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RESUMEN 

 

López Cárdenas, Francia Guadalupe. MCA. Instituto Tecnológico de Tepic. Junio 
2021. Estudio de la bioaccesibilidad in vitro de carotenoides y desarrollo de un 
método por cromatografía de líquidos de alta resolución afín a matrices complejas 
en salsas de chile (Capsicum annum L.) de ‘Árbol’ y ‘Morita’. Dra. Sonia Guadalupe 
Sáyago Ayerdi. Dr. Braulio Cervantes Paz. 
  
El chile (Capsicum annuum L.) es un alimento que México ha aportado al mundo, 
rico en compuestos bioactivos (CB), como los carotenoides (CC) que han sido 
estudiados ampliamente en sus frutos. Sin embargo, poco se ha indagado acerca 
de su comportamiento en una matriz alimenticia afín a los CC, como lo son las 
salsas de aceite que podrían favorecer su liberación y absorción en el tracto 
digestivo de quienes las consuman. De igual manera, los métodos de cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés) que permiten el análisis 
de la composición de matrices complejas son limitados, puesto que la mayoría de 
ellos se enfocan en el análisis de matrices simples de frutas y vegetales de forma 
individual. El objetivo de este estudio fue evaluar la bioaccesibilidad (BA) in vitro de 
los CC y desarrollar un método por HPLC para analizar las matrices complejas de 
las salsas de chile ‘Árbol’ y chile ‘Morita’.  
Se realizó una extracción acuoso-orgánica de CC en las salsas, en donde se 
cuantificó el contenido de carotenoides totales (CCT) y capacidad antioxidante 
(CAOx) por los ensayos de DPPH y FRAP, así mismo se determinó su BA. Por 
último, se desarrolló un método por HPLC que fuera eficiente en la separación de 
los CC presentes en las salsas de estudio. 
Las salsas “machas” de matriz lipídica tuvieron un contenido de CCT más mayores, 
destacando las elaboradas con chile de ‘Árbol’ (7.99 mg/g BH). El tratamiento de 
freído de chiles por un periodo de 5 min favoreció la liberación de sus CC. Estás 
salsas presentaron la mayor capacidad antioxidante en ambos ensayos de CAOx. 
Esto se asocia al perfil y el contenido de los CC presentes en la matriz del alimento. 
Se ha reportado un contenido de β-caroteno significativamente mayor en chile de 
‘Árbol’ en comparación con otras variedades, el cual es el principal carotenoide con 
actividad biológica. El % de BA de CC fue mayor en las salsas a base de aceite, 
destacando nuevamente la elaborada con chile de ‘Árbol’ a 140 °C (69.68%) y 
menor para las salsas control (10.97% y 13.02%, para ‘Morita’ y ‘Árbol’, 
respectivamente). Se ha reportado que la adición de lípidos durante el 
procesamiento de frutas y hortalizas favorece la liberación de CC, lo cual influye en 
la BA de CC en las salsas evaluadas. En relación al desarrollo del método analítico 
por HPLC, las condiciones seleccionadas (fase móvil, fase estacionaria, gradiente, 
flujo y temperatura) permitieron una separación eficiente de los principales CC 
presentes en las salsas, mostrando así, su eficacia en el análisis de matrices 
complejas, tanto en matrices acuosas como lipídicas. Los CC identificados en 
ambos grupos de salsas fueron capsantina como el CC predominante, además de 
la zeaxantina y el β-caroteno, principalmente. 
Palabras claves: chile, carotenoides, salsas mexicanas, bioaccesibilidad, 
cromatografía líquida. 
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SUMMARY 

 

López Cárdenas, France Guadalupe. MCA. Technological Institute of Tepic. June 
2021. Study of the in vitro bioaccessibility of carotenoids and development of a high-
resolution liquid chromatography method related to complex matrices in chili sauces 
(Capsicum annum L.) from 'Arbol' and 'Morita'. Dra. Sonia Guadalupe Sáyago 
Ayerdi. Dr. Braulio Cervantes Paz. 
  
Chili (Capsicum annuum L.) is a food that Mexico has contributed to the world, rich 
in bioactive compounds (CB), such as carotenoids (CC) that have been extensively 
studied in its fruits. However, little has been investigated about its behavior in a food 
matrix related to CC, such as oil sauces that could favor their release and absorption 
in the digestive tract of those who consume them. Similarly, high-performance liquid 
chromatography (HPLC) methods that allow the analysis of the composition of 
complex matrices are limited since most of them focus on the analysis of simple 
matrices of fruit and vegetables individually. The objective of this study was to 
evaluate the in vitro bioaccessibility (BA) of the CCs and to develop an HPLC method 
to analyze the complex matrices of the "Arbol" and "Morita" chile sauces. 
An aqueous-organic extraction of CC was carried out in the sauces, where the 
content of total carotenoids (CCT) and antioxidant capacity (CAOx) was quantified 
by the DPPH and FRAP tests, as well as the determination of its BA. Finally, an 
HPLC method was developed that was efficient in separating the CC present in the 
sauces studied. 
The "machas" sauces with a lipid matrix had a higher CCT content, highlighting those 
made with 'Arbol' chili (7.99 mg / g BH). The chili frying treatment for a period of 5 
min favored the release of their CC. These sauces had the highest antioxidant 
capacity in both CAOx tests. This is associated with the profile and content of the 
CC present in the food matrix. Significantly higher content of β-carotene has been 
reported in 'Arbol' chili in comparison to other varieties, which is the main carotenoid 
with biological activity. The % of BA from CC was higher in oil-based sauces, 
highlighting again the sauce elaborated with  'Arbol' chili at 140 ° C (69.68%) with 
lower values for control sauces (10.97% and 13.02%, for 'Morita 'and' Tree ', 
respectively). It has been reported that the addition of lipids during the processing of 
fruits and vegetables favors the release of CC, which influences the BA of CC in the 
evaluated sauces. Relating to the development of the analytical method by HPLC, 
the selected conditions (mobile phase, stationary phase, gradient, flow, and 
temperature) allowed an efficient separation of the main CC present in the sauces, 
thus showing their effectiveness in the analysis of complex matrices, both in aqueous 
and lipid matrices. The CC identified in both groups of sauces were capsanthin as 
the predominant CC, in addition to mainly zeaxanthin and β-carotene. 
 
Keywords: chili, carotenoids, Mexican sauces, bioaccessibility, liquid 
chromatography. 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

 

 

 

El chile es el nombre general de la especie Capsicum, que pertenece a la familia 

Solanaceae. Es un alimento que México ha aportado al mundo, en la actualidad 

existen alrededor de 64 variedades de chile mexicano que se utilizan en diversos 

platillos. A nivel mundial, es uno de los frutos más populares utilizados como 

condimento y/o como ingrediente para proporcionar sabor, aroma y color a diversos 

platillos de la gastronomía mexicana, siendo la salsa su forma tradicional de 

consumo. Los chiles, dependiendo de la variedad, pueden presentar en su 

composición diversos compuestos bioactivos (CB), como son compuestos fenólicos 

(CF), carotenoides (CC), capsaicinoides, entre otros (Hervert-Hernández y cols., 

2010; Hernández-Ortega y cols., 2012; Toledo-Aguilar y cols., 2016). 

 

Se ha evidenciado que los CB presentan efectos benéficos en la salud humana. Sin 

embargo, su actividad biológica depende, no solo de su contenido en los alimentos, 

sino también de su liberación, absorción y bioconversión en el organismo (Ryan y 

cols., 2008; Duda-Chodak y cols., 2015). Diversos estudios han demostrado que, 

específicamente los CC, por su naturaleza lipofílica, pueden ser mejor absorbidos 

en presencia de lípidos, lo que sugiere que su co-ingestión con alimentos ricos en 

lípidos puede incrementar su absorción y aprovechamiento en el organismo (Furr y 

Clark, 1997; Roodenburg y cols., 2000).  

 

Por esta razón, una de las estrategias para elucidar y tener una aproximación a 

resultados que brinden una respuesta acerca de la bioconversión de los CB, en 

particular de los CC presentes en frutos de chile de una forma simple, de fácil 

aplicación y bajo costo para el investigador, son los estudios in vitro, que se han 

convertido en una alternativa complementaria y preliminar a los estudios in vivo.  Es 
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por ello que en el presente trabajo se propone determinar el efecto de la matriz 

alimenticia en la bioaccesibilidad (BA) en alimentos incluidos cotidianamente en la 

dieta mexicana, como lo son las salsas de chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’, empleando un 

modelo de digestión gastrointestinal. 

 

En particular, la matrices complejas ricas en compuestos lipídicos y otros 

compuestos bioactivos como son los CC, no siempre se logran separar mediante 

métodos cromatográficos y el desarrollo de una metodología afín a las muestras de 

este estudio, fue necesario para lograr cuantificar los CC presentes, ya que la 

cuantificación e identificación de estos compuestos se ha enfocado principalmente 

en matrices simples como son frutas y vegetales, volviendo el análisis de CC mucho 

más simple, por ello se planteó el desarrollo de un método que permita la óptima 

separación e identificación de los CC en matrices complejas, incorporando así por 

primera vez en el acervo científico a este alimento mexicano. 

.
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 

 

 

 

2.1. LAS SALSAS EN LA COCINA MEXICANA 

 

 

El Comité Intergubernamental para la Salvaguardia del Patrimonio Cultural 

Inmaterial de la UNESCO reconoció en el 2010 a la cocina mexicana como la 

primera cocina de un país en ser aceptada en la Lista Representativa del Patrimonio 

Cultural Inmaterial de la Humanidad (Gálvez y Salinas, 2015). Sin embargo, los 

estudios que se han realizado para evaluar los beneficios del consumo de la dieta 

tradicional mexicana en la salud son limitados, aunque en general, estos concluyen 

que la dieta tradicional mexicana puede brindar propiedades funcionales y ayudar 

en la prevención el desarrollo de diversas enfermedades crónicas no transmisibles 

(Santiago-Torres y cols., 2016; Avila-Nava y cols., 2017).  

 

México ha pasado por una transición nutricional con cambios importantes en el 

consumo de alimentos, adecuándose a las nuevas tendencias de “fast food” y dietas 

occidentales (Zamora-Gasga y cols., 2017). Esto se ha asociado con una menor 

ingesta de alimentos balanceados y, además, con un aumento en la ingesta de 

azúcares añadidos, dietas altas en grasas trans y grasas saturadas, así como 

alimentos procesados. En consecuencia, apenas un 14 % de la población mexicana 

tiene hábitos nutricionales saludables, provocando que el porcentaje restante 

presente problemas nutricionales (del Castillo-Negrete, 2013). Los datos han 

demostrado una relación directamente proporcional entre el consumo de grasas 

saturadas y azúcares refinados con obesidad, diabetes y otras enfermedades 

crónico-degenerativas (Garcia y cols., 2012), que representan las principales 

enfermedades de la población mexicana (Soto-Estrada y cols., 2016). 
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Las diferencias gastronómicas entre los países de todo el mundo se definen, en 

gran medida, por la diversidad en el uso de especias y condimentos durante la 

colonización europea de América, Asia y África en los siglos XV-XVII (García-Casal, 

y cols., 2016). Sin embargo, son pocos los datos registrados sobre el consumo de 

salsas.  

 

 

2.1.1. Las salsas de chile en la cocina mexicana 

 

El chile es un excelente representante de la comida mexicana, su origen y 

domesticación comenzó en el continente americano, principalmente en México, 

Guatemala y el sur de los Estados Unidos, y ha formado parte de la dieta mexicana 

durante más de ocho siglos (Oboh y cols., 2007). En 2015, la Secretaría de 

Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) reportó que el chile fue el 8° cultivo con 

mayor valor generado en la agricultura nacional, desde el 2012, siendo México el 

segundo productor de chile verde a nivel mundial con una producción anual 

promedio de 3.3 millones de toneladas, de las cuales se exportaron cerca de 1.6 

millones de toneladas, sin embargo, estos datos engloban únicamente la producción 

de chiles verdes en general, pues no existen datos que de la producción 

diferenciada por variedad (SIAP, 2018; FAO, 2018). De su valor comercial, el 23% 

se obtiene de chiles deshidratados, generando una ganancia de 6,559 millones de 

pesos en el 2018 (FAO,2018; SIAP, 2020).  

 

El género Capsicum pertenece a la familia de las solanáceas y comprende más de 

200 variedades, entre las que se encuentran principalmente: C.annuum L., C. 

frutescens L., C. chínense Jacq., C. baccatum Jacq. y C. pubescens L. (Pino y cols., 

2007, Conforti y cols., 2007), siendo Capsicum annuum L. la especie de mayor 

diversidad en México por ser su centro de domesticación con al menos 64 

variedades domesticadas (Figura 2.1) (Vela, 2009; SNICS, 2017).  
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Figura 2.1. Mapa de la diversidad de chiles en México.  

Fuente: (SNICS, 2017) 

 

 

De los cuales alrededor de 20 de ellos son los más utilizados en la cocina mexicana 

ya sea en fresco o deshidratados (Cuadro 2.1), en los que resaltan el chile de ‘Árbol’ 

y ‘Morita’ (Cárdenas-Castro y cols., 2019). En palabras de Montes (2016): “Con 

seguridad, la salsa corre por las venas de los mexicanos”. Por lo tanto, la salsa, es 

un símbolo de identidad y una parte indispensable de los platillos tradicionales de 

México. 
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Cuadro 2.1. Chiles de mayor uso en la gastronomía mexicana. 

Nombre en fresco Nombre en seco 

Mirasol o Puya Guajillo o Cascabel 

Jalapeño o Cuaresmeño Chipotle o Morita 

Poblano Ancho o Mulato 

Chile de árbol Chile de árbol 

Chilaca Pasilla 

Güero Chilhuacle 

Serrano Serrano 

Habanero Habanero 

Fuente: (Moreno-Rojas, 2013). 

 

 

El consumo de chile puede hacerse en diferentes etapas de su madurez y con 

diversos tipos de procesamiento, por ejemplo, frescos, enlatados o deshidratados 

por exposición directa al sol (Hervert-Hernández y cols., 2010), siendo este último, 

uno de los de mayor importancia económica, ya que permite una distribución a nivel 

mundial (Collera-Zúñiga y cols., 2005). 

