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ABREVIATURAS

a: Intercepto de la regresion lineal simple
Abs: Absorbancia

ANOVA: Analisis de varianza

b: Ordenada al origen

M: Molaridad

N: Normalidad

Ppm: Partes por millon

Isocratico: Término utilizado en cromatografia para designar un disolvente o mezcla
de disolventes que se utiliza a lo largo de la misma, a diferencia de la cromatografia

con gradientes de disolventes.

IPGRI: International Plant Genetic Resources Institute. Instituto Internacional de

recursos genéticos en Plantas

HPLC: High Performance Liquid Chromatography. Cromatografia Liquida de Alta

Performance

CAS: El registro CAS abarca substancias identificadas por la literatura cientifica
desde 1957 al presente con algunas clases principales hasta los inicios de los afios
1900°s. Cada sustancia en este registro se identifica por un Identificador Numérico

Unico llamado Ntiimero CAS de Registro.
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RESUMEN

Un problema en el Peru, a pesar de ser un pais muy rico en recursos naturales, es la
falta de informacion sobre los componentes y principios activos de las diversas
plantas medicinales, tal y como es en el caso del “Rocoto”, Capsicum pubescens; el
cual a pesar de ser ampliamente usado en la comida peruana y medicina tradicional

no es explotado a nivel industrial por falta de informacion sobre sus bondades.

Es por esto que se trata de un gran interés cientifico el investigar los componentes
bioactivos en el rocoto y la cuantificacion de los mismos, en especial de la
Capsaicina. En el presente trabajo se determind la concentracion promedio de
Capsaicina en 7 variedades diferentes de rocoto, Capsicum pubescens provenientes
de las zonas productoras de la Region de Arequipa (dichas muestras fueron
proporcionadas gracias al Instituto Nacional de Innovacion Agraria INIA). Las
muestras se recolectaron por conveniencia en un cultivar especifico, donde las
condiciones de riego y suelo fueron estandarizadas. Posteriormente se realizo la
identificacion de la especie vegetal y diferentes caracteristicas con el descriptor

IPGRI para Capsicum spp. La extraccion de Capsaicina se realizO mediante
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extraccion asistida por ultrasonido donde se compararon parametros como son la
relacion muestra-solvente, solvente de extraccion, temperatura y tiempo de
extraccion. El tratamiento con 10 mL de metanol como solvente extractivo por cada
1 g de muestra, en relacion 1:10, durante 20 minutos a una temperatura de 25 C°
demostrd tener las mejores condiciones de extraccion, basados en la cuantificacion
de Capsaicina mediante HPLC. Para la determinacion y cuantificacion de Capsaicina
esta se realizd mediante cromatografia liquida de alta performance — HPLC, usando
como fase movil 68% metanol 32% agua, con un flujo de 1 mL/min, utilizando una
columna cromatografica RP-18(5 pm) a una temperatura de 45°C. Los
cromatogramas obtenidos permitieron identificar y cuantificar la cantidad de
Capsaicina de las diferentes 7 variedades de rocoto y se demostrd que los rocotos de
la variedad G, correspondiente al codigo de variedad PER007109, poseen la mayor
concentracion de Capsaicina. En conclusion se logro extraer y cuantificar Capsaicina

de siete variedades de Capsicum pubescens “Rocoto” nativas de Arequipa.

Palabras clave: Cromatografia, Capsaicina, Capsicum pubescens HPLC, INIA,
IPGRI
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ABSTRACT

A problem in Peru, despite being very rich country in natural resources, is the lack of
information about the active compounds and active principles of medicinal plants, as
is the case of “Rocoto”, Capsicum pubescens; which despite being widely used in
Peruvian food and traditional medicine is not industrially exploited for lack of

information about its potential.

This is why it is a great scientific interest to investigate the bioactive components in
it and quantification of them, especially capsaicin. In this study it was analyzed the
average concentration of capsaicin in 7 different varieties of rocoto, Capsicum
pubescens from native areas in the region of Arequipa (these samples were provided
through the National Institute of Agrarian Innovation INIA). Samples were collected
for convenience in a specific cultivar, where irrigation and soil conditions were
standardized. Subsequently the identification of the species and different
characteristics with IPGRI descriptor for Capsicum spp was performed. For the
Capsaicin extraction, it was performed using ultrasound assisted extraction where it
was compared solvent parameters such as sample-solvent ratio, extraction
temperature and extraction time. Treatment for extraction with 10 mL of methanol as
solvent per 1 g of sample, 1:10 for 20 minutes at a temperature of 25 °C proved to be
the best extraction conditions based on the quantification of Capsaicin by HPLC. For
the determination and quantification of capsaicin this was performed by high
performance liquid chromatography (HPLC) using as mobile phase 68% methanol
32% water, with a flow of 1 mL / min, using a chromatographic column RP-18 (5
microns) with a temperature of 45°C. The chromatograms obtained allowed to
identify and quantify the amount of capsaicin of seven different varieties rocotos,
showing that the variety G, corresponding to the code of variety PER007109, have
the highest concentration of capsaicin. In conclusion it is possible to extract and
quantify capsaicin from seven accessions from Capsicum pubescens “Rocoto” from

Arequipa.

Keywords: Chromatography, Capsaicin, Capsicum pubescens HPLC, INIA, IPGRI
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INTRODUCCION

Actualmente la Capsaicina en otros paises es una sustancia muy ponderada en el
mercado farmacéutico, se le atribuyen caracteristicas anti cancerigenas, uso
medicinal topico como analgésico y es un aditivo biodegradable en pigmentos y

pinturas, a las cuales les provee un caracter repelente.

La flora peruana constituye una de las mayores reservas de recursos naturales del
mundo. El consumo de rocoto y otros ajies en el Perti se remonta a épocas muy
antiguas. Sin embargo no se han realizado andlisis para poder determinar si el picor
de un rocoto, es decir el contenido de Capsaicina tiene una relacion directa a sus

variedades.

