido Bleydis et al., 2022

con acido sulfurico o acido

Guayaba Roja fosforico y centrifugacion
(Psidium guajava L.) Extraccién en agua Bleydis et al., 2022
Criogenizacion Bleydis et al., 2022

La Tabla 5 ofrece un analisis de diversos métodos analiticos empleados para la
determinacién de vitamina C. Cada método se detalla a través de las condiciones y
referencias bibliograficas, proporcionando asi una vision integral que facilita la

compresion de estos métodos en investigaciones cientificas.

Tabla 5. Métodos utilizados para la determinacién de vitamina C

Método Condiciones Referencia
Se utiliza como agente valorante una  Zago et al., 2010
Volumetria de oxido- solucién de 2,6-
reduccion diclorofenolindofenol, previamente
estandarizada.

27



Yodomeétrico

Se realiza una titulacion de la mezcla
de almidon y Vit C con Lugol.

Se lee la absorbancia a 521 nm.

Campos, C., 2021

Se basa en su determinacion

Skrovankova et al.,

Potenciométrica mediante la reaccion catalizada por 2015
el ascorbato oxidasa.
Método electro analitico que mide la Huamani &

Voltamperometria

intensidad de corriente frente al
potencial aplicado sobre el analito
para que ocurra una reacciéon redox
la cual produce un flujo de corriente

eléctrica.

Paucar, 2018

Colorimétrico de Mohr

La absorbancia se mide a 540 nm.

Bleydis et al., 2022

Utiliza una enzima peroxidasa que

cataliza la hidroperoxidacion de la p-

Fang, Z., 2017

Enzimatico fenilendiamina (PPDA) a través de

una forma semiquinoide reversible a
un producto de condensacion
coloreado.

Espectrofotométrico Mide los valores de absorbancia a Skrovankova et al,
450 nm 2015
-Se basa en la reaccion de Skrovankova et al,
condensaciéon entre Vit C y o- 2015

Fluorometrico

fenilendiamina (OPDA)

-Se basa en la medida de la
fluorescencia a una longitud de onda
a 430 nm.

Bleydis et al., 2022
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Electroforesis capilar

Utiliza capilares de silice fundida
junto con altos campos eléctricos (1-
30 kv).

Fang, Z.,2017

Espectroscopicos

(espectrofotométricos)

Pueden ser directos ya que el AA
presenta un maximo de absorcion a
260 nm, o bien con indirectos
basados en la reaccion del AA con 4-
metoxi2-nitro anilina, y el producto
obtenido tiene un maximo de

absorcion a 570 nm

Fang, Z., 2017

Polarografia

Se mide la corriente que circula en la
celda en funciéon del potencial del
electrodo de trabajo, ya que esta
corriente suele ser proporcional a la

concentracion del analito.

Fang, Z., 2017

Cromatografia liquida
de ultra rendimiento
(UPLC)

Para realizar la separacion, se
utilizan columnas cortas llenas de
particulas mas pequefias (sub-

2 um).

Klimczak, I., y
Gliszczynhska-
Swigto, A., 2015

Cromatografia liquida
de alto rendimiento
(HLCP)

Se absorbe fuertemente a la longitud
de onda de 244 o0 265 nm.

Skrovankova et al.,
2015

La Tabla 6 presenta informacién sobre las concentraciones de acido ascérbico

(vitamina C) en diferentes especies vegetales, lo que muestra la variabilidad en el

contenido de este nutriente esencial en diferentes alimentos. Cada entrada incluye

el nombre cientifico de la especie, la concentracion especifica de acido ascoérbico

expresada en mg por cada 100 g de muestra, asi como la referencia

correspondiente de los estudios que respaldan los datos.
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Ademas, la tabla incluye varios tipos de Capsicum annum (pimientos morrones),

donde se observa una notable variacion en los niveles de vitamina C segun el color

del pimiento, lo que sugiere que los pimientos de diferentes etapas de madurez o

variedades pueden contener diferentes niveles de nutrientes.

Tabla 6. Concentraciones de acido ascoérbico

Especie Concentracién Referencia
Casimiroa edulis L. 30.442 mg/100 g Amador et al., 2019
(Chalarina)
Physalis peruviana L. 0,332mg /100 g Gutiérrez et al., 2007
(Uchuva)

Capsicum annuum
(pimiento morron

amarillo)

125.80 mg/100g

Arzube et al., 2022

Capsicum annuum

(pimiento morrén rojo)

166.10 mg/100g

Arzube et al., 2022

Physalis peruviana L.