 

Además de los atributos sensoriales que proporcionan los chiles como color, acidez 

y aroma característico; se pueden considerar como un alimento funcional debido a 

la actividad biológica que muestran varios de sus fitoquímicos, como los 

capsaicinoides, CC, flavonoides y CF (Raju y cols., 2010). La existencia de diversos 

estudios sobre la síntesis y concentración de CB en el chile sugiere la importancia 

de este cultivo desde el punto de vista nutrimental y de salud (Figueroa y cols., 2015; 

Toledo-Aguilar y cols., 2016). Las salsas picantes son un alimento destinado a 

usarse como sazonador o condimento, preparado a partir de la porción comestible 

del chile (fresco, deshidratado, tostado), que además puede contener frutas, 

verduras, semillas u otras especias o hierbas comestibles (CODEX STAN, 2011). 
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Una de las salsas típicas de diversas regiones de México es la salsa “macha” 

(Figura 2.2), elaborada principalmente a base de chile deshidratado, ajo, aceite y 

sal, pero esa formulación y recetas varía entre las regiones de México (Muñoz-

Zurita, 2008). Las salsas mexicanas se utilizan como acompañantes de los platillos 

culinarios mexicanos populares y típicos como "tacos", "sopes", "tostadas", entre 

otros, pero sin duda, el ingrediente más importante de una salsa mexicana es el 

chile. 

 

El consumo anual per cápita de este cultivo en México es de 18.1 kg, ya sean 

guisados, deshidratados, encurtidos, enlatados, en salsas o frescos (ASERCA, 

2018), superando la ingesta de arroz y papas. Sin embargo, el único dato 

relacionado al consumo de salsas a nivel nacional es de salsas compradas en 

supermercados, el 39% de la población mexicana consume este tipo de salsas, 

generando un consumo anual per cápita de 4 kg/año (Ghirardelly y Carranza, 2016). 

 

 

Figura 2.2. Salsa “macha” tradicional.  

Fuente: Alp Aksoy. 
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Después de la cosecha, los chiles por lo general, tienen una vida de anaquel corta, 

por lo que deben consumirse en poco tiempo o procesarse para extender su vida 

útil. El principal proceso de conservación utilizado hoy en día es el deshidratado. 

Este proceso se define como la aplicación de calor en condiciones controladas para 

eliminar el agua normalmente presente en un alimento (Aguilar-Morales, 2012). En 

ese sentido, el deshidratado de chiles es el procesamiento más utilizado para su 

comercialización en México, posicionándose el chile de ‘Árbol’, el chile ‘Chipotle’, el 

chile ‘Guajillo’ y el chile ‘Morita’ como los más consumidos a nivel nacional (Collera-

Zúñiga y cols., 2005; Hervert-Hernández y cols., 2010).  

 

El proceso de deshidratado puede causar cierta pérdida de CB debido a su 

degradación por altas temperaturas o exposición a las luz del sol. Tradicionalmente, 

los chiles se deshidratan por exposición directa al sol o por tratamientos térmicos, 

este último implica una exposición breve a temperaturas de 70 ºC, en relación al 

deshidratado al sol que implica periodos largos de exposición. Estos factores 

pueden influir en los micronutrientes, así como en el contenido y perfil de CB, como 

la vitamina A y E, los CF y CC (Minguez-Mosquera y cols., 1994; Kim y cols., 2004; 

2009). En un estudio realizado por Cervantes-Paz y cols., (2012) se evaluó el 

procesamiento térmico en chiles jalapeños verdes y rojos y su efecto en el perfil de 

CC y clorofilas, así como su capacidad antioxidante (CAOx), concluyendo que la 

aplicación de tratamientos térmicos en frutos de chile puede inducir a la degradación 

de los CC. Sin embargo, el efecto de los tratamientos térmicos depende del perfil 

de los CB y la matriz del alimento.  

 

La composición química del chile se ha estudiado ampliamente, resalta su contenido 

de vitamina C, CF y CC estos últimos de gran interés por los beneficios que se les 

han atribuido hacia la salud (Conforti y cols., 2007). Sin embargo, es necesario su 

estudio en matrices complejas como las salsas, forma tradicional del consumo de 

este fruto en México, pues son limitados los estudios publicados respecto a cómo 

una matriz alimenticia afín a los CC del chile podría favorecer su liberación y 

absorción en el organismo. 
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2.1.2. Carotenoides: Compuestos bioactivos de interés en el chile 

 

Los CB son fitoquímicos presentes en diversos alimentos los cuales son capaces 

de modular diversos procesos metabólicos y son responsables de una gran cantidad 

de beneficios a la salud. En general, los CB se encuentran principalmente en 

alimentos vegetales como frutas, verduras o granos (Carbonell-Capella y cols., 

2014; Gil-Chávez y cols., 2013). Los CC han demostrado ser eficaces eliminadores 

de radicales libres y pueden ser importantes en la prevención de enfermedades 

degenerativas comunes, tales como cáncer, enfermedades cardiovasculares, 

enfermedades hepáticas, cataratas, deterioro inmunológico y disfunciones 

cerebrales (Chuah y cols., 2008; Pereira y Cardoso, 2012). 

 

Los CC comprenden moléculas que se encuentran en su forma libre y esterificada 

con ácidos grasos, estos se encuentran presentes como carotenos (hidrocarburos 

insaturados) y xantofilas (derivados oxigenados), compuestos responsables de las 

coloraciones naranjas, amarillas y rojas de los chiles, los carotenos como el α y β-

caroteno predominan en vegetales, mientras que, en frutos, las xantofilas, como la 

violaxantina, zeaxantina y β-criptoxantina se encuentran en una mayor proporción 

(Howard y cols., 2000; Collera-Zúñiga y cols., 2005; Hill y Johnson, 2012). En chiles, 

se han identificado alrededor de 67 compuestos CC (Cervantes-Paz y cols., 2012; 

2014; Giuffrida y cols., 2014). Los CC como la capsantina, capsorrubina y 

criptocapsina imparten un color rojo brillante en los frutos maduros de chile, mientras 

que el color amarillo y anaranjado se atribuyen a la presencia de β-caroteno, 

zeaxantina, violaxantina y β-criptoxantina (Figura 2.3). La mayoría de las xantofilas 

en los chiles rojos se sintetizan como ésteres unidos a ácidos grasos (C12, C14 y 

C16), mientras que los extractos de chile verde se caracterizan principalmente por la 

presencia de CC libres y clorofilas (Cervantes-Paz y cols., 2014; Giuffrida y cols., 

2014). Los CC, se consideran fitoquímicos funcionales porque actúan como 

antioxidantes, una función que podría prevenir diversos tipos de cáncer de colon o 

bien, en el desarrollo de úlceras debido a su efecto protector sobre la mucosa 

gástrica (Britton y Khachick., 2009). Durante la etapa de maduración de los chiles, 
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ocurre un aumento considerable en el contenido de CC (Estrada y cols., 2002; 

Cervantes-Paz y cols., 2012; 2014), durante este proceso, ocurre la síntesis y 

degradación de ciertos pigmentos como las clorofilas a y b, la luteína y la neoxantina 

dando paso a un aumento considerable del β-caroteno, la violaxantina, la 

capsantina y la capsorrubina durante el curso de la maduración (Deepa y cols., 

2007), proceso durante el cual, la mayoría de las xantofilas presentes en chiles, se 

esterifican con ácidos grasos (Minguez-Mosquera y Hornero-Mendez, 1994). En 

este mismo proceso, las proporciones de capsantina, un CC particular del chile, 

aumentan en las etapas avanzadas de maduración, aportando del 30 al 70% de los 

CCT en la mayoría de las variedades (Deli y cols., 1996).  

 

Uno de los CC de mayor importancia científica es el β-caroteno, particularmente por 

su sistema de dobles enlaces conjugados, al cual se le atribuye la reactividad 

química y a la intensa absorción en la región visible, la cual es base para su 

identificación y cuantificación, dando como resultado coloraciones amarillas y 

naranjas en diversos frutos (Rodríguez-Amaya, 2001). Existen evidencias 

experimentales del potencial de los CC presentes en variedades de chile rojo para 

reducir el estrés oxidativo, inflamación, dolor y control de dispepsia (Spiller y cols., 

2008). 

 

Además de la maduración, el procesamiento térmico al que son sometidas las 

materias primas que forman parte de las salsas también puede alterar la 

composición de los CC y, por ende, su bioactividad, ya que estos compuestos son 

altamente propensos a la isomerización, oxidación y degradación en condiciones de 

calor (Zepka y Mercadante, 2009). Aunque, por otro lado, estos mismos factores, 

pueden favorecer su liberación de la matriz del alimento (Juániz y cols., 2016). Estas 

implicaciones dependen de muchos factores; como el tipo y la intensidad del 

procesamiento térmico, el genotipo del chile y la etapa de maduración (Cervantes-

Paz y cols., 2014).  
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Al deshidratar los chiles rojos, preservar el color proporcionado por los CC es un 

factor importante (Kim y cols., 2004). En general, si el proceso de deshidratado no 

se ha realizado adecuadamente, la concentración de los CC disminuye (Cervantes-

Paz y cols., 2012; 2014). Existen estudios más específicos que evaluaron el efecto 

del proceso de deshidratado y la temperatura sobre la concentración de CC. Entre 

estos estudios se encuentra el publicado por Minguez-Mosquera y cols., (1994) 

sobre chiles rojos ‘Bola’, los cuales fueron deshidratados en un horno de piedra a 

30 °C durante un período de una semana y en un horno a altas temperaturas. Los 

autores informaron que el comportamiento de los CC varía según el tipo de 

tratamiento térmico como la variedad del fruto de chile, la etapa de maduración, el 

perfil de los CC y el tamaño de partícula de la materia prima, así como la 

temperatura de deshidratado, las actividades enzimáticas, entre otros (Montoya-

Ballesteros y cols., 2014). 

 

 

2.2. MODELO DE DIGESTIÓN GASTROINTESTINAL in vitro 

 

 

Para ejercer sus efectos biológicos, los CB primero deben ser liberados de la matriz 

alimenticia, y posteriormente ser absorbidos por el organismo. En este sentido, los 

ensayos in vitro se han desarrollado como una alternativa simple y rápida en 

comparación a los ensayos in vivo, ya que estos últimos son costosos a largo plazo 

y con alta variabilidad entre los sujetos de estudio (Saura-Calixto y cols., 2000). En 

general, la digestión gastrointestinal in vitro es útil para evaluar la bioaccesibilidad 

(BA) de los compuestos con actividad biológica de los alimentos, este método unido 

a un proceso de diálisis se ha aplicado principalmente para estudiar la BA de los 

CB, así como de los micronutrientes de los alimentos (Mercado-Mercado y cols., 

2018). La BA se define como la cantidad de un nutriente ingerido que está disponible 

para su absorción en el intestino después de la digestión (Hedrén y cols., 2002). Sin 

embargo, se ha determinado que no toda la cantidad de CB de los alimentos puede 

ser absorbida por el tracto gastrointestinal, además, los estudios en relación con la 
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digestión gastrointestinal de diferentes CC contenidos en salsas son nulos 

(Cárdenas-Castro y cols., 2019).  

 

 

2.2.1. Bioaccesibilidad de CB 

 

Los diferentes enfoques para estudiar la BA de los CB incluyen métodos in vitro, 

técnicas ex vivo, ensayos in situ y modelos in vivo (Garrett y cols., 2000). La BA de 

los CB puede modificarse debido a las interacciones con otros macronutrientes 

como la fibra en alimentos, proteínas o incluso los polisacáridos en productos 

procesados (Dupas y cols., 2006), además, cuando diferentes alimentos entran en 

contacto con el tracto digestivo, pueden producirse varias interacciones que 

interfieran o favorezcan la BA de ciertos CB (Lesser y cols., 2006). Es aquí donde 

radica la importancia de la investigación en lograr una absorción óptima de CB y 

así, maximizar sus efectos benéficos en la salud. 

 

Se ha determinado que la matriz alimenticia y la grasa influyen en la BA y 

biodisponibilidad de los CC (Ryan y cols., 2008). Debido a que los CC son 

hidrófobos, los pasos fundamentales en la absorción de CC son la liberación 

eficiente de la matriz alimenticia, la presencia de sales biliares y enzimas digestivas 

para la formación de micelas, la absorción en las células de la mucosa y el 

transporte dentro del sistema linfático (Bohn, 2018).  

 

Se ha considerado que los lípidos de la dieta son un factor importante para la 

estimulación del flujo de bilis hacia el intestino y la formación de micelas (Furr y 

Clark, 1997). Otra parte importante a considerar son los métodos de procesamiento 

más utilizados para los chiles, como la refrigeración, decocción, fritura o el 

deshidratado, pues estos procesos pueden influir en el contenido de CC y en su BA 

(Jiwan y cols., 2010). El procesamiento térmico es una de las formas más comunes 

de alterar la matriz alimenticia. En general, este tratamiento puede favorecer la 

liberación de la matriz (Netzel y cols., 2011). Reboul y cols., (2006) observaron que 
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la BA de los CC dependía de la matriz del alimento, siendo más bioaccesibles los 

CC en el jugo de zanahoria y en el tomate procesado en comparación con las 

fuentes crudas, que tuvieron una BA muy baja. En el caso de chiles, son pocos los 

estudios que hay y para salsas son nulos, un ejemplo de esto es el estudio realizado 

por Pugliese y cols., (2014b) en el cuál evaluaron los efectos de diferentes métodos 

de procesamiento (congelación y decocción) en la composición de CC de siete 

variedades de chiles. En general, el contenido de CC fue similar, tanto para los 

chiles frescos como para los procesados. Por lo tanto, las condiciones de 

procesamiento examinadas en este estudio no afectaron la BA de CC de los chiles.  