La necesidad de dicho estudio llevo al desarrollo de un método de extraccion de
capsaicinoides en rocotos nativos de la localidad de Arequipa empleando la
extraccion asistida por ultrasonido. Durante el desarrollo de un método de extraccion
asistido por ultrasonidos se deben evaluar diferentes disolventes de extraccion,
temperaturas, tiempos de extraccion, volumen de disolvente, cantidad de muestra, asi
como la repetitividad y reproducibilidad del método. El método se ha desarrollado

evaluando el contenido extraido de Capsaicina.

El interés de este trabajo es aportar informacion sobre que variedad es mas
interesantes a la hora de producir capsaicinoides para aplicaciones en la alimentacion

o en el aislamiento de compuestos naturales.
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CAPITULO I:
GENERALIDADES

1.1 Formulacion del problema

El rocoto es una especie cosmopolita, que en el Pert es cultivada en la costa, sierra 'y
selva; creciendo inclusive como maleza en cultivos agricolas. Este ha tenido una
larga historia para la humanidad con usos como comida, aditivo y es una conocida
planta medicinal. Una de sus mayores caracteristicas es la sensacion de ardor y
pungencia que se siente al ser ingerido o tener contacto directo a la piel, esta
sensacion es atribuida por compuestos llamados capsaicinoides, en especial a la

Capsaicina.

La Capsaicina es el principal metabolito secundario del genero Capsicum con gran
importancia, diversidad de usos medicinales y actividad biologica. (V@3 La
Capsaicina también favorece la eliminacion de la sustancia P, responsable de los
mecanismos nerviosos que participan en la transmision del dolor desde la periferia
hasta el sistema nervioso central. Es por esta razon que se usa topicamente sobre todo
tipo de “algias” a través de la disminucion en la concentracion de sustancias

quimicas que participan en la transmision del dolor. ¥

Sin embargo en el Pert, existen muy pocos estudios referentes a la concentracion y
métodos extractivos de Capsaicina en rocotos. Asi es importante probar mediante
investigaciones la existencia de Capsaicina en el rocoto, los cuales traigan consigo
considerable interés en esta planta como una fuente alternativa de Capsaicina para
poder desarrollar a partir de esta muchas variables como serian, Capsaicina en
oleorresina pura con aplicaciones farmacéuticas en el ambito de investigacion,
aditivos para salsa picante, compuestos bioactivos de interés industrial, sprays de
defensa, etc. Asi mismo, se propone utilizar un método extractivo rapido y eficaz
para determinar la existencia y cuantificar la presencia de Capsaicina en rocoto

fresco.
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1.2 Hipotesis

Dado que al “Rocoto”, Capsicum pubescens se le atribuyen propiedades benéficas
sobre la salud del ser humano dependientes de su contenido de Capsaicina; es
probable que la cuantificacion de este compuesto activo, incremente su importancia

comercial y biotecnologica.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Extraer y cuantificar Capsaicina en siete variedades de “Rocoto”, Capsicum
pubescens de la localidad de Arequipa promisoriamente seleccionadas del Instituto
Nacional de Innovacion Agraria, estacion de Santa Rita de Siguas, Arequipa, Peru,

2014.
1.3.2 Objetivos especificos

e Identificar morfologicamente la especie vegetal nativa mediante descriptor
IPGRI para Capsicum spp.

e Determinar las condiciones 6ptimas y mas eficientes para método extractivo
de extraccion asistida por ultrasonido, asi como el solvente optimo para la
obtencion de Capsaicina en la especie vegetal.

e Proponer un método por HPLC para la determinacion de Capsaicina en
muestras de Capsicum Pubescens.

e Determinar la proporcion promedio de Capsaicina de las 7 variedades de

rocoto, Capsicum pubescens nativas de la localidad de Arequipa.
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1.4 Variables de estudio
1.4.1 Variables Independientes
Las variables independientes en este estudio se muestran en la tabla N°1.

Tabla N°1. Variables independientes.

Variable Indicador

Cadigo de clasificacion

7 Variedades de rocoto de cada variedad

1.4.2 Variables Dependientes
Las variables dependientes en este estudio se muestran en la tabla N°2.

Tabla N°2. Variables dependientes.

Variable Indicador

Concentracion de Capsaicina en el extracto Contenido de Capsaicina
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1.5.  Justificacion

Es necesario el aporte de informacion cientifica sobre plantas medicinales en el Peru,
para que bajo conocimientos cientificos establecidos, entender su mecanismo de

accion y poder asi promover el desarrollo a nivel industrial de las mismas.

El presente trabajo se centra en el analisis del compuesto Capsaicina en Capsicum
Pubescens y bajo el desarrollo de una técnica de aislamiento cuantificacion y
determinacion, promover este fruto como una fuente rica en este compuesto,
teniendo como vision futura, el desarrollo y validacion de ingredientes funcionales

para su aplicacion en la industria agroalimentaria y farmacéutica.

Social: Con los resultados obtenidos se puede lograr en un futuro la implementacion,
el desarrollo y validacion de ingredientes funcionales para su aplicacion en la
industria agroalimentaria y farmacéutica, siendo una de las primeras ciudades del

Pert en innovar con la aplicacion cientifica de este compuesto.