(Aguaymanto)

28.55 mg/100 g

Zelana, C., 2007

Manguifera

(Mango - cascara)

48.38 mg/100 g

Aristizabal, A., 2021

Eugenia Stipitata
(Araza)

Verde amairillento: 31.78
mg/100 g

Aristizabal, A., 2021

Amarillento: 33.70
mg/100 g

Aristizabal, A., 2021

Irvingia gabonensis

(Mango africano)

33.03 mg/100 g

Okiei et al., 2009

Musa sapientum
(Platano)

15.00 mg/100 g

Okiei et al., 2009

Phaseolus vulgaris

(frijol verde)

43.35 mg/100 g

Okiei et al., 2009
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Zea mays

(Maiz amarillo)

14.20 mg/ 100 g

Okiei et al., 2009

Theobroma cacao L.

(cacao)

6.10 mg/ 100 g

Okiei et al., 2009

Cucumis sativus

6.99 mg/ 100 g

Okiei et al., 2009

(Pepino)
Allium sativum 38.68 mg /100 g Okiei et al., 2009
(Ajo)
Cucumis melo 20.06 mg/ 1009 Okiei et al., 2009
(Melon)

Capsicum annuum

(Pimiento morron verde)

182.34 mg /100 g

Okiei et al., 2009

Capsicum frutescens
(Chile tabasco)

125.59mg /100 g

Okiei et al., 2009

Persea americana

(Pera de aguacate)

30.00mg/100¢g

Okiei et al., 2009

Capsicum annuum

(Pimiento morrén verde)

101.886 mg /100 g

Garcia et al., 2017

Capsicum annuum

(Pimiento morrén verde)

16.52mg /100 g

Nerdy, N., 2018

Capsicum annuum
(Pimiento morrén

amarillo)

159.61 mg /100 g

Nerdy, N., 2018

Capsicum annuum
(Pimiento morrén

naranja)

121.38 mg /100 g

Nerdy, N., 2018

Capsicum annuum

(Pimiento morrén rojo)

81.19mg/100g

Nerdy, N., 2018

Capsicum annuum

(Pimiento morrén verde)

82.700 mg /100 g

Garcia et al., 2017
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Capsicum annuum 102.212mg /100 g Garcia et al., 2017

(Pimiento morron verde)

Capsicum annuum 125.954 mg /100 g Garcia et al., 2017

(Pimiento morron verde)

Capsicum annuum 150.296 mg /100 g Garcia et al., 2017

(Pimiento morron verde)

Capsicum annuum 158.447 mg /100 g Garcia et al., 2017

(Pimiento morron verde)

Capsicum annuum 174.269mg /100 g Garcia et al., 2017

(Pimiento morron verde)

1.2.6 Importancia de la validacion

En los laboratorios destinados al control de calidad, asi como en las instituciones
especializadas en analisis quimicos, resulta esencial contar con métodos analiticos
altamente confiables y reproducibles. Dichos métodos son indispensables para
garantizar que tanto las materias primas como los productos terminados cumplan
rigurosamente con las normativas legales vigentes y los estandares técnicos

establecidos, ya sea a nivel nacional o internacionalmente (Clavijo, D., 2002)

Diferentes organismos como la FDA (Food and Drug Administration, FDA por sus
sigla en inglés) y EPA (Environmental Protection Agency, EPA por sus siglas en
inglés) recomiendan que los métodos analiticos sean sometidos a estudio o
validacioén, con el propésito de garantizar que los datos obtenidos a través de ellos

sean confiables y adecuados para el propdsito previsto (Sierra et al., 2010).

1.2.6.1 Validacion

La validacion es un proceso que busca demostrar, a través de evidencia
experimental documentada, que un método analitico es adecuado para cumplir con
el propdsito para el cual fue disefado (Feldsine et al., 2002). Los parametros que

se evaluan durante la validacién de un método son los siguientes:

e Selectividad.
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e Linealidad.

e Limite de deteccion.

e Limite de cuantificacion.
e Precision.

e Exactitud.

e Robustez.
1.2.6.1.1 Selectividad

La selectividad es el parametro que evalua la capacidad de un método para
identificar y cuantificar de manera precisa un analito especifico, incluso en presencia
de una o multiples sustancias que puedan actuar como interferencias (Feldsine et
al., 2002).