 

La cantidad y el tipo de grasa presente es otro factor clave en la BA, esta es 

fundamental para la absorción de los CC (Fernández-García y cols., 2012), por lo 

que la solubilidad de CC en una matriz oleosa puede mejorar la BA. Victoria-

Campos y cols., (2013), realizaron un estudio en el que evaluaron como el 

procesamiento térmico y el tipo de grasa influye en la BA de CC, concluyeron que 

la decocción y el asado disminuyeron la BA de la mayoría de los pigmentos libres y 

esterificados del chile jalapeño, sin embargo, la grasa favoreció la BA de los CC 

menos polares (carotenos, β-criptoxantina y xantofilas esterificadas).  

 

No solo la cantidad de lípidos, sino también el perfil cualitativo de estos tiene 

influencia en la BA de CC (Goltz y Ferruzi, 2013). Los ácidos grasos 

monoinsaturados promueven una mayor biodisponibilidad de CC que los ácidos 

grasos poliinsaturados. Gleize y cols., (2013), encontraron que la BA de la luteína y 

la zeaxantina fue mayor con los ácidos grasos saturados que con los ácidos grasos 

monoinsaturados y poliinsaturados en un modelo de digestión in vitro. Colle y cols., 

(2010) también introdujeron varias modificaciones al método establecido por Hedrén 

y cols., (2002), añadiendo lípidos (0% a 10%) a los tomates antes de la digestión in 

vitro, observando un aumento significativo de la BA de licopeno cuando se añadió 

5% de lípidos. Contrario a esto, Qian y cols., (2012) reportaron una BA nula para el 

β-caroteno (0%) cuando se usó aceite de naranja como el lípido portador, 
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probablemente porque los aceites aromatizados no contienen componentes de 

triacilglicerol y, por lo tanto, no se pueden digerir en ácidos grasos libres.  

 

Por esta razón, es fundamental realizar estudios cuidadosamente controlados para 

determinar la BA de CB de un alimento tan imprescindible en la dieta mexicana 

como las salsas de chile en aceite. 

 

 

2.1. ANÁLISIS CROMÁTOGRÁFICO DE CAROTENOIDES 

 

 

En la actualidad, se han empleado diversas técnicas para cuantificar e identificar 

una gran cantidad de CB en alimentos que van desde la cromatografía de capa fina 

hasta la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés) 

siendo esta última, la técnica más utilizado para la identificación y cuantificación de 

CC combinada con detectores de absorción UV-Vis (Gupta y cols., 2015). Esta 

técnica se fundamenta en los principios básicos de la cromatografía que tiene como 

fin la separación de un analito por su interacción con una fase líquida (fase móvil) 

que fluye a través de una fase estacionaria. El equipo de HPLC se compone de 

módulos como el de inyección o automuestreador, una bomba cuaternaria, horno y 

diversos detectores UV/Vis, principalmente. Todos los módulos se controlan 

mediante un software que se encarga de la gestión del sistema cromatográfico, en 

el que se lleva a cabo la recolección de datos para el posterior análisis de los 

mismos (Brown y Weston, 1997). 

 

 

2.1.1. Parámetros críticos en HPLC para la separación eficiente de 

carotenoides 

 

Para el análisis cromatográfico existen diversos factores a considerar para una 

elución eficiente de los CC, previos al análisis, como la preparación y extracción de 
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CC de la muestra, el proceso de saponificación en caso de ser necesario, el uso de 

los eluyentes en la fase móvil, la composición de la columna, el tipo de fase 

estacionaria, entre otros (Pérez-Gálvez y cols., 2017).  

 

Extracción y saponificación 

 

Antes del análisis, los CC deben extraerse de la matriz del alimento. Debido a la 

inestabilidad inherente de estos compuestos, es importante asegurar la mínima 

degradación de estos para garantizar resultados analíticos precisos (Adadi y cols., 

2018). En general, se deben considerar cuatro pasos imprescindibles para 

minimizar la degradación de los CC durante su extracción, almacenamiento y 

análisis: 1) la adición de un neutralizador, como carbonato de calcio (CaCO3), 

bicarbonato de sodio (NaHCO3) o carbonato de magnesio (MgCO3) durante la 

extracción para neutralizar los ácidos presentes del propio alimento, o incluso 

adicionados; 2) un antioxidante, como terc-butilhidroquinona (TBHQ), butil 

hidroxitolueno (BHT), pirogalol o palmitato de ascorbilo, añadido a los disolventes 

de extracción en concentraciones aproximadas de 0,1% (p/v) (Cernelic y cols., 

2013); 3) minimizar el tiempo de extracción, esto para evitar la oxidación enzimática 

y, 4) proteger las muestras de exposición directa a la luz ultravioleta (Arimboor y 

cols., 2015; Adadi y cols., 2018; Saini y Keum, 2018). Los CC son generalmente 

menos estables en extractos que en alimentos o matrices biológicas y, por lo tanto, 

las muestras deben analizarse inmediatamente después de la extracción para 

limitar la formación de productos de su degradación (Meléndez-Martínez y cols., 

2017). 

 

Como los CC son compuestos lipofílicos, por lo general se extraen con una mezcla 

de disolventes orgánicos (Rodríguez-Bernaldo de Quirós y Costa, 2006). Debido al 

alto contenido de agua de las frutas y verduras, se necesitan disolventes miscibles 

en agua, para que el solvente penetre por completo al interior de la matriz, por lo 

general, se utiliza una mezcla de solventes de distintas polaridades para lograr los 

mejores resultados como acetona, tetrahidrofurano, hexano, metanol, 
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diclorometano, entre otros (Lee y cols., 2001; Hart y Scott, 1995; Oliveira y cols., 

2003). 

 

La saponificación se utiliza con frecuencia durante el proceso de extracción para 

evitar la interferencia de compuestos en el análisis de HPLC posterior, es decir, 

simplificar el análisis de los CC (Rodríguez- Amaya y Kimura, 2004). Esta etapa se 

aplica para la eliminación de los lípidos en las muestras con alto contenido graso 

(Mercadante, 2008; Rodríguez-Amaya, 2010). Los lípidos presentes en algunas 

muestras pueden modificar los tiempos de retención de los CC y acortar la vida útil 

de la columna cromatográfica. Sin embargo, también se eliminan aquellos CC 

esterificados a ácidos grasos, resultando en un análisis de CC más simple. Estos 

inconvenientes pueden resolverse si se lleva a cabo una saponificación previa 

(Meléndez-Martínez y cols., 2014; Mínguez-Mosquera, 1997; Rodríguez-Amaya, 

2001). En la Figura 2.4, se muestra un ejemplo del análisis de una muestra 

saponificada y no saponificada, un cromatograma de extracto de jugo de naranja, 

en el que se observa que, en el caso del extracto no saponificado, aparecen muchos 

picos que tienden a aglomerarse en comparación con el extracto saponificado. 

Existen diversas modificaciones en las metodologías de saponificación, sin 

embargo, todas ellas se sustentan en dos tipos de saponificación, “fría y caliente”. 

En la saponificación fría o a temperatura ambiente, el extracto de CC se resuspende 

preferentemente con disolventes de baja polaridad, como éter dietílico, 

diclorometano o THF y se agrega una alícuota de una solución metanólica con 

hidróxido de potasio (KOH) del 10%-40%. La mezcla se deja reposar en total 

oscuridad y a temperatura ambiente durante 16 h (Kimura, y cols. 1990; Meléndez-

Martínez y cols., 2017; Cervantes-Paz y cols., 2012; 2014). En el caso del 

procedimiento de saponificación con temperatura, se sigue el mismo procedimiento, 

excepto que, en lugar de dejar la mezcla en reposo durante 16 h, esta se lleva a un 

proceso térmico en baño de vapor a 56°C durante 10 min (Kimura y cols., 1990). 

Ambos tipos de saponificación son eficientes con respecto a este tipo de 

compuestos. Sin embargo, un inconveniente particular de la saponificación en 
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caliente es el control riguroso de las condiciones. Cualquier ligero cambio, 

especialmente en la temperatura y el tiempo, puede alterar los resultados. 

 

 

Figura 2.3. Cromatogramas a 450 nm correspondientes a un extracto de jugo de 
naranja antes (azul) y después de saponificar (rojo).  

Fuente: Meléndez-Martínez y cols., 2017b 

 

 

Fase móvil y estacionaria 

 

Una vez realizado el proceso de extracción y saponificación en condiciones óptimas 

para el tipo de muestra, el siguiente punto crítico es la selección de la fase móvil. 

Las características más importantes a considerar en la fase móvil son su polaridad, 

viscosidad, volatilidad y toxicidad. Además, debe ser inerte con respecto a los CC 

(Giuffrida, Zoccali, y Mondello, 2020). La fase móvil debe ser compatible con el 

método de detección, y que la mezcla óptima de elución sea completamente clara 

e incolora (Pfander, 2012). También es necesario que los CC sean completamente 

solubles en la fase móvil utilizada para la separación cromatográfica (Amaya-

Rodríguez, y cols. 2001). 

 



18 
 

La separación e identificación cromatográfica de los CC se puede llevar a cabo por 

HPLC en fase reversa (FR), en la cual se utiliza como fase estacionaria un material 

de naturaleza apolar y como fase móvil disolventes polares, como mezclas de 

metanol, acetonitrilo, acetona, diclorometano y agua, aunque se prefieren los 

sistemas no acuosos para la separación cromatográfica de los carotenos (Pfander, 

2012; Minguez-Mosquera y cols., 2008). El análisis de CC también puede realizarse 

por fase normal (FN), en la cual la fase estacionaria es de naturaleza polar por lo 

que requiere una fase móvil no polar o de baja polaridad (Pérez-Gálvez y cols., 

2017). Sin embargo, esta última no es eficiente en su totalidad para el análisis de 

estos compuestos (Sander y cols., 2000).  

 

El mecanismo de separación cromatográfica se basa en el grado de hidrofobicidad 

de los CC, siendo los CC polares (xantofilas) los que muestran menor retención y 

posteriormente eluyen los carotenos y los ésteres de xantofilas. Una de las ventajas 

de la FR sobre la FN es la posibilidad del uso de agua en la composición de la fase 

móvil (Mínguez-Mosquera y cols., 2008). Una de las primeras columnas (fase 

estacionaria) utilizadas para el análisis de CC, fue la columna C18 con modo 

isocrático o de gradiente para la separación de CC (Khachik, y otros, 1997). Sin 

embargo, no es eficiente en la resolución de los isómeros geométricos y resuelve 

de manera ineficiente los isómeros posicionales, en particular la luteína y la 

zeaxantina. Para maximizar la resolución cromatográfica y la selectividad, Sander y 

cols., (1994) desarrollaron una columna para HPLC en FR (HPLC-FR) denominada 

C30, para el análisis de CC y sus isómeros. Las columnas poliméricas C30 también 

poseen la capacidad de resolver CC en sus formas cis / trans (Rajendran y cols., 

2005). Esto se debe al aumento de la selectividad debido al tamaño de los grupos 

enlazados con la fase de sílice que aumenta la hidrofobicidad de la fase 

estacionaria, permitiendo una mayor interacción con los CC (Sander y cols., 1994). 

Sin embargo, la desventaja de la columna C30 en relación con la columna C18 es 

el tiempo de análisis, en general es más largo, el tiempo de análisis por inyección 

suele ser de 60 minutos o más para la separación completa de los CC (Gupta y 

cols., 2015).  
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Detectores 

 

Los detectores, que tienen la función de transformar la señal analítica en una señal 

eléctrica, se han diseñado y perfeccionado con el fin de incorporar celdas de flujo 

que permitan medir las bajas concentraciones de los analitos. Según la propiedad 

a estudiar, encontramos distintos tipos (Nunes y Mercadante, 2006): 

a) Basados en la propiedad de la fase móvil: detector de Índice de Refracción 

(IR), detectores electroquímicos y detectores de dispersión de luz. 

b) Basados en la propiedad del soluto: detector de absorbancia en Ultravioleta-

Visible (UV-Vis), detector de absorbancia en Índice de Refracción (IR) y 

detector de fluorescencia (O'Neill y cols., 2001). 

 

Los detectores de espectrofotometría UV-Vis son, sin duda, los más utilizados en el 

análisis de CC por HPLC, esto debido a las características de absorción de luz de 

estos pigmentos. Actualmente, el detector UV-Vis más popular es el detector de 

arreglo de diodos UV-Vis (DAD), que recopila datos de forma continua durante todo 

el análisis, facilitando así la determinación de la pureza y la identificación de 

compuestos desconocidos (Kopec, y cols., 2012). En un detector DAD, la radiación 

pasa a través de la muestra en la celda de flujo, se dispersa por una rejilla y penetra 

en la matriz de diodos. Cada diodo mide un rango estrecho de longitudes de onda 

del espectro, por lo que es posible adquirir una amplia banda de datos 

espectroscópicos simultáneamente. Los detectores UV-Vis son altamente 

sensibles, tienen una amplia gama lineal, presentan una buena estabilidad frente a 

los cambios de temperatura y admiten gradientes de elución de muy diferente 

composición (Pfander, 2012). 

 

 La matriz del alimento 

 

Actualmente, la cromatografía por HPLC es, quizás, la técnica más aceptable para 

la separación y análisis de CC. La cromatografía por HPLC-FR con fase móvil 
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isocrática y un gradiente de elución se utiliza con frecuencia para el análisis de CC 

(Breithaupt y Schwack 2000; Schweiggert, y cols., 2005). La elección del sistema 

de cromatografía líquida más adecuado para una separación de CC está muy 

relacionada con la complejidad de la matriz a analizar (Giuffrida, y cols. 2015). Sin 

embargo, la mayoría de los métodos diseñados para el análisis de CC están 

destinados a matrices simples como lo son frutos y diversos vegetales, siendo 

escasos los métodos desarrollados para analizar matrices complejas en alimentos 

y además con altas cantidades de lípidos. 
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CAPÍTULO 3. JUSTIFICACIÓN 

 

 

 

El chile es uno de los principales ingredientes en platillos mexicanos, son el 

ingrediente principal de las salsas, alimento tradicional,  que resulta de gran interés 

desde el punto de vista nutricional y de salud, debido a su elevado contenido de CC, 

los cuales participan en la prevención de diversas enfermedades degenerativas. Sin 

embargo, sólo aquellos CC que logran ser liberados de la matriz del alimento y son 

absorbidos durante la digestión gástrica o intestinal, son potencialmente 

biodisponibles para ejercer efectos beneficiosos. 