Econdomica: Con el uso de este método extractivo, las empresas ahorrarian dinero ya
que esta tecnologia se presenta como rentable y de corto tiempo de analisis, ya que la

materia prima utilizada es nativa y de fécil obtencion.
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CAPITULO IlI:

MARCO TEORICO

2.1 Género Capsicum

Este género posee los datos culinarios més antiguos de la historia de la humanidad
que data de 7000 afios. El primer contacto fue verificado en México por el
arquedlogo R. S. Mac Neish, quien encontré semillas de una antigliedad de 7500
afos. Cristobal Colon y el médico Diego Chanca, fueron los primeros en describirla
durante su segundo viaje en 1493. Aun mas, de Europa se devolvié hacia el
continente americano, llegando a Estados Unidos en lugar de provenir de América

del Sur o México. ®

Estudios han demostrado que el género Capsicum es originario de América del Sur y
América Central. ® Los hallazgos arqueoldgicos lo relacionan con las civilizaciones
Maya y Azteca en México y precolombinas de América del Sur. Las evidencias se
remontan hacia unos 7.000 — 4000 afios en las cavernas de Tamaulipas y Tehuacan
en México, en América Central y en Perti. 7 El tltimo reporte dado por BBC News,
dice que se encontraron restos de semilla al suroeste del Ecuador en la peninsula de
Santa Elena donde usaban el aji para el consumo o intercambio con el Peri, el
reportaje afirma que el uso de este producto se realizé primero en la zona norte del

Perti antes que en los altiplanos peruanos o en México. ®

En su etimologia existen diferentes vocablos para referirse a las distintas variedades
del genero Capsicum en el Perti. Por ejemplo se emplea el vocablo aji o pimiento,
para indicar a todas las especies del género Capsicum que se refiere a materiales

picantes, mientras que para los no picantes se utiliza pimentén.

El nombre del género Capsicum podria derivarse de la palabra capsa (caja) teniendo
como referencia la forma del fruto. 1 Asimismo los vocablos Kapso, que significa

picar, y Kapsakes cuyo significado es capsula ayudarian a formar el nombre. 1V

El género Capsicum junto con otros 84 géneros mas, constituye la familia

Solanaceae; entre las cuales se encuentran el tomate, la papa, el tabaco, la berenjena,
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el lulo, y la uchuva. !? Las especies del género Capsicum son diploides y poseen

doce pares de cromosomas. (1)

Existen cinco especies cultivadas del género: C. annuum L., C. baccatum L., C.
chinense Jacq., C. frutescens L., y C. pubescens R. & P. ¥ Se ha reportado que las
especies cultivadas fueron domesticadas dentro de los ultimos 800 afios y ellas tienen
tres centros de origen: a) México y Guatemala para C. annuum; b) Region amazodnica
para C. chinense y C. frutescens y c) Regiones altas de Bolivia y Pert para C.
baccatum y C. pubescens. El proceso de domesticacion se presenta por causa de la

seleccion, el hombre interfiere en el proceso natural de la especie, por lo cual se hace

dificil establecer las asociaciones entre las especies domesticadas y silvestres. (!0

s

& (i

Tl
i

o

9

Figura N°1. Diversidad de frutos del género Capsicum
2.2 Descripcion botanica del genero Capsicum
2.2.1 Caracteristicas morfolégicas del género Capsicum

El género Capsicum comprende un conjunto de plantas semi arbustivas perennes,
pero de cultivo anual. Alcanza entre 0.3 y 1.5 metros de altura, dependiendo

principalmente de la variedad, de las condiciones climaticas y de la fertilizacion. La
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inflorescencia estd constituida por flores hermafroditas, pentabuladas con cinco
anteras soldadas y un estigma. La longitud del estilo puede variar de acuerdo con la
variedad o especie. En los tipos silvestres el estilo es mas largo que los estambres,
longistilas; mientras que en las domesticadas, es usualmente mas corto, brevistilas.
Las especies cultivadas se consideran autégamas. Sin embargo, existen altos

porcentajes de polinizacion cruzada. 'V

La descripcion del género Capsicum en su totalidad se realiza mediante la aplicacion
de los descriptores estandarizados propuestos por el Instituto Internacional de
Recursos Fitogenéticos (IPGRI). Tradicionalmente algunos caracteres importantes
han sido los de la pungencia, color, forma, sabor, tamafio y por el uso para el que

puedan ir destinados. (!9
2.2.2 Caracteristicas de la flor

El género Capsicum presenta diferentes colores de flor. En especies de este género,
se definen dos grupos de flores: blancas y purpuras. En el grupo de flores blancas
hay dos subgrupos: El constituido por C. baccatum y el que agrupa a C. annuum, C.
chinense, C. frutescens. El grupo de flores purpuras se encuentran las especie C.

eximium, C. cardenasii y C. pubescens. 19

Figura N°2. Caracteristicas de flor y fruto para diferentes especies del genero
Capsicum. Linea superior (izquierda a derecha): flores de C. annuum, C. frutescens,
C. baccatum, and C. pubescens. Linea inferior (izquierda a derecha): frutos de C.
annuum (cv Jalapeno), C. frutescens (cv Tabasco) C. baccatum, and C. pubescens.

2.2.3 Caracteristicas del fruto

El fruto de Capsicum es una baya con caracteristicas muy variables. El peso fluctaa

entre unos pocos gramos hasta medio kilo.
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Tabla N°3. Nombres comunes de diferentes variedades de especies domesticadas del

género Capsicum. (19

Especie Nombres Figura
domesticada populares del fruto
C. Pubescens = Rocoto Manzano

Luqutu Peron
Chile de Cera | Rocoto Rojo
Chile
C. Annuum Chiltepin Bell Pepper Paprika
Chile Soltero  Cayenne Halapenos
Chile Loco Chilli Pepper
Chili Pepper Christmas Pepper
C Bird’s Eye Kambuzi Pepper
Malagueta Thai Pepper
Frutescens  poner Chilli Padi
Malawian Bird’s Eye Chilli
Pepper Siling Labuyo
C. Chinense = Chile Yellow Lantern Chilli
Habanero Red Savina
Aji Limo Bhut Jolokia
Trinidad Habanero
Scorpion Congo Pepper
Rocotillo Hot Bonda
Jamaican Man Jacques
Adjuma, Red Rocotillo
Dominica Datil.
Goat Pepper Scotch Bonnet
C. Baccatum = Aji Escabeche | Brazilian Starfish