1.2.6.1.2 Linealidad

La linealidad se refiere a la capacidad del método para generar resultados de prueba
que son directamente proporcionales a la concentracion del analito presente en la

muestra analizada (Feldsine et al., 2002).
1.2.6.1.3 Limite de deteccion (LD)

Este parametro se refiere a la concentracion mas baja del analito en una muestra
que puede ser detectada, aunque no necesariamente cuantificada, segun las

condiciones establecidas por el método (Feldsine et al., 2002).
1.2.6.1.4 Limite de cuantificaciéon (LC)

Es la concentracion minima del analito que puede ser determinada con un nivel
aceptable de precision, repetibilidad y veracidad, conforme a las condiciones

establecidas por el método (Feldsine et al., 2002).
1.2.6.1.5 Precision

La precision es el grado de concordancia entre resultados obtenidos en mediciones
repetidas de un mismo objeto o de objetos similares, bajo condiciones especificas.
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La precision de un método de ensayo se expresa cuantitativamente como
imprecision a través del calculo de la desviacion estandar de una serie de resultados
(Feldsine et al., 2002).

1.2.6.1.6 Exactitud

La exactitud se refiere a la proximidad del resultado de una medicion con respecto
al valor de referencia aceptado. Cuando se aplica a un conjunto de resultados de
prueba, el término exactitud implica una combinacion de componentes aleatorios y

un componente de error sistematico o sesgo (Feldsine et al., 2002).
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1.3 JUSTIFICACION

En la actualidad contar con métodos analiticos validados es de gran importancia
para la determinacion precisa y confiable de los diferentes nutrientes presentes en
los alimentos, donde esta necesidad surge del aumento de demanda de estandares
de calidad de la industria alimentaria, con el objetivo de garantizar tanto la seguridad
como el valor nutricional de los productos que son consumidos. La validacion de
estos métodos contribuye a la confiabilidad de los resultados obtenidos, lo cual es
crucial para respaldar las afirmaciones nutricionales y con ello asegurar que los

productos alimenticios cumplan con las expectativas de los consumidores.

Una parte fundamental al desarrollar métodos analiticos confiables en la industria
alimentaria es el método de extraccion. Este proceso es esencial, ya que impacta
directamente en la eficiencia y efectividad para la recuperacioén de los compuestos
de interés. La optimizacion del método de extraccion debe de realizarse con cuidado
para asegurar que los rendimientos sean los mas altos posibles, en donde a su vez
garantiza la representatividad de los nutrientes y otros tipos de analitos que estan
presentes en las matrices alimentarias. Ademas, una extraccién optima no solo
mejora la cantidad del analito recuperado, sino que también minimiza la posibilidad
de interferencias y la degradacion de los compuestos, por lo cual resulta analisis
mas precisos y confiables. Por ello, el desarrollo de métodos de extraccién que
estan bien fundamentados y validados es importante para la integridad de los

analisis nutricionales y de calidad para la industria alimentaria.

Debido a lo anteriormente mencionado, surge el presente trabajo de investigacion,
que busca desarrollar una metodologia mediante cromatografia de liquidos para la
determinacién de acido ascoérbico en Pimiento Morrén (Capsicum annuum). Esta
investigacion no solamente propone abordar las cuestiones planteadas, sino que
también proporciona un enfoque sistematico donde permita la implementar técnicas
analiticas efectivas en el ambito de estudio. La finalidad de desarrollar esta
metodologia es contribuir al avance del conocimiento para el area, donde se

asegura que los procedimientos realizados sean replicables al igual que los
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resultados obtenidos sean validados y confiables, ademas es importante mencionar
que con esta investigacion se pretende establecer las bases para futuras
investigaciones y aplicaciones practicas, donde se promueva asi un enfoque mas

sélido y cientifico en el analisis de los elementos en cuestion.
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1.4 OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

1.4.1 Objetivo general

Desarrollar de una metodologia por cromatografia de liquidos para la determinacion

de acido ascorbico en Pimiento Morron (Capsicum annuum).

1.4.2 Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones cromatograficas para el analisis de acido
ascorbico por CLAE.

2. Implementar y optimizar la metodologia de extraccién por ultrasonido del
acido ascorbico en Pimiento Morron (Capsicum annuum).

3. Evaluar la linealidad, exactitud, precisiéon y el limite de deteccién y

cuantificacion del método establecido.
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CAPITULO 2

2.1 MATERIALES Y METODOS

2.1.1 Materiales y reactivos
Los reactivos empleados para el desarrollo experimental fueron Metanol grado
HPLC (Pureza = 99.9 %), Acido férmico grado reactivo (Pureza = 99 %), agua grado
HPLC y el estandar del acido ascérbico marca Sigma Aldrich® grado HPLC (Pureza
> 99.9 %).