 

Diversos estudios han analizado los ingredientes de las salsas de forma aislada o 

particular. Sin embargo, no se ha demostrado como la salsa “macha”, que es una 

matriz alimenticia afín a los CC presentes en chiles, podría favorecer su liberación 

y absorción durante el proceso gastrointestinal. Por esta razón, la presente 

propuesta pretende brindar una respuesta al creciente interés del estudio de la BA 

y bioconversión de CC presentes en la salsa “macha” y su parte contrastante, las 

salsas elaboradas a base de agua, mediante un modelo de digestión gastrointestinal 

in vitro. Sin embargo, los métodos de HPLC desarrollados para el análisis de CC en 

matrices con alto contenido lipídico son limitados, y ninguno de los que se 

encuentran disponibles resulta eficiente para la separación e identificación de CC 

en salsas con matriz lipídica. En este sentido, la matriz del alimento tiene una 

influencia relevante en la separación e identificación de CB por técnicas 

cromatográficas, por ello, es necesario el desarrollo de métodos que permitan 

separar, identificar y cuantificar los diferentes CC presentes en una matriz 

predominantemente lipídica, en este caso en salsa “macha”. 
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CAPÍTULO 4. HIPÓTESIS 

 

 

 

La utilización de la salsa “macha” como una matriz alimenticia lipídica afín a los CC, 

la cual es una forma tradicional de consumo de chile en México, así como la 

aplicación de tratamientos térmicos para su elaboración, favorecerán la liberación 

de CC de la matriz de la salsa,  con lo cual se incrementará su BA. En este sentido, 

el desarrollo de un método de HPLC, incluyendo un gradiente con los diferentes 

disolventes que constituyen la fase móvil, resultará eficaz para la separación, 

identificación y cuantificación de los CC presentes en salsas. 
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CAPÍTULO 5. OBJETIVOS 

 

 

 

5.1. OBJETIVO GENERAL 

 

 

Evaluar la bioaccesibilidad de los CC y desarrollar un método por cromatografía de 

líquidos de alta resolución para el análisis de CC en matrices lipídicas complejas 

(salsas de chile ‘Árbol’ y ‘Morita’). 

 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Evaluar el contenido de carotenoides totales, la capacidad antioxidante 

y el efecto del tratamiento térmico en salsas de chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’ 

preparadas a base de aceite y agua. 

 

• Evaluar la bioaccesibilidad de los carotenoides presentes en las salsas 

de chile de ‘Árbol’ y de chile ‘Morita’, por medio de un modelo de 

digestión in vitro. 

 

• Desarrollar un método cromatográfico por cromatografía de líquidos de 

alta resolución eficiente para la separación, identificación y 

cuantificación de carotenoides presentes en las salsas. 
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CAPÍTULO 6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

6.1. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

 

Se estableció un diseño unifactorial, en el cual se consideraron como variables 

independientes las seis salsas elaboradas. Las variables respuesta que se 

consideraron en la investigación para la caracterización de las salsas fueron el 

contenido de carotenoides totales (CCT) y capacidad antioxidante (CAOx), y para 

el análisis de la bioaccesibilidad (BA) se consideró el contenido de CCT presente 

en la fracción intestinal (FInt), la fracción indigestible insoluble (FII) así como la 

fracción indigestible soluble (FIS). 

 

Este estudio se dividió en tres etapas que se describen a continuación: 

 

 

6.2. PRIMERA ETAPA: ELABORACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 

SALSAS 

 

6.2.1. Material vegetal y elaboración de las salsas 

 

Se seleccionaron dos variedades de chile deshidratado (‘Árbol’ y ‘Morita’) de mayor 

uso en la gastronomía mexicana. Las materias primas utilizadas (chiles, ajo, aceite 

y sal) fueron adquiridas en el mercado “Nayarabastos” de la ciudad de Tepic, 

Nayarit. Los chiles y ajos utilizados no presentaron daños físicos.   

 

Con cada variedad de chile se elaboraron tres salsas, dos de ellas se prepararon 
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con aceite de girasol y una con agua, como ingrediente predominante. Las salsas 

se elaboraron siguiendo una receta tradicional de salsa “macha” considerando dos 

temperaturas: 100 °C y 140 °C para la elaboración de las salsas de aceite, y una 

temperatura de 100 °C para elaborar la salsa de matriz acuosa. Las formulaciones 

de cada una de las salsas se muestra en el Cuadro 6.1.  

 

Cuadro 6.1. Formulaciones expresadas en porcentaje (%) para la elaboración de 
las salsas. 

 
 Ingredientes1 

Salsas2 
Aceite de 

girasol 
Agua Chile Ajo Sal 

HMr - 61.20 26.76 9.36 2.68 

SMr T1 61.20 - 26.76 9.36 2.68 

SMr T2 61.20 - 26.76 9.36 2.68 

HAr - 61.20 26.76 9.36 2.68 

SAr T1 61.20 - 26.76 9.36 2.68 

SAr T2 61.20 - 26.76 9.36 2.68 

1Cantidades expresadas en porcentajes. 
2HMr (salsa control de chile 'Morita'), SMr T1 (salsa macha de chile 'Morita' 100 °C), SMr T2 (salsa macha de 
chile 'Morita' 140 °C), HAr (salsa control de chile 'De Árbol'), SAr T1 (salsa macha de chile 'De Árbol' 100 °C), 
SAr T2 (salsa macha de chile 'De Árbol' 140 °C) 

 

 

Para la elaboración de las salsas, la cantidad total de chile, tanto de ‘Árbol’ como  

Morita, se dividió en tres lotes. Se utilizaron dos lotes para eleborar dos salsas con 

aceite como ingrediente predominante en su matriz, a las cuales se les denominó 

como “salsa macha”. El primer lote de chiles de cada variedad junto con el ajo se 

sometieron a un proceso de freído en aceite a 100 °C por 5 min y el segundo lote a 

140 °C por 5 min, posteriormente se retiraron del fuego, y se agregó sal, y se 

trituraron y homogeneizaron (Nutribullet, NB- 101B, China) durante 3 min con 

intervalos de 30 segundos. El lote de chiles restante se usó para elaborar la salsa 
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con agua que fue considerada como “salsa control”.  Para la elaboración de las 

salsas control, el tercer lote de chile de cada variedad junto con el ajo se sometieron 

a un proceso de decoccción a 100 °C por 5 min, los ingredientes se retiraron del 

fuego, se agregó sal, y se trituraron y homogeneizaron (Nutribullet, NB- 101B, 

China) durante 3 min con intervalos de 30 segundos. Las salsas elaboradas se 

almacenaron en frascos protegidos de la luz. Las salsas se refrigeraron a 4 °C para 

su posterior análisis. 

 

Las salsas fueron identificadas con las siglas HMr (salsa control de chile 'Morita' 100 

°C), SMr T1 (salsa macha de chile 'Morita' 100 °C), SMr T2 (salsa macha de chile 

'Morita' 140 °C), HAr (salsa control de chile 'De Árbol' 100 °C), SAr T1 (salsa macha 

de chile 'De Árbol' 100 °C) y SAr T2 (salsa macha de chile 'De Árbol' 140 °C). 

 

 

6.2.2. Caracterización de carotenoides (CC) presentes en las salsas 

 

Extracción y cuantificación de carotenoides totales (CCT) 

 

La extracción de CC se realizó con el método propuesto por Cervantes-Paz y cols. 

(2014), con algunas modificaciones. Se pesó 1 g de cada salsa, previamente 

homogeneizada, en tubos de teflón de 50 mL, y se agregaron 50 mg de bicarbonato 

de sodio, 10 mL de metanol y 7.5 mL de una solución de acetona/hexano (1:1 v/v) 

con 0.1% de BHT. Los tubos se agitaron (Orbital Heidolph, Reax2, Alemania) 

durante 1 h. Posteriormente, para la separación de los CC se agregaron 6 mL de 

sulfato de sodio al 10% (p/v) y 5 mL de hexano, la mezcla se colocó en agitación 

(15 min). Una vez transcurrido el tiempo, los tubos fueron centrifugados (6000 rmp, 

5 min, 4 °C), se recuperó la fase orgánica (hexano). El proceso de lavado 

(separación de CC) se repitió hasta que la fase orgánica fuera incolora. La fase 

orgánica se evaporó a sequedad en un evaporador rotatorio (Büchi Labortechnik, 

R-100, B-100, I-100-F105, Flawil, Suiza) a 35 ºC. El extracto de CC obtenido fue 

resuspendido y aforado en 5 mL con acetona. 
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La cuantificación de CCT se hizo en un espectrofotómetro UV/Vis (Jenway UV/Vis, 

6705, USA) a 452 nm. Se utilizó -caroteno (C9750, Sigma-Aldrich) como estándar 

para la elaboración de una curva patrón para cuantificar el contenido de CCT como 

mg equivalentes de  -caroteno por g de muestra húmeda (mg EC/g BH). 

 

 

6.2.3. Análisis de capacidad antioxidante de carotenoides 

presentes en las salsas 

 

Ensayo de eliminación de radicales 1,1′-difenil-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

 

La determinación de CAOx se realizó de acuerdo con la metodología propuesta por 

Prior y cols., (2005). El reactivo DPPH (D9131, Sigma Aldrich) fue disuelto en 

metanol grado reactivo, se utilizó a una concentración de 190 μM. Se mantuvo en 

oscuridad total durante el desarrollo del ensayo. En los pocillos de la microplaca se 

añadieron 30 μL del extracto de CC de cada salsa diluido previamente en 2-

propanol. La microplaca se colocó en un lector de microplacas de detección múltiple 

(BioTek, Synergy HT, Winooski VT, EE. UU.) con el software Gen5, en el cual se 

realizó la adición automática del DPPH en cada pocillo. Después de 10 min de 

reacción, en condiciones de oscuridad, se tomaron lecturas de absorbancia a 517 

nm. Se usó 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox) (238813, 

Sigma Aldrich) como estándar para elaborar una curva patrón para poder informar 

la actividad antioxidante como milimoles equivalentes de Trolox por g de muestra 

húmeda (mmol ET/g BH). 

 

 

Actividad quelante: Ensayo Ferric reducing/antioxidant power (FRAP) 

 

La determinación se llevó a cabo por el método propuesto por Benzie y Strain. 

(1996), con algunas modificaciones por Álvarez-Parrilla y cols. (2007). El reactivo 
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FRAP se preparó mezclando en una relación 10:1:1 (v/v/v) buffer de acetato (0.3 M, 

pH 3.6), solución de 2,4,6-Tripiridil-s-Triazina (TPTZ) (93285, Sigma Aldrich) (10 mM 

TPTZ en 40 mM HCl), y FeCl3.6H2O (10 mM); la solución fue incubada a 37 ºC 

durante 30 min antes de su uso. En los pocillos de la microplaca se añadieron 24 

μL de extracto de CC de cada salsa diluido en 2-propanol y las lecturas de 

absorbancia se tomaron después de 30 min de reacción. El equipo utilizado y el 

estándar fueron los mismos que se emplearon en el ensayo de DPPH. 

 

 

6.3. SEGUNDA ETAPA: MODELO DE DIGESTIÓN GASTROINTESTINAL 

IN VITRO. 

 

 

6.3.1. Bioaccesibilidad de carotenoides 

 

Las salsas fueron sometidas a un ensayo de digestión in vitro, adaptado a partir de 

la metodología propuesta por Saura-Calixto y cols,. (2000) (Figura 6.1).  

 

Esta técnica simula las condiciones gastrointestinales fisiológicas, tomando en 

cuenta la acción enzimática, los cambios de pH y la temperatura del cuerpo humano. 

Este método constó de tres etapas que permitieron evaluar aquellos CC liberados 

de la matriz de las salsas, para así evaluar aquellos CC asociados a la FInt, FIS y 

FII. El modelo de digestión se describe a continuación: 
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Figura 6.1. Modelo de digestión in vitro.  

(Blancas-Benítez y cols., 2015). 

 

Digestión gástrica: Las muestras se incubaron con 200 µL de pepsina (300 mg/mL 

HCl–KCl 0.2 M buffer, pH 1.5, 40 °C, 1 h, P7000, Sigma-Aldrich), en esta etapa la 

muestra se consideró como la fracción gástrica (FG). 

 

Digestión intestinal: Para la digestión de proteínas, lípidos y almidón, las muestras 

de la FG se sometieron a una hidrólisis con 1 mL de pancreatina (5 mg/mL en buffer 
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fosfato 0.1 M, pH 7.5, 37 °C, 6 h, P-1750, Sigma-Aldrich), 1 mL de lipasa (7 mg/mL 

en buffer fosfato 0.1 M, pH 7.5, 37 °C, 6 h, L-3126, Sigma-Aldrich), 1 mL de sales 

biliares (17.5 mg/mL en buffer fosfato 0.1 M, pH 7.5, 37 °C, 6 h, B-8631, Sigma- 

Aldrich) y 1 mL de a-amilasa (120 mg/mL en buffer Tris-maleato 0,1 M, pH 6.9, 37 

°C, 16 h, A6255, Sigma-Aldrich), después de este período, los CC en las muestras 

hidrolizadas se consideraron como la FInt. 

 

Diálisis: Después de la hidrólisis, las muestras se centrifugaron (15 min, 25 °C, 

4000 rpm) para separar las FIS y FII. El residuo se utilizó para evaluar los CC 

asociados a la FII y el sobrenadante se dializó en un medio acuoso en una 

membrana de diálisis (48 h, 12–14 KDa, D9652, Sigma Aldrich) para simular la 

absorción pasiva. Los CC asociados con la FII y FIS corresponden a los CC no 

bioaccesibles. El contenido de CC en las diferentes fracciones: FG, FInt, FII y FIS 

se evaluaron como el porcentaje de BA de CC in vitro, utilizando la siguiente 

ecuación (1): 

 

BA (%) =  
(F𝐼𝑛𝑡−  FIS)

(F𝐼𝑛𝑡+ FII)
   Ec. (1) 

 

FInt: CC liberados en la fracción intestinal; FIS: CC asociados con la fracción 

indigestible soluble; FII: CC asociados con la fracción indigestible insoluble.  