Aji Amarillo Peppadew
Aji Cristal Bishop’s Crown
Aji Amarilllo Wild Baccatum

Amarillo Chilli ' Lemon Drop

Los frutos del genero Capsicum, segtin la variedad pueden tomar formas redondas,

acorazonadas, largas, cilindricas, conicas, rectangulares y hasta cuadradas. Hay
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frutos inmaduros de color blanco, verde, café y hasta negro. En estado maduro
predominan los frutos de color rojo, pero también los hay de color marfil, amarillo,
verde, anaranjado, café, lila, morado y negro. En la placenta se disponen numerosas

semillas pequefias y de color crema a pardo, a café oscuro y marron. (1D

La primera medida de la pungencia en frutos del genero Capsicum fue el test de
Scoville, desarrollado por Wilbur Scoville en 1912. 17 Sin embargo la cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) ha desplazado el método organoléptico ya que el
método HPLC se considera el método mas eficaz y preciso para determinar la
cantidad de capsaicina y la cual se emplea para determinar la pungencia una muestra

expresadas como unidades Scoville SHU . (18). (19): 20), @1
2.3 Rocoto

La especie Capsicum Pubescens es llamado cominmente “Rocoto” en paises como
son Pert y Chile. Locoto es el nombre utilizado en Bolivia derivado del quechua
rukutu o luqutu, pimiento también es un nombre utilizado para diferentes clases de
Capsicum Pubescens y Capsicum Annuum en Argentina, chile de cera, chile

manzano es el nombre utilizado en México. ©

Tabla N°4. Informacion general del rocoto, Capsicum pubescens. (120

Informacion General

Simbolo: CAPU38
Grupo: Dicotiledonea
Familia: Solanaceae
Status Nativo Ninguna
Documentacion de datos 1265

Perteneciente a la familia Solanaceas, el fruto del rocoto puede ser rojo, amarillo,
verde o marrdn, y se distingue de los otros ajies por contener en algunos casos
semillas de color negro, tnicas en el género Capsicum. Tiene un sabor picante,

aunque también ligeramente dulzon. ¢?
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Contiene un principio activo llamado Capsaicina, que brinda multiples beneficios
para la salud. Es un fruto relativamente picante ya que su rango en la escala Scoville

se ubica entre 12.000 SHU a 50.000 SHU. (12D (122)

Las zonas de produccion son los valles andinos, la época de siembra es todo el afio
teniendo como ambito un clima templado, favoreciendo una temperatura 6ptima que

fluctia entre los 18 a 20° C con una humedad relativa baja. %

En base a la primera clasificacion hecha para el Capsicum pubescens por Ruiz y
Pavon en 1794, en un estudio que demoro un promedio de 7 afios, se pudo clasificar

el rocoto de la forma mostrada en la tabla N°5. 22

A Pecioncu ko (lalk)

Glindulas de capsaicina ¥ capsaicinoides
}' Farad placentaria
Flacanta

¢ Apicafin dz 8 flor)

Figura N°3. Descriptor de Capsicum pubescens.
2.3.1 Taxonomia

Se trata de una planta herbacea o arbustiva, de tronco lefioso y ramificacion
dicotomica, con hojas alternadas, rugosas pubescentes. La cosecha se lleva a cabo

cuando presenta una coloracion de fruto verde o maduro. ¥
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El fruto es una baya seca, aunque son frecuentes las variedades con pulpa y algo
jugosas. En cuanto a su color, tamafio y forma, es muy variable, de acuerdo a sus

caracteristicas genéticas. ??

El origen del rocoto, como del resto del genero los Capsicum es netamente
americano, aunque existen dudas y debates si es de procedencia Sudamericana o
Centroamericana. Sin embargo, se cree que el Capsicum pubescens tiene su origen
en la zona andina de Peru y Bolivia, donde se pueden encontrar la mayor variedad de

especies, tanto silvestres como cultivadas, contando con una abundante produccion.
)

Tabla N°5. Taxonomia de Capsicum pubescens. (123

Rango Nombre cientifico y nombre comun
Reino Plantae— Planta

Sub Reino Tracheobionta— Planta vascular
Super Division Spermatophyta— Planta de Semillas
Division Magnoliophyta— Planta que florece
Clase Magnoliopsida— Dicotyledonea

Sub clase Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae— Familia de las papas
Genero Capsicum - pimientos

Especie Capsicum pubescens Ruiz & Pav.— rocoto

2.3.2 Condiciones de cultivo del rocoto

Este cultivo crece a temperaturas calidas, entre 20 y 29°C y entre 300 a 600 m.s.n.m.
las cuales serian sus condiciones optimas pero produce muy buenos rendimientos con
temperaturas de hasta 40°C y desde 60 hasta 2,600 m.s.n.m. En cuanto a
precipitaciones, es preferible escasa lluvia para evitar problemas de contagio

bacteriano y otras enfermedades. 3

En la temporada de produccion. La tierra requerida se recomienda de preferencia
suelos francos pero produce muy bien en suelos pesados hasta suelos arenosos. Con

suelos extremos arcillosos 0 arenosos se requiere un poco mas de manejo pero
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también produce bien. Para este cultivo la mejor época de siembra es todo el afio.
Hay unos meses que son menos dificiles pero se puede producir todo el afio con

excelente rentabilidad. ?%
2.3.3 Produccién nacional por regiones

Para el afo 2011 la produccion nacional de rocoto fresco fue de 10504 toneladas, si
bien ese aflo disminuy6 en un 8.24% con respecto al afio anterior, el rendimiento a
tenido un ascenso considerable de mas de 2 mil por ciento. Asimismo se observa un
incremento en el precio de 48% siendo este de S/. 2.31 por Kg. promedio durante el

afio 2011. @

El principal departamento productor de rocoto fresco es Pasco, en el afio 2011 superd
las 6.7 mil toneladas; le siguen los departamento de Puno y Cusco cuya produccion

en ambos sobrepasaron las mil toneladas anuales como se puede apreciar en la tabla