2.1.2 Obtencion de las muestras

Los pimientos morrones (Capsicum annuum) analizados fueron recolectados en la
comunidad de Calkini, Campeche, México. Para garantizar la eliminacion de
posibles contaminantes superficiales, se llevd a cabo un proceso de lavado con
agua destilada. Posteriormente, los pimientos morrones fueron cortados en mitades
y fraccionados nuevamente para distribuirlos en bandejas de aluminio, después fue
sometida a un proceso de deshidratacion en un horno de conveccidn a una

temperatura controlada de 45 °C durante un periodo de 72 horas.

Tras completar el secado, se procedié a triturar, empleando un molino eléctrico de
granos hasta reducir el tamano de las particulas. Luego, se realizd un proceso de
tamizado utilizando un tamiz # 40, obteniendo un tamano de particula uniforme de
0.45 mm. Finalmente, los polvos obtenidos fueron envasados en bolsas de
polietileno, almacenados a una temperatura de 4 °C y protegidos de la exposiciéon a

la luz hasta su posterior analisis.

2.2 Método de extraccién

2.2.1 Extraccion ultrasénica
Segun Umair et al, (2021), la extraccion asistida por ultrasonido se realiz6 con
algunas modificaciones. Se utilizé un bafio de ultrasonido (Creworks, EE. UU.) de 3
L de capacidad con una energia ultrasdnica de 120 W y una frecuencia de 40 kHz.

El bafio ultrasdnico cuenta con un termostato que permite controlar la temperatura
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de 20 a 80 °C. Las condiciones evaluadas para acido ascorbico se muestran a

continuacion:

Las condiciones para la extraccion asistida por ultrasonido del acido ascoérbico
fueron de 5 a 40 minutos, temperaturas de 20 a 70 °C y una relacién disolvente-
muestra (v/p, mL/g) de 40 (4 mL / 0.1 g) a 80 (8 mL/ 0.1 g). En este caso, el
disolvente utilizado para la extraccion fue agua destilada con acido acético a una
concentracion de 0.2 %. Las muestras se centrifugaron a 4500 rpm por 20 minutos
y el sobrenadante se filtrd6 y se coloc6 en un vial para su analisis mediante

cromatografia liquida.

2.3 Diseno experimental de Box-Behnken

El disefio Box-Behnken también se aplicé a la optimizacién de la extraccion de acido
ascorbico (Tabla 7), las tres variables independientes evaluadas fueron la relacién
(de 40 a 80 v/p), el tiempo de sonicacion (de 5 a 40 minutos) y la temperatura (de
20 a 70° C).

Tabla 7. Condiciones ultrasoénicas para la extraccion de acido ascoérbico

Acido ascérbico

Independiente Niveles de factores
Variables -1 0 +1
Relacioén (v/p, 40 60 80
mL/g)
Tiempo 5 22.5 40
(minutos)
Temperatura (°C) 20 45 70

La relacion entre las variables independientes y los valores de respuesta se
represento utilizando un modelo de superficie de respuesta polinomial de segundo

orden.
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Relacione cada variable de respuesta con la ecuacion de regresion que aparece a

continuacion:

3 3 3
Yi= Bo+ Zﬂixi + Zﬂiix?i + z Bijxix;
i=1 i=1

i#j=1

Donde Yirepresenta la variable de respuesta, especificamente la concentracion de
Acido ascérbico, mientras que Bo, Bi, Bii y Bi corresponden a los coeficientes que
representan la regresion del modelo. Las variables codificadas xi y x; representan

los factores que influyen en la respuesta.

Se utilizé el coeficiente R? para determinar la precision del modelo matematico. Se
realizaron superposiciones de graficos de contorno y graficos de superficie de
respuesta tridimensionales utilizando STATGRAPHICS Centurion XIX (Statgraphics
Technologies Inc., The Plains, Virginia, USA). Se consideraron las superficies de
respuesta de todas las variables para seleccionar las condiciones de extraccion

Optimas.

La Tabla 8 representa el disefio experimental basado en el disefio de Box-Behnken
que se utilizé para optimizar el efecto de tres variables sobre la extraccion de acido

ascorbico. Estas variables son:

1. Relacion (v/p, mL/g): Cantidad de solvente en relacion con la masa del sélido.
Tiempo de extraccion (minutos): Duracion del proceso de extraccion.
Temperatura de extraccion (°C): Temperatura a la que se realiza la

extraccion.