 

En cada fracción (FInt, FIS y FII) se realizó la extracción de CC siguiendo el 

fundamento de la metodología propuesta por Cervantes-Paz y cols., (2014) con 

algunas modificaciones. Al sobrenadante (FInt y FIS) y residuo (FII) obtenido de las 

etapas de digestión se les agregó 6 mL de solución de acetona-hexano (1:1 v/v) con 

0.1% de BHT, 12 mL de sulfato de sodio al 10% y 10 mL de hexano, la mezcla se 

agitó (Orbital Heidolph, Reax2, Alemania) durante 15 min y posteriormente se 

centrifugó (6000 rpm, 5 min, 4 °C) (Hermle, Z326K, Alemania). La fase orgánica fue 

recuperada y evaporada a sequedad en un evaporador rotatorio (Büchi 

Labortechnik, R-100, B-100, I-100-F105, Flawil, Suiza) a 30 ºC. El extracto obtenido 
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fue resuspendido se aforó a 5 mL con acetona, y se almacenó en oscuridad a      -

80 °C para su posterior análisis de CCT por espectrofotometría (sección 6.2.2). 

 

 

6.4. TERCERA ETAPA: DESARROLLO DE UN MÉTODO ANALÍTICO 

POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN  

 

 

6.4.1. Determinación de las condiciones cromatográficas 

 

Se realizaron modificaciones en la composición del gradiente tomando en cuenta lo 

publicado en literatura para el análisis de CC para determinar la separación eficiente 

y en un tiempo óptimo para la elución de los CC de interés. De acuerdo con la 

literatura, los parámetros que se consideraron fueron: 

 

1. Columna 

2. Composición de la fase móvil 

3. Longitud de onda de detección 

4. Velocidad del flujo 

 

Para estas pruebas, se inyectaron extractos de las salsas y estándares comerciales. 

 

 

6.4.2. Selección de las condiciones cromatográficas 

 

Las condiciones ideales para HPLC se seleccionaron inicialmente considerando 

aquellos gradientes en los que existiera una mayor cantidad de picos y mayor 

separación mediante la realización de diversos pruebas de mezclas de eluyentes 

en los dos tipos de matrices (agua y aceite). Las mezclas y proporciones en la fase 

móvil estuvieron compuestas por agua, acetonitrilo (ACN), metanol/2-propanol 

(60:40; v/v) (MeOH/2-POH) y metil ter-butil éter (MTBE), a partir de la cual se 
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seleccionaron los mejores gradientes. Los extractos de las salsas de las dos 

variedades de chile se inyectaron de forma individual, para observar los picos 

eluidos, sus tiempos de retención y espectros UV-Vis obtenidos en el DAD. Estos 

resultados permitieron establecer el orden de elución, facilitando su identificación 

en la mezcla. 

 

Cuadro 6.42. Gradientes con mejor comportamiento de elución. 

  Eluentes (%)1 

Gradiente Tiempo 
Agua 
(A) 

ACN  
(B) 

MeOH/2-POH 
(60:40; v/v) 

(C) 

MTBE  
(D) 

1 

0 5 80 0 15 

10 5 45 0 50 

13 4 65 0 31 

16 2 80 0 18 

47 0 75 0 25 

2 

0 0 25 75 0 

10 0 25 30 45 

16 3 25 46 26 

20 3 25 53 19 

50 0 25 75 0 

3 

0 1 0 75 24 

10 2 0 62 36 

15 4 0 16 80 

30 0 0 6 94 

4 

0 4 0 75 21 

10 4 0 70 26 

15 1 0 60 39 

30 0 0 75 25 

5 

0 2 98 0 0 

10 4 71 0 25 

15 4 19 0 77 

30 0 75 0 25 

6 

0 1 99 0 0 

3 1 90 0 9 

10 2 95 0 3 

12.5 4 40 0 56 

15 5 5 0 90 

17 0 30 0 70 

30 0 75 0 25 
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7 

0 0 75 0 25 

3 0 92 0 8 

10 0 17 0 83 

15 2 53 0 45 

20 4 77 0 19 

30 5 92 0 3 

8 

0 4 0 89 7 

15 4 0 47 49 

30 4 0 17 79 

55 4 0 7 89 

9 

0 4 0 90 6 

15 4 0 29 67 

33 2 0 21 77 

50 0 0 7 93 

10 

0 2 90 3 5 

15 2 47.5 3 47.5 

30 2 5 3 90 

35 2 90 3 5 

11 

0 4 85 6 5 

15 1 48 6 45 

27 0 38 6 56 

50 0 8 6 86 

12 

0 4 89 2 5 

15 4 68 2 26 

30 4 26 2 68 

45 4 5 2 89 
1Cantidades expresadas en porcentajes. ACN (acetonitrilo), MeOH/2-POH (60:40; v/v) (metanol/2-propanol 

(60:40; v/v)); MTBE (metil ter-butil éter) 

 

 

6.4.3. Diseño experimental del método 

 

Se realizaron pruebas diversas para conocer la influencia de los componentes de la 

fase móvil en la elución de los compuestos de interés. Se utilizaron como 

disolventes agua, acetonitrilo (ACN), metanol (MeOH), 2-propanol (2-POH) y metil 

ter-butil éter (MTBE), con los cuales se probaron diversas mezclas y proporciones 

en la fase móvil, para seleccionar aquellas que permitieran una separación y elución 

óptima de los CC presentes en las salsas estudiadas. Con esta información se 

diseñaron diversos gradientes con todos los componentes de la fase móvil para 
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evaluar la elución de los CC, en donde se mantuvo constante durante el tiempo de 

corrida el volumen de inyección (20 µL), el flujo de eluentes (1 mL/min), la 

temperatura de la columna (20 ◦C)  

 

Se realizó un análisis de composición central en el cual se consideraron como 

variables independientes los gradientes y dos compuestos constantes y 

predominantes que se tomaron como referencia en las salsas evaluadas. Las 

variables respuesta fueron el número de platos teóricos (N) y la resolución de los 

picos (Rs). 

 

Para conocer la influencia de los componentes de la fase móvil en la elución de los 

compuestos de interés, se analizaron los mejores gradientes obtenidos en el 

apartado 6.4.2. Para estos gradientes, de acuerdo con Patil (2017) se calculó la 

eficiencia de separación considerando el número de platos teóricos (N) utilizando la 

siguiente Ecuación (1):  

 

          Ec. (1) 

 

Donde:  

tR: tiempo de retención (min) 

W0.5: el ancho del pico a media altura (cm) 

Lcolm: longitud de la columna (cm) 

 

Así mismo, la información de los dos picos, que durante su elución fueran 

constantes y predominantes en todas las salsas analizadas, se utilizaron para 

calcular la resolución entre ellos, para lo cual se utilizó la Ecuación (2): 

 

Ec. (2) 

Donde: 

tR2: tiempo de retención del pico 2 (min) 

tR1: tiempo de retención del pico 1 (min) 

N=
5.54(

𝑡𝑅
𝑊0.5

)
2

𝐿𝑐𝑜𝑙𝑚
*100 

Rs=
(𝑡𝑅2−𝑡𝑅1)

0.5∗(𝑊1+𝑊2)
 



35 
 

W1: ancho del pico 1 en la línea base (cm) 

W2: ancho del pico 2 en la línea base (cm) 

 

 

6.4.4. Identificación de carotenoides por HPLC-DAD 

 

Previo al análisis cromatrográfico, los extractos de CC fueron sometidos a un 

proceso de saponificación propuesto por Cervantes-Paz y cols. (2012). Los 

extractos concentrados fueron resuspendidos en 30 mL de éter dietílico y se 

saponificaron con hidróxido de potasio en metanol al 40% (p/v) durante 16 h a 25 

°C en condiciones de oscuridad. Los CC fueron extraidos de los extractos 

saponificados de la misma forma que se menciona el apartado 6.2.2, posteriormente 

se aforaron a un volumen de 5 mL con acetona HPLC (Meyer, CDMX, México) y se 

filtraron con un acrodisco (MF-Millipore, 0.45 µm, 47 mm, Bedford, EE.UU.) para su 

inmediato análisis por HPLC-DAD. 

 

La identificación de los CC se llevó a cabo por HPLC en un equipo Agilent serie 

1260 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), equipado con un DAD. Los 

espectros UV-Vis para la identificación de los picos se registraron en un rango de λ 

= 190-620 nm para seleccionar la longitud de onda que proporcionó la mejor 

sensibilidad para cada uno de los CC eluidos. Se usó una columna de fase reversa 

Acclaim C30 (4.6 mm × 150 mm, tamaño de partícula 5 μm) y una precolumna 

Acclaim (4.6 mm x 10 mm) a 20 °C. El control de los componentes del equipo, la 

recopilación de datos y la integración de los cromatogramas se realizaron con el 

software OpenLab CDS ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

EE.UU.).  

 

Los picos eluidos (CC) se identificaron comparando sus tiempos de retención y 

espectros UV con los obtenidos de estándares comerciales (capsantina, β-

criptoxantina y β-caroteno). Además, se realizó una comparación de las 

características espectrales, en aquellos compuestos en los que no se tuvo estándar 
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comercial para su comparación, usando la biblioteca de espectros con la que se 

cuenta en el Laboratorio de Fisiología y Bioquímica de Alimentos y los reportados 

en la literatura. Para la estimación de los CC identificados, se consideró el área 

relativa correspondiente de cada compuesto a su máxima longitud de onda de 

absorción. 

 

 

6.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 

Para le análisis estadístico se utilizó el programa STATISTICA, versión 12 (Statsoft. 

1984-2011 Inc., Tulsa, OK, EE. UU.). Los supuestos de normalidad y homogeneidad 

de varianza se comprobaron mediante las pruebas de comparación de medias de 

Kolgormorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Las diferencias en las variables 

de respuestas se evaluaron mediante un análisis de varianza de una sola vía, 

seguido por una prueba de Fisher LSD para comparación de medias, cuando el 

ANOVA mostró un resultado significativo. El nivel de significancia estadística se 

estableció con un valor de α= 0.05. 
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CAPÍTULO 7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

 

7.1 . CARACTERIZACIÓN DE LAS SALSAS 

 

7.1.1. Contenido de carotenoides totales (CCT) y capacidad 

antioxidante (CAOx) en salsas de chile (Capsicum annuum L.) de 

‘Árbol’ y ‘Morita’. 

 

El CCT de las salsas evaluadas se muestra en el Cuadro 7.1. Hubo diferencias 

significativas (p≤0.05) entre las salsas debido a los tratamientos aplicados para su 

elaboración. El CCT fue mayor en las salsas elaboradas con chile de “Árbol”, su 

contenido osciló entre 6.86 a 7.90 mg EβC/g BH, destacando por su mayor 

contenido de CCT las salsas con matriz lipídica. En el caso de las salsas elaboradas 

con chile “Morita” su contenido fue menor (2.27 a 3.07 mg EβC/g BH), siendo la SMr 

T2 la que destaco por un mayor contenido de CCT, ya que las salsas HMr y SMr T1 

fueron iguales (p≥0.05). En ambos grupos de salsas, las salsas control, elaboradas 

con agua como medio dispersante, tuvieron los valores más bajos de CCT. Estos 

resultados muestran que la variedad de chile, así como la matriz (agua o aceite) y 

tratamiento térmico afectaron el CCT de las salsas.  

 

Los resultados de CCT reportados en esta investigación, para el caso de las salsas 

elaboradas con chile “Morita”, se asemejan a lo reportado por Hervert-Hernández y 

cols. (2010), en frutos de chile ‘De Árbol’ y ‘Morita’ deshidratados, que reportaron 

valores de CCT de 3.40 y 3.47 mg/g BH, respectivamente. Las salsas elaboradas 

con chile de “Árbol” tuvieron un contenido mayor de CCT, este comportamiento 

puede atribuirse a factores como la variedad, el medio de dispersión de la matriz del 

alimento (aceite) que facilitó la liberación de CC de la matriz del alimento, y 
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posiblemente al proceso de deshidratado de los frutos de chile (Hwang y cols., 2012; 

Ruiz-Sola y Rodríguez-Concepción, 2012; Kidmose y cols., 2006). En el caso de las 

salsas elaboradas con chile “Morita”, la variedad utilizada en esta investigación pudo 

poseer un menor CCT que la empleada por Hervert-Hernández y cols. (2010). Otro 

factor que también pudo impactar de manera negativa, es el proceso de 

deshidratado, que en México generalmente es por exposición directa al sol, por lo 

tanto, la exposición a altas temperaturas y a la luz por largos periodos pudieron 

provocar una degradación de los CC, por lo cual se explicaría que a pesar de la 

presencia de un medio lipídico en las salsas el CCT sea bajo. 

 

Otro factor importante que debe considerarse para explicar las diferencias en el CCT 

entre las salsas control (HAr y HMr) y las salsas “macha” (SMr T1, SMr T2, SAr T1 

y SAr T2) es el tratamiento térmico al que fueron sometidos los ingredientes durante 

su elaboración. Se ha reportado que la decocción es un tratamiento térmico que 

puede reducir el CCT en frutos de chile (Kao y cols., 2012), registrándose pérdidas 

de CCT entre 11.6 y 40.9%, dependiendo de la variedad de chile (Capsicum annuum 

L.) sometida a este tratamiento (Chuah y cols., 2008). En otro estudio realizado por 

Ornelas-Paz y cols. (2010), reportaron una pérdida del 3 al 53 % y del 2 al 46 % de 

CCT en chiles pungentes y no pungentes durante la decocción de sus frutos o asado 

a la parrilla, respectivamente. De igual manera, Cervantes-Paz y cols. (2014), 

reportaron que el proceso de decocción disminuyó la concentración de pigmentos 

(CC y clorofilas) totales entre 16.3 y 50 % en chiles jalapeños de color marrón. 