N°6. 23)
Tabla N°6. Produccion nacional. 23

Variables 2008 2009 2010 2011
Sembrada ( ha) 122 228 151 208
Cosechada ( ha) 122 1.385 1.181 40
Produccion (t) 3.575 11.568 11.447 10.504
Rendimiento ( Kg /ha) 2.693 8.353 9.691 264.246
Precio (S/./k g) 1.00 1.32 1.56 231

2.3.4 Composicion quimica del rocoto

Los rocotos presentan una enorme variedad de compuestos, muchos de ellos con

unas marcadas propiedades antioxidantes e importantes efectos biologicos. 2

Los niveles de estos compuestos pueden variar dependiendo de la variedad de rocoto
de que se trate, del estado de maduracion que presente o de las condiciones de
crecimiento que haya tenido. El componente mayoritario de los rocotos estd
representado por los hidratos de carbono. También contiene proteinas en pequeiia

cantidad y muy pocos lipidos. % Los rocotos rojos constituyen una fuente buena de
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vitamina C, vitamina A y licopeno, constituyéndose en uno de los alimentos

desintoxicantes mas importantes. )

De hecho, si se comparamos con los citricos (naranjas, limones, pomelos, etc.), los

rocotos nos proporciona mas del doble de vitamina C, por peso de fruto. También

son una fuente vegetal rica en vitamina A y, en menor medida, en otras como E, Bl y

acido folico. @7

Tabla N°7. Compuestos atribuidos al rocoto.

Compuesto Referencia

Carotenoides entre los que destacan: xantofilas, b- Markus,1999 @8
caroteno, luteina, capsantina, capsorrubina, criptoxantina, Zufiiga,2005 @)
zeaxantina, anteraxantina, violaxantina, neoxantina

Vitamina A Kidmose,2006 0)
Vitaminas (B) tiamina (B1), riboflavina (B2), niaciana Leonard,2001 @D
(B3), piridoxina (B6).

Acido ascorbico (vitamina C) Navarro,2006 @2)
Tocoferol  (vitamina E), que se encuentra en Osuna-Garcia,1998 ©3)
concentraciones desde 3 a 250 mg/100g de pimiento seco  Koch,2002 3
Acidos fenolicos libres : protocatéquico, clorogénico, Estrada,2000 ©3)
cumarico, ferulico, cindmico, cafeico, etc

Acidos organicos: malico, oxalico, citrico, fumadrico, Luning,1995 (36)
quinico, etc

Azicares solubles: glucosa, fructosa, etc. Lopez- @GN

Hernandez,1996

Flavonoides: quercetina, luteolina, etc. Lee,2005 33

Materska,2003 8)
Lipidos. Bekker,2001 9
Compuestos volatiles: aldehidos, cetonas, alcoholes, Luning,1994 “0
pirazinas, etc. Zimmermann,2000 “h
Capsaicinoides: Capsaicina, dihidrocapsaicina, entre Iwai, 1979 @)
otros.

Capsinoides: capsiato, dihidrocapsiato, entre otros.

Yazawa, 1989

(42)
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Pero ademas de su caracteristico color rojo, este nos indica también que es un
alimento rico en carotenos. Algunos de ellos, como el b-caroteno, pueden ser
transformados en vitamina A. Como las verduras en general, los rocotos son ricos en

fibra dietética y de algunas vitaminas.

Tabla N°8. Composicion de la hortaliza en datos de analisis dietéticos practicados

por el Departamento de Nutricion del Pert en 1978. ©

Por 100 g de peso neto de rocoto Minimo Maximo
Agua 20.70 g 93.10 g
Hidratos de Carbono 530¢g 63.80 g
Proteinas 0.80 g 6.70 g
Extracto etéreo 0,30 g 0.80 g
Fibra 140 g 2320 ¢g
Cenizas 0.60 g 7.10¢g
Calcio 7.00 mg 116.00 mg
Fosforo 31.00 mg 200.00 mg
Hierro 1.30 mg 15.10 mg
Caroteno 0.03 mg 25.20 mg
Tiamina 0.03 mg 1.09 mg
Riboflavina 0.07 mg 1.73 mg
Niacina 0.75 mg 3.30 mg
Acido Ascérbico 14.40 mg 157.50 mg
Capsaicina 150.00 mg 335.00 mg

2.3.5 Usos tradicionales del rocoto

Los usos tradicionales del rocoto van en una amplia gama, desde compuesto
principal de comidas tipicas, hasta su mas simple consumo fresco o seco, como un
condimento o especia en comidas tipicas. Existe una gran gama de productos
transformados que se usan en la alimentacion humana, en encurtidos, enlatados,

conservas, jaleas, en pastas, en salsas y congelados.
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También han sido ampliamente utilizados en alimentacion como colorantes y por sus
propiedades picantes. Los rocotos picantes se utilizan como aditivos alimenticios y

son muy valorados por sus atributos sensoriales del color, picor y aroma.

Figura N°4. Salsa de rocoto

Como se menciono tiene un importante uso gastronomico, siendo usado como
ingrediente principal para diversos usos en la tan aclamada gastronomia Peruana
como son en el pisco sour, mermelada, cebiche, tiradito, mermelada, galletas, rocoto
relleno, escribano y como acompafnante para cualquier comida. Asimismo los rocotos
al ser parte de la memoria Peruana tienen otras muchas aplicaciones a las cuales se le

atribuyen diversas propiedades.