Cada fila de la tabla corresponde a un ensayo experimental, donde se combinan
diferentes valores de las variables para observar su impacto en la respuesta (la

concentracion de acido ascoérbico extraido).
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Tabla 8. Disefio experimental para la optimizacién de la extraccion de acido ascorbico

Relacion (v/p, mL/g) Tiempo (minutos) Temperatura (°C)
4 (-1) 5(-1) 45 °C (0)
8 (1) 5(-1) 45 °C (0)
4 (-1) 40 (1) 45 °C (0)
8 (1) 40 (1) 45 °C (0)
4 (-1) 22 (0) 20 °C (-1)
8 (1) 22 (0) 20 °C (-1)
4 (-1) 22 (0) 70°C (1)
8 (0) 22 (0) 70 °C (1)
6 (0) 5(-1) 20 °C (-1)
6 (0) 40 (1) 20 °C (-1)
6 (0) 5(-1) 70 °C (1)
6 (0) 40 (1) 70 °C (1)
6 (0) 22 (0) 45 °C (0)
6 (0) 22 (0) 45 °C (0)
6 (0) 22 (0) 45 °C (0)

2.4 Determinacioén por HPLC

Para la determinacién de acido ascoérbico se utilizé un sistema de cromatografia
liquida Ultimate 3000 HPLC (Thermo Fischer Scientific, EE. UU.). Estaba equipado
con un muestreador automatico con un bucle de inyeccion de 20 pL, detector de
matriz de diodos , desgasificador de membrana y compartimiento de columna con
regulador de temperatura. La columna utilizada fue de una columna de HPLC Grace
Alltima HP C18-HL con un tamafo de particula de 5 ym, una longitud de 250 mm y

un diametro interno de 4,6 mm.

La elucién del acido ascorbico se realizé utilizando las condiciones reportadas por
Klimczak & Gliszczynska-wiglo (2015), con algunas modificaciones. Como fase

movil A se utilizé agua con acido férmico a una concentracion de 0.2 %, y como fase
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movil B, metanol, utilizando un sistema gradiente que inicia con 100 % de fase movil
A hasta 5 minutos, en el que la proporcién de A cambia a 80 % y B a 20 %, estas
proporciones se mantienen hasta los 10 minutos en los que las proporciones
cambian nuevamente a 100 % de fase movil A. El flujo de la fase movil se mantuvo
constante a una velocidad de 0.8 mL/min, la temperatura de la columna fue de 25

°C y la longitud de onda a la que se realiz6 la absorbancia fue de 244 nm.

2.5 Validacion

Se realizd la validacion del método de extraccion y del método cromatografico

siguiendo los lineamientos de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists).

2.5.1 Linealidad

Se prepararon 3 curvas de calibracién de 6 niveles (concentraciones de 20, 100,
200, 300, 400 y 500 pg/mL) a partir de una solucion madre de 1000 ug/mL, para
posteriormente ser inyectadas las 3 curvas en un mismo dia al CLAE, a partir de los
resultados que se obtuvieron se determiné las variaciones (DER) intradia. Esto se
repitié durante 3 dias diferentes con la finalidad de obtener las variaciones (DER)

interdia.

2.5.2 Precision.

2.5.3 Repetibilidad del Método
Se fortificd el pimiento morrén a tres concentraciones diferentes (20, 200 y 4000
ppm) a partir de una solucién madre de 1000 ppm que contenia las vitamina C (acido
ascorbico), posteriormente se prosiguié a realizar el proceso de extraccion de la
muestra, y se inyectd al cromatografo de liquidos. Se calculé la DER intradia e
interdia y se determind el porcentaje de desviacidn con respecto a la media para

cada ensayo.

2.5.4 Exactitud con la prueba de anadido recuperado.

Se fortificaron 3 muestras de pimiento morrén a 3 concentraciones diferentes (20,
60 y 100 ppm) a partir de una solucion madre de 1000 pg/mL que contenia la

vitamina C (acido ascorbico). Se integré el area de los puntos de la curva de
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calibracion, y se compard con las muestras fortificadas, tomando como 100% el area

del estandar y se calcul6 el porcentaje de recuperacion del pimiento fortificado.

2.5.5 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de deteccidn y cuantificacion se evalud preparando 3 curvas de calibracion
de 6 niveles (5, 7, 10, 12, 15, y 17 pg/mL) a 3 dias diferentes. Con estos datos se
determiné el valor medio de la sefial ruido por extrapolacion, asi como la desviacion
estandar de esta sefal, esto con la finalidad de poder determinar el limite de

deteccion y cuantificacidn tedricos, basandonos en las siguientes ecuaciones:

Ecuacion para el limite de deteccion (LD)

Ecuacién para el limite de cuantificacion (LC)

108,
m

LC =

Donde:
So = La desviacion estandar de x con respecto y.

m = La pendiente de la curva de calibrado.
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CAPITULO 3.