 

Por el contrario, algunos estudios han demostrado que, a diferencia de tratamientos 

como la decocción o el asado de frutos de chile, otros tratamientos térmicos pueden 

favorecer la liberación de CC de su matriz (Chuah y cols., 2008), como lo es el 

tratamiento de fritura durante 5 min que favoreció la liberación de CC (Hwang y 

cols., 2012). Dado que los CC son compuestos lipofílicos, existe un cierto grado de 

transferencia de los CC de la matriz vegetal a la fase oleosa durante el proceso de 

fritura (Kidmose y cols., 2006). Lee y cols. (2003), comprobaron que el CCT en el 

aceite de freír aumentó (77.43%) a medida que se repetía el proceso de fritura 
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debido a la liberación de los CC presentes en la matriz que contenía harina de 

zanahoria. De igual forma, Zeb y Nisar (2017) evaluaron los efectos de un 

tratamiento de fritura a alta temperatura en hojas de espinaca usando aceite de 

girasol, reportaron un aumento en la concentración de β-caroteno 5,6-epóxido (1.44 

a 6.64 mg/100g) con la aplicación del tratamiento térmico. La formación de este 

epóxido es imperativa durante el tratamiento térmico del β-caroteno (Zeb, 2012). 

Los epoxi-CC son compuestos más estables que los CC en los sistemas de modelo 

de estrés térmico (45, 60, 75 y 90 °C) (Hadjal y cols., 2013). Por tanto, el incremento 

en los CCT que se observan en las salsas “macha” pueden asociarse  la formación 

de estos compuestos a partir de β-caroteno y su mayor estabilidad térmica, este 

comportamiento coincide con la caracterización parcial realizada por Hervert-

Hernández y cols. (2010), en la cual a pesar de no haber presentado diferencias 

entre el CCT en chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’ (3.40 y 3.47 mg/g BH, respectivamente), 

sí mostraron diferencias en el perfil cromatográfico de los CC identificados por 

HPLC, en la cual el chile de ‘Árbol’ presentó un contenido de β-Caroteno, β-

Criptoxantina y Zeaxantina (0.80, 0.10 y 0.10 mg/g, respectivamente mayor a 

diferencia del chile ‘Morita’ (0.20, 0.04 y 0.05 mg/g, respectivamente). 

  

Algunos estudios han demostrado que los capsaicinoides pueden prevenir la 

degradación térmica de los CC en los frutos de chiles (Daood y cols., 2006) puesto 

que se ha evidenciado que la alteración celular por calentamiento en frutas y 

verduras favorece la interacción entre los CC y los capsaicinoides (Howard y cols., 

1994). Sin embargo, hasta la fecha poco se ha estudiado el efecto del 

procesamiento térmico en el perfil de CC presentes en una matriz compleja como lo 

son las salsas. 
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Cuadro 7.1. Contenido de carotenoides totales (CCT) en salsas de chile ‘Morita’ y 

chile ‘De Árbol’1. 

Salsa2 
CCT3 

(mg EβC/g BH) 

HMr 2.27 ± 0.13d 

SMr T1 2.41 ±0.13d 

SMr T2 3.07 ± 0.40c 

HAr 6.86 ± 0.36b 

SAr T1 7.58 ± 0.26a 

SAr T2 7.90 ± 0.23a 

1Valores son la media ± desviación estándar (n=6). Letras minúsculas representan diferencias significativas por 
columna (p<0.05). 
2 HMr (salsa control de chile 'Morita'), SMr T1 (salsa macha de chile 'Morita' 100 °C), SMr T2 (salsa macha de 
chile 'Morita' 140 °C), HAr (salsa control de chile 'De Árbol'), SAr T1 (salsa macha de chile 'De Árbol' 100 °C), 
SAr T2 (salsa macha de chile 'De Árbol' 140 °C) 
3mg equivalentes de β-Caroteno/g base húmeda 

 

Los resultados obtenidos de CAOx en las salsas de chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’ por los 

ensayos de DPPH y FRAP se muestran en el Cuadro 7.2. El ensayo DPPH identificó 

diferencias antioxidantes (p≤0.05) entre las salsas evaluadas. Las salsas “macha” 

tuvieron mayor actividad antioxidante en comparación con sus salsas control, 

principalmente las elaboradas con la variedad de chile de “Árbol” (11.72 y 111.17 

mmol ET/g BH), entre las cuales no hubo diferencia (p≥0.05). En el caso de las 

salsas SMr T1 (5.55 mmol TE/g BH) y SMr T2 (6.24 mmol TE/g BH) si presentaron 

diferencias estadísticas entre ellas.  

 

El ensayo de FRAP pudo identificar mayores diferencias antioxidantes (p≤0.05) en 

entre las salsas en comparación con el método DPPH. Aunque las salsas “macha” 

tuvieron mayor efecto quelante en este ensayo, se detectaron diferencias entre 

ellas. La salsa que presentó la mayor actividad quelante fue la SAr T2 (68.52 mmol 

ET/g BH), seguida de la SAr T1 (56.16 mmol ET/g BH) y la SMr T2 (36.31 mmol 

ET/g BH). Las salsas HAr y SMr T1 fueron iguales estadísticamente (26.51 y 26.68 

mmol ET/g BH). La salsa que presentó la menor actividad quelante fue la salsa HMr 
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con 12.54 mmol ET/g BH. Estas variaciones pueden atribuirse a la cantidad y perfil 

de CC presentes en cada salsa. Cervantes-Paz y cols. (2012), reportaron que la 

decocción del chile jalapeño de coloración roja disminuyó la CAOx en los ensayos 

de DPPH y FRAP, mientras que el asado a la parrilla provocó cambios menores. Un 

comportamiento contrario fue reportado por Kourouma y cols. (2019), quienes 

después de freír pulpa de camote naranja en aceite, observaron que su CAOx, 

medida mediante el ensayo de DPPH, aumentó un 77.43 % en comparación con la 

pulpa fresca. Además de los fitoquímicos intrínsecos, los nuevos compuestos 

generados durante los tratamientos térmicos pueden contribuir a incrementar la 

CAOx (Tiany cols., 2016). Sin embargo, también pude disminuir la CAOx en algunos 

casos debido a la pérdida de CB durante el tratamiento térmico (Tang y cols., 2015). 

 

Los CC forman parte del sistema de defensa antioxidante. Interactúan 

sinérgicamente con otros antioxidantes; las mezclas de CC son más eficaces que 

los compuestos individuales (Stahl y Sies, 2003). La actividad antioxidante de los 

CC ha sido ampliamente estudiada y asociada con los dobles enlaces conjugados 

en la estructura de los CC, ya que constituye un sistema reactivo rico en electrones 

susceptible de reaccionar con compuestos electrofílicos (Van den Berg y cols., 

2000). Estos funcionan como captadores de oxígeno singlete y muchos de ellos 

están interrelacionados en ciclos de regeneración (Stahl y Sies, 2005).  
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Cuadro 7.2. Capacidad antioxidante (CAOx) en salsas de chile ‘Morita’ y chile ‘De 
Árbol’1. 

Salsa2 
DPPH3 

(mmol ET/g BH) 

FRAP3 

(mmol ET/g BH) 

HMr 3.18 ± 0.14a 12.54 ± 0.58a 

SMr T1 5.25 ± 0.05b 26.5 ± 0.66b 

SMr T2 6.33 ± 0.40c 36.32 ± 0.60c 

HAr 3.34 ± 0.01a 25.17 ± 0.56b 

SAr T1 11.05 ± 0.10d 56.14 ± 3.73d 

SAr T2 12.7 ± 0.11e 68.52 ± 2.65e 

1Valores son la media ± desviación estándar (n=3). Letras minúsculas representan diferencias significativas por 
columna (p<0.05). 
2 HMr (salsa control de chile 'Morita'), SMr T1 (salsa macha de chile 'Morita' 100 °C), SMr T2 (salsa macha de 
chile 'Morita' 140 °C), HAr (salsa control de chile 'De Árbol'), SAr T1 (salsa macha de chile 'De Árbol' 100 °C), 
SAr T2 (salsa macha de chile 'De Árbol' 140 °C) 
3mg equivalentes de Trolox/g base húmeda 

 

 

7.2. EVALUACIÓN DE LA BIOACCESIBILIDAD IN VITRO DE CC EN SALSAS 

 

 

Los resultados de la BA in vitro de los CC en las salsas de chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’ 

se muestran en el Cuadro 7.3. Durante la digestión intestinal, que es la etapa donde 

los CC son bioaccesibles, se evidenciaron diferencias significativas (p≤0.05) en 

entre las salsas evaluadas. Las salsas “macha” elaboradas con chile de “Árbol” 

tuvieron bioaccesible una mayor cantidad de CC, destacando la SAr T2 (11.23 mg 

EβC/g BH). Las salsas HAr, SMr T1 y SMr T2 tuvieron un contenido de CC 

bioaccesibles semejante (2.25 a 2.92 mg EβC/g BH). La salsa HMr fue la que menor 

contenido bioaccesible de CC tuvo (0.54 mg EβC/g BH). Si bien las enzimas 

digestivas utilizadas como la pancreatina, lipasa, α-amilasa o las sales biliares 

actúan conjuntamente en la descomposición de los constituyentes de la matriz 

alimentaria, promoviendo la liberación de los CC, existen otros factores que pueden 

estar relacionados en la liberación y la BA de los CC (Bohn, 2015).  
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La aplicación de tratamientos térmicos y el proceso de homogenización mecánica a 

los ingredientes durante la elaboración de las salsas pudieron contribuir con el 

incremento de la BA de los CC en las salsas analizadas. Se ha evaluado que la 

cocción y la homogeneización mecánica pueden incrementar la biodisponibilidad de 

los CC; el mecanismo por el cual esto ocurre se debe probablemente a la liberación 

de los CC de la matriz alimentaria y los complejos de proteínas, ya que tanto el 

procesamiento térmico como la homogenización mecánica provocan la interrupción 

de la matriz alimentaria, la pérdida de la integridad celular y la ruptura de los 

complejos entre proteínas y CC, con lo cual puede incrementar su BA y 

biodisponibilidad durante el proceso de digestión (van het Hof y cols., 1999; Ornelas-

Paz y cols., 2008; Yahia y Ornelas-Paz, 2010).  

 

Dietz y cols., (1988) reportaron un aumento en la extracción de los CC en las 

zanahorias después de cocinarlas al vapor. Sin embargo, la exposición prolongada 

a altas temperaturas durante procesos de decocción, han mostrado una reducción 

en la biodisponibilidad de los CC al aumentar la oxidación y producción de más 

isómeros. Por lo tanto, el procesamiento térmico por periodos prolongados podría 

reducir el contenido de CC en las matrices alimentarías. Sin embargo, se ha 

observado que la aplicación de tratamientos térmicos y mecánicos no favorece la 

BA y la biodisponibilidad de las xantofilas (Castenmillern y West, 1997). Para 

seleccionar un metodo de cocción adecuado es necesario alcanzar un equilibrio 

óptimo entre las condiciones de extracción de CC, que permitan la liberación 

máxima de los CC de la matriz alimentaria y la estabilidad de estos CB (Perera y 

Yen, 2007). 

 

Las fracciones de CC no bioaccesibles corresponden a la FIS y FII.  En las seis 

salsas estudiadas se observó que el contenido de CC asociados a estas dos 

fracciones fue menor que los CC BA en la fracción intestinal. Esto puede explicarse 

en parte, debido a que los CC quedan atrapados en la fibra dietética, dificultando su 

liberación de la matriz alimentaria, debido a que el principal efecto fisiológico de la 

fibra dietética en el intestino delgado se relaciona con la disminución en la tasa de 
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digestión y absorción de los nutrientes y CB, además de generar un incremento de 

la viscosidad de la matriz (Eastwood y Morris, 1992), por lo cual se dificulta, aún 

más la liberación de CC. 

 

Los valores del contenido de CC obtenidos en la FIS fueron diferentes (p≤0.05) para 

las salsas evaluadas. En esta fracción, las salsas SMr T1, HAr, SAr T1 y SAr T2 

tuvieron el mayor contenido de CC, que fue igual (p≥0.05) entre ellas, que osciló 

entre 1.57 a 1.8 mg EβC/g BH. Las salsas HMr y SMr T1, por otro lado, tuvieron 

contenidos de CC inferiores (0.44 y 1.33 mg EβC/g BH, respectivamente). Esta 

fracción representa los CC que no pudieron cruzar la membrana de diálisis (12,000-

14,000 KDa), asociándose así, a los compuestos propios de la matriz del alimento 

como lo es la fibra dietética. Las interacciones entre los CC y los componentes de 

la pared celular (fibras vegetales) desempeñan un papel importante en el control de 

la liberación de los CC de la matriz alimentaria para su absorción en el tracto 

gastrointestinal (Phan y cols., 2015). 

 

El contenido de CC asociado a la FII de las salsas de chile de ‘Árbol’ fue mayor en 

comparación con las salsas de chile “Morita”. Las salsas SAr T1y SAr T2 retuvieron 

una mayor cantidad de CC en esta fracción (2.71 y 2.62 mg EβC/g BH, 

respectivamente). Mientras que en las salsas elaboradas con chile “Morita”, la 

retención de CC fue menor y semejante (p≥0.05) entre las tres salsas. La FII 

corresponde a los CC asociados a la fibra dietética insoluble (González-Aguilar y 

cols., 2017). Es de gran importancia conocer las fracciones no digeribles, debido a 

que los CB que no son absorbidos en el tracto gastrointestinal, llegan al colon, y es 

ahí donde estos son fermentados por la microbiota colónica (Padayachee y cols., 

2013), produciendo compuestos con posibles efectos biológicos favorables a la 

salud.  
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Cuadro 7.3. Bioaccesibilidad in vitro de carotenoides (CC) de salsas de chile1. 