Figura N°5. Rocoto relleno
F. Protector estomacal

El consumo habitual de rocoto se recomienda para el tratamiento de las ulceras,

gastritis, colitis y en general beneficia al sistema digestivo. Porque los jugos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

A CATOLICA
TESIS UCSM <2 DE SANTA MARIA

gastricos humanos al igual que la saliva de algunos mamiferos tienen la acidez
suficiente para neutralizar su picor. La Capsaicina estimula la segregacion de jugos
gastricos y propicia la acumulacion de lipidos y bicarbonatos en la mucosa del
estomago, fortaleciéndola y facilitando el proceso digestivo. Ademas, la salivacion

extra que produce en la boca contribuye a una mejor digestion en general. ¥
G. Desinflamante y antibiético

Por ello las pepitas del aji se empleaban antiguamente para combatir el dolor de
muelas. Sus propiedades desinflamantes combinadas con las digestivas lo convierten

en un poderoso remedio para las hemorroides y dolores producidos por artrosis. >3
H. Productor de endorfinas

La sensacion de dolor controlado que el picor del rocoto produce en la lengua es una
respuesta nuestro organismo produce endorfinas que inhiben ciertas partes del
cerebro produciendo una sensacion de placer que genera cierta adiccion dificil de

describir. %3
I. Tratamiento de Hipertension

Acttia como dilatador de los vasos sanguineos, se aconseja para aliviar el malestar y

bajar la presion de las personas que sufren este mal. 2
J. Fuente de vitamina C

Un rocoto posee una cantidad de vitamina C cuatro veces superior al de la naranja y
al igual que otros frutos sus propiedades antioxidantes son parte esencial de una dieta

sana, aconsejada para prevenir el cancer. (23 (119)
2.4 Capsaicina

Los capsaicinoides son los compuestos que le dan el sabor picante a los frutos del
genero Capsicum, los cuales son un grupo de amidas acidas formados a partir de la
vanillilamina y &cidos grasos de 8 a 13 atomos de carbono, entre los cuales destacan

dos capsaicinoides.
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La Capsaicina, con formula (6E)-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil) metil]-8-metil-6-
enamida representa aproximadamente el 80 % de los capsaicinoides totales presentes

en las variedades picantes del género Capsicum. )

HO

Figura N°6. Molécula de Capsaicina. (1?4

La dihidrocapsaicina, con formula N-[(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) methyl]-8-
methylnonanamide que es un dihidro derivado de la Capsaicina, esta representa por
lo general el 20% de los capsaicinoides totales presentes en las variedades picantes

del género Capsicum. (12 (126)

HO

HzC

Figura N°7. Molécula de Dihidrocapsaicina. (125

Ademas de estos dos compuestos mayoritarios, mas de 12 capsaicinoides han sido

encontrados como compuestos minoritarios. 43

La Capsaicina compuesto con nombre [TUPAC (6E)-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)
metil]-8-metil-6-enamida se identifica como el principio picante mayoritario en
frutas de las plantas del genero Capsicum, esta se encuentran entre las especies mas
consumidas en gran medida en todo el mundo. El contenido de Capsaicina de frutos

del genero Capsicum verdes y rojos varia de 0.001 a 1%. La Capsaicina provoca
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numerosos efectos bioldgicos y por lo tanto ha sido objeto de extensas
investigaciones desde su identificacion inicial en 1919. Una de las propiedades
fisioloégicas mas reconocidas de la Capsaicina, es sus efectos selectivos en la parte
periférica del sistema nervioso sensorial, sobre todo en las primarias neuronas

aferentes. ¥

Otros nombres con los que se le conoce la Capsacina son : Capsaicin, Zostrix, E)-
Capsaicin, Styptysat, Axsain, Qutenza, Capsaicine, Transacin,E-CAPSAICIN
Isodecenoic  acid  vanillylamide, Capsaicin, NGX-4010, Caswell No.
158, neurotoxic,trans-Capsaicin, Capsaicin patch, trans-8-Methyl-N-vanillyl-6-
nonenamide, ZOSTRIX (TN), 8-Methyl-N-Vanillyl-6-Nonenamide, HP,UNII-
S07044R1ZM, (E)-8-Methyl-N-vanillyl-6-nonenamide, depletes Substance P, 8-

Methyl-N-vanillyl-trans-6-nonenamide. 124

Figura N°8. Molécula de Capsaicina en modelamiento 3D de la Capsaicina. (1?4
2.4.1 Caracteristicas

La Capsaicina, posee una formula molecular CisH27NO3, a la cual le corresponde un
peso molecular de 305.40 g/mol, y es identificada por un nimero CAS 404-86-4, su
forma cristalografica pertenece al sistema monoclinico, de laminas rectangulares, su
punto de fusion es 65°C y el de ebullicion esta entre 210-220°C, posee un color rojo-
naranja, pudiéndose almacenar durante afios en forma estable. La Capsaicina es

ligeramente soluble en agua, pero soluble en grasas, alcoholes y aceites. 4%
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2.4.2 Distribucién y Funcién vegetal

En cuanto a lo que refiere a la evolucion en el contenido en capsaicinoides durante la
maduracion y localizacion en la placenta, se han presentado una gran cantidad de
estudios que presentan los cambios en el contenido de capsaicinoides a lo largo del
desarrollo de la planta, en la maduracion del fruto y durante su envejecimiento.
Muchos de estos estudios estan relacionados con la actividad de las peroxidasas, que

son las enzimas que se presuponen actiian en la degradacion de estos compuestos. ¢

Las peroxidasas catalizan la oxidacion de un gran nimero de estructuras aromaticas.
La acumulacioén de capsaicinoides estd especialmente asociada con el desarrollo de
un oOrgano particular en estas plantas, que es el fruto. Iwai y colaboradores
determinaron que los capsaicinoides se biosintetizaban en las células de la placenta

de los frutos de las variedades picantes del género Capsicum. )