3.1 RESULTADOS Y DISCUSIONES

El cromatograma que se muestra en la Figura 3 corresponde a un analisis realizado
mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para determinar la
presencia de la vitamina C (acido ascérbico). En el eje X (tiempo en minutos)
representa el tiempo que tarda un compuesto en salir de la columna cromatografica
y ser detectado. En este caso, se observa un pico principal alrededor del minuto 5,
lo que indica que la vitamina C ha sido separada y detectada en este momento. Por
otro lado, el eje Y (mUA — micro Unidades de Absorbancia) muestra la intensidad de
la sefial de deteccion del analito. El pico que se define alrededor del minuto 5 sugiere

una alta concentracion de acido ascorbico.

En el cromatograma, se puede ver un pico de forma simétrica y definido, lo que
demuestra una separacion cromatografica eficiente y la ausencia de interferencias
de otros compuestos que pudieran coeluir con la vitamina C. La estrechez y
resolucidon del pico indican una alta eficiencia en la separacion de la columna

cromatografica, lo que garantiza una deteccion precisa del analito.
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<
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Tiempo (minutos)

Figura 3. Cromatograma Estandar vitamina C a una concentracion de 100 pyg/mL.
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La linealidad del método se determiné por la inyeccidn de 6 niveles (concentraciones

.1 Validacion

3.1.1.1 Linealidad

de 20, 100, 200, 300, 400 y 500 ug/mL). La linealidad se establecioé por medio de

un modelo lineal de primer orden (y = mx + b) por suma de cuadrados, para expresar

la ecuacion de la recta, asi como el coeficiente de correlacion (R?). En la figura 4 se

observa que las 3 curvas se encuentran en un mismo rango y en la tabla 9 se puede

observar que el promedio de las 3 curvas del coeficiente de correlacion es > 0.99.

Por lo cual se deduce que el método es lineal para la determinacién del acido

ascorbico

Concentracion (mg/L)
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Figura 4. Curva de calibracion para la determinacion de la vitamina C

Tabla 9. Resultados obtenidos de la curva de calibracion

PROMEDIO
Pendiente 1.0850 £ 0.0065
Intercepto -4.8694 + 0.2646
R2 0.9985 + 0.0006

600
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3.1.1.2 Limite de cuantificacién y limite de deteccion

En la Figura 5 se puede observar que las tres curvas de calibracion se encuentran
en el mismo rango, los puntos de datos se ajustan a una linea recta punteada que
representan en cada ecuacion de regresién lineal. La figura indica que la relaciéon

entre el area y la concentracion es proporcional y confiable.

En la Tabla 10 se observa un analisis comparativo entre las tres curvas, en donde
la curva 1 tiene el valor mas alto de limite de cuantificacion con un valor de 8.09113,
lo que puede indicar que esta curva ofrece una mayor eficacia en la mediacion,
aunque no fue por mucha la diferencia con la curva 3. En cuanto al limite de
deteccidn, la curva 1 también es superior, aunque con una menor diferencia entre
las otras dos curvas. En general la curva 1 no solo es mas eficaz en el limite de
cuantificacion, sino que también tiene un rendimiento aceptable en la deteccion,

mientras que la curva 2 muestra los valores bajos.

® ]
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¥ = L6267 45106 . O 15533487 ; L7 y=15901x-39281

. R*=10.9938 <7 [ ) R2=10.9971 21 ' R2=10.9962
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CONCENTRACION (mg/L) CONCENTRACION (mg/L) CONCENTRACION (mg/L)

Figura 5. Curva 1, 2 y 3 de calibracion de la vitamina C

Tabla 10. Limite de cuantificacion y deteccion de la curva 1,2y 3

_ Curva 1 Curva 2 Curva 3 Promedio

Cuantificacion 8.09 7.09 7.59 7.59 +0.49

Deteccion 5.58 4.47 5.02 5.02 +0.55
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3.1.1.3 Precision

En la tabla 11 se puede observar los tres tipos de concentraciones (20 , 60 y 100
ug/mL) que se analizaron con sus coeficientes de variacién (CV), ya que un CV mas
bajo es el que indica una mayor precision del método lo que significa que hay menos
variabilidad entre mediciones. Se observa que en la primera concentracion el CV es
5.57, lo que se indica una mayor variabilidad mientras que en la tercera
concentracion el CV es aun menor que el de la segunda concentracion ya que tiene
su CV es 1.37, lo que sugiere que la precisidon es 6ptima cuando las concentraciones

son altas.