Fracción de Carotenoides                                                                     CC (mg EβC/g BH) 

 HMr2 SMr T13 SMr T24 HAr5 SAr T16 SAr T27 

Carotenoides bioaccesibles       

Fracción intestinal 0.54 ± 0.01d 2.37 ± 0.14c 2.92 ± 0.17c 2.25 ± 0.01c 7.75 ± 0.23b 11.23 ± 0.57a 

Carotenoides no bioaccesibles       

Fracción indigestible soluble 0.44 ± 0.00c 1.8 ± 0.07a 1.33 ± 0.1b 1.68 ± 0.01a 1.67 ± 0.04a 1.57 ± 0.17a 

Fracción indigestible insoluble 0.36 ± 0.02c 0.21 ± 0.01c 0.11 ± 0.02c 2.15 ± 0.06b 2.71 ± 0.22a 2.62 ± 0.15a 

       

Bioaccesibilidad de CC(%)8 10.97 ± 0.42d 21.98 ± 3.39c 52.18 ± 5.67b 13.02 ± 0.41d 58.10 ± 1.30b 69.68 ± 3.16a 

1Los valores representan la media ± error estándar (n=3). Diferentes letras en la misma fila indican una diferencia significativa entre las muestras (p 
<0.05). 2Salsa control de chile 'Morita', 3Salsa macha de chile 'Morita' 100 °C, 4Salsa macha de chile 'Morita' 140 °C, 5Salsa control de chile 'De 
Árbol', 6Salsa macha de chile 'De Árbol' 100 °C, 7Salsa macha de chile 'De Árbol' 140 °C 8El porcentaje de bioaccesibilidad se calculó: 
(CCTInt)−(CCTFIS)

(CCTInt+𝐶𝐶𝑇𝐹𝐼𝐼)
𝑥100. Donde CCTInt: Carotenoides totales de la etapa intestinal. CCTFIS: Carotenoides totales de la fracción indigestible soluble, CCTFII: 

Carotenoides totales de la fracción indigestible insoluble.  
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Para analizar el porcentaje de BA, es necesario tomar en cuenta el contenido de CC 

correspondientes a las fracciones digeribles y no digeribles. El porcentaje de BA en 

las 6 salsas evaluadas variaron de 10.97 a 69.68 %. Las salsas SAr T1 y SAr T2 

tuvieron mayor porcentaje de BA de CC, seguidas de SMr T1 y SMr T2 con un 21.98 

y 52.18 %, respectivamente. Las salsas elaboradas a base de agua presentaron 

menor BA de CC (10.97 y 13.02 % para HMr y HAr, respectivamente). 

 

Los CC deben incorporarse a la fase lipídica de los contenidos gastrointestinales 

emulsionados y luego a las micelas. Solo la fracción reducida de CC que cumpla 

con estas condiciones tendrá el potencial de llegar a los enterocitos y realizar una 

acción biológica. Estos pasos clave del proceso de absorción de CC pueden verse 

favorecidos u obstaculizados por diversos factores (Cervantes-Paz y cols., 2016). 

Los CC debido a su naturaleza lipofílica, son mejor absorbidos en presencia de 

lípidos, lo que sugiere que la co-ingestión de estos con alimentos ricos en grasa 

podrán incrementa su absorción y aprovechamiento en el organismo (Roodenburg 

y cols., 2000; Furr y Clark, 1997). La grasa dietaría es el principal factor, que puede 

limitar o favorecer la BA de CC, ya que puede favorecer la difusión de CC desde la 

matriz alimentaria hasta el contenido emulsionado del tracto gastrointestinal. La 

presencia de lípidos también puede estimular la secreción de ácido estomacal, de 

sales biliares y enzimas pancreáticas en el duodeno, y de esta manera facilitar la 

formación de micelas. Los lípidos hidrolizados pueden competir con los CC por las 

proteínas transportadoras durante la absorción. La grasa en la dieta promueve la 

secreción de quilomicrones y, en consecuencia, la BA de CC (Yahia y Ornelas, 

2010).  

 

Los lípidos que se adiciona a las matrices de los alimentos pueden incrementar los 

beneficios del procesamiento de los alimentos vegetales. Colle y cols. (2013), 

informaron que la combinación de homogeneización a alta presión y la adición de 

aceite de coco, oliva o pescado aumentaron la BA del licopeno de la pulpa de tomate 

en comparación con muestras no tratadas con alta presión y muestras sin adición 

lípidos. Así mismo, la BA del licopeno de la pulpa de jitomate aumentó a medida 
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que la temperatura de procesamiento térmico aumentó de 60 a 140 °C, con una BA 

del licopeno cis y trans casi 2 veces mayor en puré tratado a 140 °C, en comparación 

con las muestras crudas (Colle y cols., 2010). El procesamiento térmico altera la BA 

de los CC. En este sentido, Bengtsston y cols., (2009) informaron que la BA del β-

caroteno en zanahorias era casi un 50 % menor después del calentamiento por 

microondas en comparación con la ebullición y el vapor. Todos estos estudios 

sugieren que el efecto del procesamiento térmico sobre la BA de CC depende del 

tipo de CC y de la matriz de los alimentos.  

 

Si bien se han identificado los factores que intervienen directamente en la BA de CC 

en la dieta, los estudios existentes son simples y no reproducen exactamente las 

condiciones in vivo. Es así que la determinación de la biodisponibilidad y BA de CC 

de fuentes no tradicionales o matrices alimenticias complejas es un campo de 

investigación importante en la actualidad. 

 

 

7.3. DESARROLLO DE UN MÉTODO ANALÍTICO POR CROMATOGRAFÍA 

LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN 

 

 

Matrices complejas ricas en compuestos lipídicos y otros compuestos bioactivos 

como son los CC, no siempre se logran separar mediante métodos cromatográficos 

y el desarrollo de una metodología afín a las muestras de este estudio, fue necesario 

para lograr cuantificar los CC presentes, ya que como bien se ha descrito 

previamente en matrices vegetales como son frutas y hortalizas, la cuantificación e 

identificación de CC es mucho más simple, en ese sentido, por ello se planteó el 

desarrollo de un método que permita la óptima separación de los CC. 

 

 

7.3.1. Determinación de las condiciones cromatográficas 
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 Columna 

 

Se adquirió una columna de fase reversa Acclaim C30 (4.6 mm × 150 mm, tamaño 

de partícula 5 μm), debido a su mayor eficiencia en la separaciones de CC (Turcsi 

y cols., 2016; Wald y cols., 2018). Esta columna tiene mayor selectividad hacia los 

CC cis-trans en comparación con otro tipo de columnas como la C18 (Lee y cols., 

2001). Por lo general, en el análisis de fase reversa, la secuencia de picos 

cromatográficos refleja una polaridad decreciente de los compuestos eluidos, y 

primero se eluyen más xantofilas polares. Sin embargo, en una columna C30, la 

longitud de la cadena de polieno es el parámetro esencial para el tiempo de 

retención observado y la separación de isómeros (Turcsi y cols., 2016. 

 

 Composición de la fase móvil 

 

Para una combinación eficiente de la fase estacionaria seleccionada y la fase móvil, 

se debe considerar el uso de un solvente polar, un solvente con menor polaridad 

para actuar como solubilizador y para controlar la retención ajustando la 

concentración del solvente, y una cantidad de un tercer solvente con hidrógeno para 

optimizar la selectividad (Gupta y cols., 2015). 

 

Con base en esto y en los solventes comúnmente utilizados para el análisis de 

HPLC para CC, se realizaron ensayos con diversos solventes disponibles en el 

laboratorio de fisiología y bioquímica de alimentos. Se iniciaron las pruebas con 

gradientes de acuerdo a la literatura. En la Figura 7.1 se muestran los 

cromatogramas representativos de cada composición de gradiente. La primera 

composición de eluentes estuvo conformada por MeOH/2-POH (60:40 v/v), MTBE 

y agua (A), sin embargo, la mezcla y proporción de estos no fue eficaz para la 

separación eficiente de los compuestos presentes en las salsas con alto contenido 

de lípidos. El segundo ensayo de gradientes se utilizó ACN, MTBE y agua (B), sin 

embargo, no hubo una buena resolución en los cromatogramas con respecto a los 

ensayos de la fase anterior. En el tercer ensayo, se optó por utilizar los cuatro 
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eluyentes compuesta ACN, MTBE, MeOH/2-POH (60:40 v/v) y agua (C), mostrando 

los mejores resultados. 

 

 

 

 

 

(A) 

(B) 

(C) 

Figura 7.1. Cromatogramas representativos de cada ensayo de gradientes. (A) 

Ensayo 1:Sin acetonitrilo, (B) Ensayo 2: Sin Metanol/2-propanol (60:40; v/v), (C) 

Ensayo 3: Mezcla de los cuatro eluyentes. 
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Longitud de onda 

 

El análisis se realizó empleando 5 diferentes longitudes de onda, 440, 445, 447, 

452, 454 y 474 nm, la cuales son consideradas como las longitudes de absorción 

máxima de la mayoría de los CC de interés. 

 

Velocidad del flujo y temperatura de columna 

 

El flujo se definió en 1 mL/min por recomendaciones del fabricante para lograr una 

buena separación y resolución entre cada pico, además de permitir la reducción del 

tiempo de análisis. 

 

 

7.3.2. Selección de las condiciones cromatográficas 

 

Se realizaron diversos ensayos en la modificación del gradiente, seleccionando así 

la composición de la fase móvil con agua (A), ACN (B), MeOH/2-POH (60:40 v/v) 

(C) y MTBE (D) en diversas proporciones. Finalmente, se seleccionaron los 

gradientes que eluyeron la mayor cantidad de picos. Los gradientes con mayor 

elución de picos se muestran en el Cuadro 7.4. Los espectros de absorción UV-vis 

de los compuestos estudiados mostraron una mayor absorbancia a las longitudes 

de onda de 452, 454 y 474 nm, las cuales fueron establecidas para la cuantificación 

de todos los compuestos de interés.  

 

 

7.3.3. Diseño experimental del método 

 

Para el desarrollo del método se empleó un análisis de composición central con una 

metodología de superficie de respuesta con valores de deseabilidad, todo esto con 

el fin de reducir el número de gradientes experimentales, y evaluar así, los efectos 

del número de platos teóricos (N) y para la evaluación de la resolución de los picos 
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(Rs) se seleccionó la capsantina y el β-caroteno, al ser los picos con el 

comportamiento constante y predominantes en todas las muestras de salsas. 

 

Cuadro 7.4. Número de platos teóricos (N) y resolución (Rs) de cada gradiente. 

Gradiente Compuesto N1 Rs
2 

1 
β-caroteno 154235.49 

84.06 
Capsantina 9650.91 

2 
β-caroteno 49779.33 

79.85 
Capsantina 4047.40 

3 
β-caroteno 494064.05 

20.41 
Capsantina 28224.73 

4 
β-caroteno 52344.16 

22.43 
Capsantina 31323.28 

5 
β-caroteno 15559.84 

18.01 
Capsantina 28239.57 

6 
β-caroteno 13712.10 

32.83 
Capsantina 2669.98 

7 
β-caroteno 1892267.38 

16.98 
Capsantina 13161.47 

8 
β-caroteno 49714.61 

19.55 
Capsantina 30008.78 

9 
β-caroteno 97663.99 

88.89 
Capsantina 61135.69 

10 
β-caroteno 36427.18 

101.03 
Capsantina 3450.93 

11 
β-caroteno 124267.85 

90.20 
Capsantina 14280.22 

12 
β-caroteno 32163.08 

99.58 
Capsantina 2875.61 

1Valores expresados en porcentaje (%); 2Unidades arbitrarias 
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En la Figura 7.2 se muestra el diagrama de Pareto obtenido para para el N y Rs. Los 

efectos de los factores y sus interacciones se presentaron como los efectos 

estandarizados, los cuales fueron calculados por la relación entre el valor del efecto 

y la desviación estándar obtenida durante el análisis. La Rs fue la única variable de 

respuesta que presentó un efecto significativo tanto en la composición del gradiente 

como en cada uno de los picos de referencia, a diferencia del N, la cual no tiene una 

influencia directa en estos. 

 

 

Figura 7.2. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados (A) Número de platos 
teóricos, (B) Resolución. 

 

 

En la Figura 7.3, se muestra un gráfico de superficie de deseabilidad, en la cual se 

muestra la relación entre la influencia que presenta la Rs con los factores gradiente 

y compuestos, siendo el único que presentó diferencia estadística (p<0.05) en el 

análisis de los efectos estandarizados, en relación con los gradientes utilizados y 

los compuestos que se consideraron para este estudio, en la figura se observa que 

estos valores solo tienen una influencia en la elución del β-Caroteno (compuesto 1), 

es así que considerando los valores de deseabilidad, los grupos de gradientes 1-2 

y 10-12 presentaron los mayores valores. 

 

La adición de agua en proporciones pequeñas fue el factor clave para la elución 

máxima de picos, ya que, al trabajar en fase reversa, la retención de los CC más 

A B 
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polares es baja, es por ello que se recomienda la adición de este eluente en la fase 

móvil para optimizar las condiciones de la columna (Nells y De Leenheer, 1983). 

Esto coincide con lo reflejado en los datos obtenidos por el gráfico de superficie de 

deseabilidad, pues los gradientes en los cuales el agua forma parte de su 

composición, mostraron los mejores resultados. 

 

 

Figura 7.3. Gráfico de superficie de deseabilidad para Resolución (Rs). 

 

 

Considerando los resultados del análisis de composición central, se seleccionó el 

gradiente 10 para realizar la identificación de los CC presentes en salsas de chile 

‘De Árbol’ y ‘Morita’, la composición de éste se muestra en el cuadro 7.5. Este 

gradiente presentó el mayor valor de Rs de los grupos de gradientes con mayor valor 

de deseabilidad, así mismo, dicho gradiente requiere menor tiempo de corrida en 

comparación con los otros gradientes, esto favoreciendo tanto el tiempo de análisis 

como en un menor gasto de eluentes y alargando la vida útil de la fase estacionaria. 
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Cuadro 7.5. Gradiente seleccionado para el análisis de CC en salsas. 