Estos compuestos se producen a partir de la via del acido cindmico. Iwai y
colaboradores fueron los primeros en sugerir que la produccion de capsaicinoides
incrementaba durante la maduracion hasta un maximo, y a partir de ese maximo se
producia un rapido vuelco en la tendencia, presentdndose una degradacion de estos
compuestos superior al 60 %. También se han encontrado capsaicinoides en otras
partes de las plantas, como las hojas y el tallo, pero en mucha menor cantidad a la

que se encuentra en la placenta. 9

Bernal y colaboradores realizaron estudios in vitro con peroxidasas y sugirieron que
estas enzimas estan envueltas en la degradacion de los capsaicinoides. Estos mismos
investigadores demostraron que las peroxidasas de los frutos del genero Capsicum
eran las responsables de la oxidacién de la Capsaicina y de la dihidrocapsaicina. 7
Se demostré ademas que la oxidacion de la dihidrocapsaicina por medio de las

peroxidasas era estrictamente dependiente de la presencia de perdxido de hidrogeno.
(48)

Estos mismos autores comprobaron ademas que al igual que la Capsaicina y los
capsaicinoides, las peroxidasas estan principalmente localizadas en la placenta del
fruto y en los hilillos que salen de la placenta. Estos resultados fueron usados por

estos autores como prueba de que son las peroxidasas las enzimas que estan
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envueltas en la degradacion de los capsaicinoides una vez que han alcanzado el

maximo de concentracion. 49

Contreras-Padilla y colaboradores realizaron un estudio sobre el cambio en el
contenido de capsaicinoides durante el desarrollo, maduracion y el envejecimiento de
tres variedades de pimientos picantes en relacion con la actividad de las peroxidasas.
Las variedades estudiadas poseian una elevada pungencia. Estas variedades fueron
Habanero (Capsicum chinense), De arbol (Capsicum annuum), y Piquin (Capsicum
annuum). El contenido en capsaicinoides era mas abundante en los frutos del
habanero, seguido por del arbol y por ultimo piquin. El contenido en Capsaicina era
superior al contenido en dihidrocapsaicina en las tres variedades. El contenido en
capsaicinoides (Capsaicina y dihidrocapsaicina) se incrementa continuamente y
alcanza su pico maximo 45-50 dias después de que aparezca el fruto en la variedad
habanero y de arbol y después de 40 dias en el piquin. Después de este tiempo, el
contenido en capsaicinoides empieza a decaer. La actividad de las peroxidasas se
incrementa al tiempo que la concentracion de capsaicinoides decae. El incremento en
el contenido en capsaicinoides siempre coincide con una disminucion en la actividad
de las peroxidasas. Por el contrario, la disminucién en la concentracion de los
capsaicinoides siempre coincide con un elevado incremento de la actividad

enzimatica de las peroxidasas. 49

Estrada y colaboradores en el afio 2000 realizaron un estudio sobre la evolucion del
contenido en capsaicinoides, acidos fenolicos y lignina a lo largo de la maduracion
en pimientos del tipo Capsicum annuum, padrén. Los capsaicinoides eran detectados
14 dias después de la floracion, en el primer estado de crecimiento del fruto. Este
nivel bajo en capsaicinoides se mantenia durante unos dias, pero ya en el dia 28 tras
la floracion, se observaba un incremento moderado en la cantidad de capsaicinoides.
Finalmente en los tltimos estados del desarrollo del fruto, sobre el dia 42 tras la
floracion, los pimientos presentaban un elevado aumento en el contenido en

capsaicinoides. 0

El nivel de capsaicinoides en este tipo de pimientos es inferior que en otras muchas

variedades, pero el modelo de acumulacion es similar. ¢
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2.4.3 Sintesis

Trabajos publicados sobre la biosintesis de estos compuestos han demostrado que la
parte vanillilamina de la molécula es sintetizada a partir de la via de los
fenilpropanoides y la parte procedente del acido graso proviene de los aminoacidos
leucina, valina o isoleucina. El paso final combina ambas partes y se piensa que
ocurre en las membranas de las vacuolas de las células de la placenta del fruto. ©V De
esta forma los capsaicinoides se acumulan en las vacuolas y posteriormente se
produce una secrecion extracelular. ©? Se sabe que los capsaicinoides son
biosintetizados y acumulados en la placenta del pimiento. Se ha examinado la
estructura celular de la placenta usando un microscopio optico y se ha observado que
durante la maduracion tienen lugar algunos cambios morfologicos en el tejido
epidérmico de la placenta. Parece ser que las células epidérmicas de la placenta son
el lugar donde se acumulan los capsaicinoides. También se encuentran
capsaicinoides en otros tejidos de la planta como en el pimiento (pericarpio) o en las

semillas, pero en cantidades mucho menores que en la placenta. 3

Estrada y colaboradores en el afio 2001 estudiaron y relacionaron el contenido en
capsaicinoides y compuestos fenolicos en diferentes estados de maduracion del
pimiento. Observaron que la Capsaicina, la dihidrocapsaicina y la
nordihidrocapsaicina presentaban el mismo patréon de acumulacion en todos los
estados, pero la homodihidrocapsaicina solo aparecia en los ultimos estados de

maduracion del fruto. ¢4

Estrada y colaboradores en el 2002 también estudiaron la composicion de los
capsaicinoides en distintos 6rganos de la planta del pimiento en relacion con el
periodo de maduracion de la misma. Hicieron el estudio con plantas del tipo
Capsicum annuum. Padron. Observaron que las plantas presentaban un gradiente
espacial en el contenido de compuestos fendlicos, y particularmente en el contenido
en capsaicinoides, a lo largo del tallo de la planta. El contenido en capsaicinoides era
mas abundante en aquellos frutos pertenecientes a las partes altas de las plantas, que
en aquellos que estaban en la parte baja o en la parte media de la misma. Analizaron
el contenido de Capsaicina y de dihidrocapsaicina, los dos capsaicinoides mas