Tabla 11. Resultados obtenidos del analisis de precision

Concentracion cv

20 5.57

60 2.21

100 1.37
Promedio 3.05+2.22

3.1.1.4 Exactitud

En cuanto a la exactitud en la tabla 12 se reflejan los valores de porcentaje de
recuperacion que se obtuvieron en las tres concentraciones de vitamina C, un
porcentaje cercano al 100% indica una buena exactitud. Se observa que a 20y 100
ppm de concentracion tienen un porcentaje de recuperacion similar ya que es poca
la diferencia y esto indica una ligera subestimacion. Mientras que a 100 de
concentracion su porcentaje de recuperacion es de 98.98 lo que significa que es un

porcentaje muy cercano al 100% lo que indica una alta exactitud.

Tabla 12. Resultados obtenidos del analisis de precision

Concentracion % de recuperacion
20 94.67
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60 98.98
100 94 .11
Promedio 95.92 + 2.66

3.1.2 Optimizacién

La Tabla 13 muestra el acido ascorbico obtenido después de la extraccion por
ultrasonido. Los valores oscilaron entre 4582.87 y 7425.08 ug/g en las 15

combinaciones.

En el experimento 2 (relacion v/p 80, 45 °C y 5 minutos de tiempo de extraccion),
se obtuvo la mayor concentracién de acido ascorbico. Por otro lado, el valor mas
bajo se cuantifico en el experimento 7 (relacion v/ip 40, 70 °C y 22.5 minutos de
tiempo de extraccion). Las variables de respuesta presentaron una alta correlaciéon
de 98.35 %.

Tabla 13. Disefo experimental para la extraccion por ultrasonidos de acido ascorbico

. . , Acido ascorbico
Experimento Relacion Tiempo Temperatura

(Mg/g)
1 -1 -1 0 5472.73
2 1 -1 0 7425.08
3 -1 1 0 5182.54
4 1 1 0 7180.99
5 -1 0 -1 5662.36
6 1 0 -1 6931.16
7 -1 0 1 4582.87
8 1 0 1 6434.56
9 0 -1 -1 6889.87
10 0 1 -1 6645.15
11 0 -1 1 6346.09
12 0 1 1 5418.92
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13
14
15

6386.85
6458.16
6349.49

Tabla 14. Analisis de varianza para el acido ascorbico

Analisis de varianza para el acido ascoérbico

Fuente Suma de cuadrados | Df | Cuadrado | F-Relacién | P-Valor
medio
A: Relacion | 6.25039E6 1 | 6.25039E6 | 211.46 0.0000
B: Tiempo 363877. 1 | 363877. 12.31 0.0171
C: 1.39955E6 1 | 1.39955E6 | 47.35 0.0010
Temperatura
AA 235502. 1 | 235502. 7.97 0.0370
AB 531.302 1 1531.302 0.02 0.8986
AC 84940.2 1 |84940.2 2.87 0.1508
BB 106355. 1 | 106355. 3.60 0.1163
BC 116435. 1 | 116435. 3.94 0.1039
CcC 217809. 1 1217809. 7.37 0.0420
Total error 147792. 5 | 29558.5
Total (corr.) | 8.94153E6 14

R- cuadrado = 98.3471 por ciento

R- cuadrado (ajustado por Df) = 95.3719 por ciento

Prensa = 2.28085E6

R- cuadrado (previsto) = 74.4915 por ciento

Error estandar de estimacion = 171.926

Error absoluto medio = 84.6068

Estadistica de Durbin-Watson = 2.52589 (P=0.6668)
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Autocorrelacion residual de rezago 1 = -0.384868

La Figura 6 presenta un grafico de Pareto, en donde se muestran los valores de los
efectos estandarizados, ordenados de mayor a menor magnitud. En este grafico se
traza una linea de referencia que permite identificar cuales efectos son

estadisticamente significativos.

En este grafico, se identifican efectos positivos (rojo) y negativos (azul), en cual se
destacan que A:Relacion es la variable mas influyente, con un efecto positivo
significativo, lo que sugiere que una mayor relacion puede favorecer la estabilidad
del acido ascorbico. Por otro lado, las variables C:Temperatura y B:Tiempo
presentan efectos negativos significativos, lo que indican que a temperaturas mas
altas y mayor tiempo de exposicion aceleran su degradacion. Ademas, las variables
AA y CC reflejan que la relacion y la temperatura tienen efectos que no son
completamente lineales. En total, estas cinco variables resultaron significativas al

superar la linea de referencia establecida en 2.28.