Eluentes1 

Tiempo Agua (A) ACN (B) MeOH/2-POH (C) MTBE (D) 

0 2 90 3 5 

15 2 47.5 3 47.5 

30 2 5 3 90 

35 2 90 3 5 
1Cantidades expresadas en porcentajes. ACN (acetonitrilo), MeOH/2-POH (60:40; v/v) (metanol/2-propanol 

(60:40; v/v)); MTBE (metil ter-butil éter) 

 

 

7.3.3. Identificación de carotenoides por HPLC-DAD 

 

 Identificación y cuantificación de los picos predominantes 

 

Los CC identificados y cuantificados en las salsas de chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’ 

estudiadas fueron capsantina, zeaxantina, β-criptoxantina, Isómero Zeaxantina/β-

criptoxantina y β-caroteno. Sus características cromatográficas se muestran en el 

Cuadro 7.5. Los cromatogramas de los extractos de CC de cada grupo de salsas 

evaluadas se muestran en la Figura 7.4, en el Anexo 1 y 2 se presentan los 

cromatogramas en las 3 longitudes de ondas de los compuestos identificados para 

las salsas de chile ‘Morita’ y de ‘Árbol’, respectivamente. 

 

En los cromatogramas de las salsas evaluadas se identificaron 5 CC. El primero de 

ellos se identificó como capsantina (1), que eluyó al minuto 8.3, este tiempo de 

retención, así como el espectro UV/Vis de este compuesto correspondieron con los 

obtenidos por el estándar comercial de la capsantina. El segundo CC identificado 

fue la zeaxantina (2), su identidad se evidenció al comparar sus características 

cromatográficas con los de su estándar en los trabajos publicados por Britton (1996) 

y Bouvier y cols. (2003), donde se reportó la forma del espectro UV/Vis de la 

zeaxantina, así como sus valores de máxima absorción (λmax) (451 y 472 nm), que 

coincidieron con los de este compuesto analizado. El compuesto 3 se identificó 

como un isómero de la β-Criptoxantina, que es un compuesto derivado por efecto 
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del tratamiento térmico al que fueron sometidos los chiles deshidratados en la 

elaboración las salsas (Chilungo y cols., 2019). Su espectro UV/Vis fue similar al del 

estándar comercial de la β-Criptoxantina, así como sus λmax (424, 452, 481 nm), 

resultados semejantes en la identificación de este compuesto fueron reportado por 

Watanabe y cols. (1999).  La β-criptoxantina (compuesto 4) con λmax de 427, 454 

y 476 nm fue identificado por las coincidencias de su espectro de absorción y TR 

(min 15.527) al comparar estas características con las obtenidas por su estándar 

comercial.  El β-caroteno, fue el último compuesto en eluir, apareciendo en el minuto 

21.3, este compuesto fue identificado comparando su espectro de absorción, tiempo 

de retención y λmax con los de su estándar comercial. En el Anexo 2 se muestran 

los espectros UV-Vis de cada compuesto identificado. 
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Figura 7.4. Cromatograma de extractos de CC de chile ‘Morita’ (A) y de ‘Árbol’ (B) 

a 454 nm. Rojo: salsas control, verde: salsa “macha” 100 °C y azul: salsa “macha” 

140°C. (1) capsantina, (2) zeaxantina, (3) Isómero, (4) β-criptoxantina y (5) β-

caroteno. 

 
 

En relación al contenido relativo de cada compuesto, este se realizó de manera 

indirecta, comparando las áreas relativas de cada compuesto identificado en el 

cromatograma de cada una de las salsas analizadas las cuales representan de 63.5 

al 79.4% de las áreas totales de todos los compuestos eluidos. En las salsas las 

áreas relativas de la capsantina y la zeaxantina representaron la mayor proporción, 
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seguidas del β-caroteno y un isómero de la zeaxantina/ β-criptoxantina. La β-

criptoxantina representó la menor área relativa en todas las salsas evaluadas. 

 

La composición de los CC presentes es similar, en términos cualitativos, a las 

reportadas en otras variedades de C. annuum L. deshidratadas (Collera-Zúñiga y 

cols., 2005b; Hernández-Ortega y cols., 2012; Hervert-Hernández y cols., 2010; 

Pugliese y cols., 2014b). Este es un trabajo pionero, en el que se analizó la 

composición de CC y BA una matriz compleja como lo son las salsas oleosas. La 

capsantina representó la fracción mayor de las áreas relativas de los CC presentes 

en las salsas evaluadas, seguida de la zeaxantina. Collera-Zuñiga y cols. (2015), 

reportaron en chile ‘Ancho’ y ‘Guajillo’, que el β-caroteno fue el principal componente 

presente seguido junto con la violaxantina. Las identificación de los compuestos 

reportados para estas variedades coinciden con reportado en otros estudios y con 

los recopilados en la base de datos de contenido de carotenoides en alimentos 

iberoamericanos (Dias y cols., 2018), 

 

El análisis de varianza mostró que las áreas relativas de los principales CC 

identificados fueron diferentes (p< 0.05) entre las salsas evaluadas. La salsa HMr 

fue la que tuvo mayor área relativa de capsantina (29.1 %), seguida de SAr T1 (32.7 

%) y HAr (29.2 %), respectivamente. Las salsas restantes tuvieron áreas relativas 

inferiores (26.2 - 27.1 %). La Zeaxantina fue más abundante en la salsa SAr T2 

(32.5 %). Entre las salsas SMr T1, SMr T2 y SAr T2 no hubo diferencia (p≥0.05) en 

sus áreas relativas (29.5 – 31.1 %). Las salsas HMr y HAr fueron las de inferior área 

relativa de zeaxantina. Por otro lado, el Isómero Zeaxantina/ β-criptoxantina fue 

mayor en las salsas HAr y SAr T2 respectivamente, en las demás salsas las áreas 

relativas no fueron distintas entre ellas (p≥0.05). Las salsas HMr, HAr y SMr T2 se 

caracterizaron por tener el mayor área relativa de β-criptoxantina (7.9 – 8.5 %), 

seguida de la SMr T1 (6.2 %). Las salsa SAr T1 y SAr T2 áreas relativas de β-

criptoxantina inferiores (4.5 – 5.0 %). El área relativa del β-caroteno fue mayor en la 

salsa HAr (31.0 %), seguido de las SMr T1 y SMr T2 (22.0 - 22.2 %). Las salsa que 
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presentaron una menor área relativa de β-caroteno fueron SAr T2, SAr T2 y HMr 

(11.1-17.7%). 

 

Tanto en las salsas que se elaboraron con chile de ‘Arbol’ como las elaboradas con 

chile ‘Morita’ presentaron todos los CC que, en general se estudian típicamente con 

respecto a la dieta y la salud humana (zeaxantina, β-caroteno y β-criptoxantina) 

(Rodríguez-Rodríguez y cols., 2020). Con relación a las áreas relativas, el CC 

predominante fue la capsantina, coincidiendo con lo reportado por Arimboor y cols. 

(2015), independientemente de los diferentes tratamientos térmicos y matrices del 

alimento. 

 

La capsantina se acumula en las membranas tilacoidales de los cromoplastos en el 

pericarpio maduro de los pimientos rojos y puede representar hasta el 60% de los 

carotenoides totales (Suzuki y Mori, 2003). En este estudio, la capsantina 

representa el 26.2-39.1% del total de las áreas relativas de los CC identificados. La 

capsantina ha mostrado actividad anti-obesidad y sensibilizante a la insulina en 

animales (Jo y cols., 2017) y existe un interés creciente por sus posibles efectos 

beneficiosos en humanos, como efecto inhibidor de la carcinogénesis de colon, 

fotoprotección, entre otros beneficios aplicables (Fernández-García y cols., 2016, 

Jo y cols.., 2017, Mohd-Hassan y cols., 2019). Además, se demostró que la 

capsantina se encuentra entre los CC biodisponibles (Pugliese y cols., 2014a), lo 

cual permite expandir el panorama para continuar con la investigación de CC en 

estas variedades de chile, así como en las salsas “macha”. 
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Cuadro 7.6. Características cromatográficas, UV-Vis y contenido de CC en salsas de chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’ obtenidas 
por HPLC-DAD. 

     Áreas relativas (%)2 

Pico 
Identificación 

tentativa 
tR1 λmáx (nm) HMr2 SMr T13 SMr T24 HAr5 SAr T16 SAr T27 

1 Capsantina 8.3 473, 492 39.1 ± 2.0a 26.2 ± 0.9d 27.1 ± 0.2d 29.2 ± 0.5c 32.7 ± 0.2b 26.8 ± 0.4d 

2 Zeaxantina 9.0 451,472 25.1 ± 1.3d 31.1 ± 0.3b 29.5 ± 0.1c 10.0 ± 0.5e 30.1 ± 0.1bc 32.5 ± 0.1a 

3 
Isómero 

Zeaxantina/ β-
criptoxantina 

9.3 
424, 452, 

481 
14.1 ± 0.6dc 14.4 ± 0.3cd 13.5 ± 0.3d 21.8 ± 0.8a 15.0 ± 0.1c 19.4 ± 0.1b 

4 β-criptoxantina 15.5 
427 

,454,476 
8.5 ± 0.7a 6.2 ± 0.3b   7.9 ± 0.1a 7.9 ± 0.2a 4.5 ± 0.2c 5.0 ± 0.1c 

5 β-caroteno 21.3 
435 

,452,481 
11.1 ± 0.6d 22.2 ± 2.3b 22.0 ± 2.3b 31.0 ± 1.5a 17.7 ± 0.2c 16.3 ± 0.1c 

 %Representativo del área total 63.5 73.2 78.6 66.1 77.36 79.4 

1Tiempo de retención, 2Salsa control de chile 'Morita', 3Salsa macha de chile 'Morita' 100 °C, 4Salsa macha de chile 'Morita' 140 °C, 5Salsa control de chile 'De 

Árbol', 6Salsa macha de chile 'De Árbol' 100 °C, 7Salsa macha de chile 'De Árbol' 140 °C
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CAPÍTULO 8. CONCLUSIONES  

 

 

 

El procesamiento térmico al que es sometida la matriz del alimento, influye 

directamente en la liberación de los carotenoides, así como en la capacidad 

antioxidante de las salsas de chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’. 

 

La matriz alimenticia, además del procesamiento térmico, está estrechamente 

relacionada en las interacciones que se presentan entre los carotenoides, 

modificando la bioaccesibilidad de estos compuestos bioactivos. 

 

El método cromatográfico desarrollado fue eficiente en la separación e identificación 

de carotenoides en las matrices oleosas y acuosas de ambos grupos de salsas 

evaluadas (de ‘Árbol’ y ‘Morita’), lo cual no se logró al utilizar los métodos reportados 

en la literatura para el análisis de carotenoides en matrices de alimentos simples. 

 

Se identificaron los cinco carotenoides principales presentes en las salsas 

elaboradas con chile de ‘Árbol’ y ‘Morita’ con base en sus características 

cromatográficas (espectro de absorción UV/Vis, tiempo de retención y máximos de 

absorción) y su comparación con estándares comerciales y referencias de la 

literatura. También se cuantificó de forma indirecta la presencia de estos 

compuestos en función de sus áreas relativas, siendo la capsantina el CC de mayor 

relevancia en ambos grupos de salsas. 
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ANEXOS



 

ANEXO 1. Cromatogramas de salsas de chile ‘Morita’. 
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Cromatograma de extractos de CC de salsas de chile ‘Morita’ 452 nm.  

Rojo: salsas control, verde: salsa “macha” 100 °C; azul: salsa “macha” 140°C. (2) zeaxantina, (3) Isómero Zeaxantina/ β-criptoxantina, (5) β-caroteno. 
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Cromatograma de extractos de CC de chile ‘Morita’ 454 nm.  

Rojo: salsas control, verde: salsa “macha” 100 °C; azul: salsa “macha” 140°C. (4) β-criptoxantina. 
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Cromatograma de extractos de CC de chile ‘Morita’ 474 nm.  

Rojo: salsas control, verde: salsa “macha” 100 °C; azul: salsa “macha” 140°C. (1) capsantina, 
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ANEXO 2. Cromatogramas de salsas de chile de ‘Árbol’. 
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Cromatograma de extractos de CC de salsas de chile de ‘Árbol’ 452 nm.  

Rojo: salsas control, verde: salsa “macha” 100 °C; azul: salsa “macha” 140°C. (2) zeaxantina, (3) Isómero Zeaxantina/ β-criptoxantina, (5) β-caroteno. 
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Cromatograma de extractos de CC de chile de ‘Árbol’ 454 nm.  

Rojo: salsas control, verde: salsa “macha” 100 °C; azul: salsa “macha” 140°C. (4) β-criptoxantina. 
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Cromatograma de extractos de CC de chile de ‘Árbol’ 474 nm.  

Rojo: salsas control, verde: salsa “macha” 100 °C; azul: salsa “macha” 140°C. (1) capsantina, 
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ANEXO 3. Espectros UV-Vis utilizados para la identificación de los CC en 

salsas de chile de ‘Árbol’ y chile ‘Morita’. 
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Espectro UV-Vis de estándar comercial de capsantina comparado con espectro 

UV-Vis de las salsas a 474 nm. 

Rojo: capsantina; Azul: salsas 

 

Espectro UV-Vis de la zeaxantina obtenido de (A) Bouvier y cols., (2013) 

comparado con espectro UV-Vis de las (B) salsas a 452 nm. 

Gris: zeaxantina; Azul: salsas 
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Espectro UV-Vis del isómero de la zeaxantina/β-criptoxantina obtenido de (A) 

Wanatabe y cols. (1999) comparado con espectro UV-Vis de las (B) salsas a    

452 nm. 

(A)1: β-criptoxantina; 2: Zeaxantina (B)Azul: salsas 
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Espectro UV-Vis de estándar comercial de β-criptoxantina comparado con 

espectro UV-Vis de las salsas a 454 nm. 

Rojo: β-criptoxantina; Azul: salsas 
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Espectro UV-Vis de estándar comercial de β-caroteno comparado con espectro 

UV-Vis de las salsas a 452 nm. 

Rojo: β-caroteno; Azul: salsas 

 