Sin embargo, las variables BC, BB, AC y AB no mostraron efectos estadisticamente
relevantes. Estos resultados indican que, para conservar el acido ascoérbico, es
crucial optimizar la A:Relacion, reducir C:Temperatura y minimizar B:Tiempo de

exposicion.

A:Relacion
C:Temperatura
B:Tiempo

AA

CcC

BC

—
5o | I
-
l
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'+
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AB

3 6 9 12 15
Efectos estandarizados

Figura 6. Grafico de Pareto estandarizado para el acido ascérbico
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El grafico de efectos principales para el acido ascérbico (Figura 7) muestra como
las variables relacion, tiempo y temperatura influyen en su concentracion. En el eje
Y se representa la cantidad de acido ascoérbico, mientras que en el eje X se

encuentran los valores normalizados de cada factor que oscilan entre -1y 1.

Se observa que la relacion tiene un impacto positivo significativo en la concentraciéon
de acido ascorbico, lo que requiere que aumentar esta variable mejora su
estabilidad. En contraste, el tiempo muestra una tendencia a la baja en su punto
medio, indicando que a medida que avanza el tiempo, la concentracion disminuye,
lo cual es consistente con la declaracion del acido ascérbico a lo largo del tiempo.
Por otro lado, en la temperatura se observa que tiene un efecto negativo,
evidenciando por la disminucién de la concentracion cuando la temperatura
aumenta, lo que confirma es la sensibilidad del acido ascorbico al calor. En términos
generales este analisis indica que, para maximizar la conservacién de las ascorbico,
es importante optimizar la relacion entre los compuestos minimizar la exposicion al

tiempo y reducir la temperatura.

Grafico de Efectos principales para Acido ascorbico
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Figura 7. Grafico de efectos principales para el acido ascorbico
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Las Figuras 8, 9 y 10 representan los graficos de superficie de respuesta para la
cuantificacion de acido ascorbico en Capsicum annuum evaluando el efecto de

relacion, tiempo y temperatura.

En el grafico de superficie de respuesta de interaccién relacion y tiempo (Figura 8)
es posible ver una extraccion maxima de una relacion alta (80 v/w) y tiempos bajos
(5 minutos). Por otro lado, el grafico de superficie de respuesta de interaccion
relacion-temperatura (Figura 9) tiene una alta concentracién de acido ascérbico en
una relacion alta (80 v/p) y baja temperatura (20 °C). Finalmente, el grafico de
superficie de respuesta de interaccién tiempo-temperatura (Figura 10) muestra una
tendencia de mayor extraccion de acido ascoérbico a bajas temperaturas y tiempos

de extraccioén cortos.

Este comportamiento se debe a que el acido ascoérbico comienza a degradarse a
altas temperaturas, recomendandose temperaturas de extraccion menores a 60 °C
porque, a temperaturas superiores a este valor, se acelera el proceso de
degradacion de esta molécula (Peter et al., 2014). En el caso de la relacién, se ha
observado que este factor afectd la extraccion de acido ascérbico en matrices
alimentarias como Hibiscus sabdariffa. Un efecto similar ocurre con el chile dulce
porque el rendimiento de la extraccion aumenta a medida que aumenta la cantidad
de solvente; puede deberse a que la alta concentracion de acido ascorbico satura
el disolvente (Peter et al., 2014). El efecto del tiempo de sonicacion puede deberse
a la exposicion prolongada a la sonicacion provocando la degradacion de
compuestos bioactivos, siendo necesarios en algunos casos tiempos cortos para
lograr la maxima extraccion de los compuestos de interés (Cruz-Cansino et al.,
2023).
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Figura 8. Grafico de superficie de respuesta para la cuantificacion del acido ascérbico en Capsicum
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CAPITULO 4. CONCLUSION

La investigacién muestra que la extraccion asistida por ultrasonido podria ser una
herramienta para extraer el acido ascoérbico (vitamina C) del pimiento morrén
(Capsicum annuum). Las condiciones 6ptimas para la extraccidon del acido ascorbico
fueron una relacion de volumen/peso (v/p) de 80, un tiempo de extraccion de 5
minutos y una temperatura de extraccion de 39.8 °C, con un valor predicho de
7411.69 ug/g de acido ascorbico. La evaluacion experimental de las condiciones
optimas previamente descritas dio valor de 7109.36 + 197.51 ug/g de acido
ascorbico. Estas condiciones 6ptimas podrian aprovecharse para obtener extractos
de pimientos morrones ricos en acido ascorbico, los cuales podrian usarse para
formular nuevos alimentos funcionales que contribuyan a prevenir enfermedades
cronico-degenerativas como el cancer, la anemia y las enfermedades

cardiovasculares.
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