abundantes de los pimientos, comprobando que la proporcion de Capsaicina era
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siempre superior a la proporcion de dihidrocapsaicina en los frutos. En este estudio
comprobaron que los capsaicinoides estaban presentes en todos los organos de la
planta, como el tallo y las hojas. Tanto en el tallo como en las hojas, la proporcion
individual de capsaicinoides (Capsaicina y dihidrocapsaicina) era diferente a la que
presentan los frutos, siendo en estas partes de la planta la dihidrocapsaicina el
capsaicinoide mas abundante. Para comprobar si los capsaicinoides presentes en las
hojas y en el tallo procedian de los frutos se realiz6 un estudio que consistia en
eliminar las flores de las plantas, con lo que se impedia la formacion del fruto. De
esta forma no se encontraron capsaicinoides ni en el tallo ni en las hojas de las
plantas, por lo que se sugiere que los capsaicinoides se generan unicamente en el

fruto. 53

Kirschbaum-Titze y colaboradores en el 2002 realizaron un estudio sobre el
contenido en capsaicinoides de frutos individuales provenientes de la misma planta y
recolectados al mismo tiempo tras la floracion. Estos frutos poseian un amplio rango
de valores, pero presentando un modelo bastante uniforme en la relacion existente
entre los distintos capsaicinoides estudiados (Capsaicina, dihidrocapsaicina y
nordihidrocapsaicina). Comprobaron que se producian cambios en el contenido de
capsaicinoides dependiendo de la época en el que se recogiera el fruto, transcurrido
el mismo tiempo después de la floracion dentro de los frutos de una misma planta. Se
observa que el contenido en capsaicinoides de los pimientos recolectados entre junio

y septiembre es mayor que el de los pimientos recolectados en octubre. ¢2)

Estrada y colaboradores estudiaron la cantidad de capsaicinoides, compuestos
fenolicos solubles y contenido en lignina presentes en plantas de pimientos de
Padron (Capsicum annuum) cultivadas con dos formas diferentes de fertilizacion. El
nivel de fertilizacion no influyd en el crecimiento de las plantas. Se observo que el
contenido en compuestos fenolicos libres y en lignina era superior en las plantas
control (sin aporte complementario de fertilizantes minerales), que en aquellas que
habian sido tratadas. Por el contrario, las plantas tratadas con un aporte
suplementario de nutrientes minerales presentaban bastante mayor cantidad de
capsaicinoides que aquellas que no habian sido tratadas. Se concluyé que la
fertilizacion de las plantas alteraba el balance entre la sintesis de capsaicinoides por

la planta y la acumulacion de ligninas en las paredes celulares. GV Estos mismos
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autores estudiaron la cantidad de capsaicinoides sintetizados en plantas de pimientos
tipo Padron (Capsicum annuum) que habian sido cultivadas con distintos aportes de
agua. La cantidad de capsaicinoides (Capsaicina y dihidrocapsaicina) en los
pimientos procedentes de plantas con una deficiencia hidrica era superior que la de
los pimientos procedentes de plantas control. Este aumento en el contenido en
capsaicinoides se observaba especialmente en aquellas plantas que habian sufrido un
mayor estrés hidrico. Los resultados de este experimento sugieren que las
condiciones medioambientales, como puede ser el estrés hidrico, tienen un marcado

efecto en la acumulacion de los capsaicinoides en los pimientos. ¢

La heterogeneidad en el contenido en capsaicinoides entre frutos provenientes de
plantas cultivadas en las mismas condiciones, o incluso entre frutos individuales
recolectados de la misma planta con el mismo tiempo de maduracion, conlleva que
existen otros factores implicados, ademas de los genéticos, en la biosintesis de los
capsaicinoides, habiéndose demostrado que las condiciones ambientales influyen en

el contenido en capsaicinoides. 7
2.4.4 Aplicaciones y usos de Capsaicina
A. Efectos en la salud

La Capsaicina purificada, diluida cien mil veces, sigue siendo tan activa que aun es
capaz de producir ampollas en la lengua, esta es la responsable de la sensacion de
ardor, e incluso dolor, en la mucosa oral. Estimula las secreciones gastricas y, si se
usa en exceso, ocasiona inflamacion. Se sabe que esta molécula es capaz de actuar
sobre fibras no mielinizadas delgadas, activando a ciertas subpoblaciones de
neuronas sensoriales. La Capsaicina también posee cualidades descongestivas y, a
concentraciones adecuadas, favorece en el cerebro la produccion de endorfinas, que

son moléculas que promueven la sensacion de bienestar. (127

Una pequeiia cantidad de Capsaicina incrementa la presion arterial y reduce el
excesivo sangrado en cualquier parte del cuerpo. Ademas ayuda a quemar calorias.
Se ha encontrado que 6 g de rocoto queman alrededor de 45 a 76 calorias extras. La
Capsaicina actia como un estimulante enérgico, haciendo que las adrenales

incrementen ligeramente la produccion de cortisona. ¥
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La Capsaicina favorece a la digestion al estimular los jugos gastricos y biliares.
Incluso los pimientos picantes han demostrado tener un efecto positivo en la
prevencion de ulceras de estomago. % El mismo componente picante (Capsaicina)
protege las membranas géstricas y parece impedir el desarrollo de tlceras tal como se
ha demostrado en numerosos experimentos en animales. Dentro de las propiedades
beneficiosas del pimiento para el aparato digestivo hemos de mencionar también sus
propiedades antidiarreicas y antivomitivas. ¢? Sin embargo la ingestion de grandes
cantidades de Capsaicina produce alteraciones bioquimicas e histopatologicas,
incluyendo la erosion de la mucosa gastrica y la necrosis hepatica. Incluso se cita en
la bibliografia la muerte de un bebé de ocho meses como resultado de la ingestion de

un remedio casero tomado como infusién de pimientos picantes en polvo. ¢V

Numerosas investigaciones han llegado a determinar el potencial mutagénico y la
actividad carcinogénica que presenta la Capsaicina y los pimientos picantes, pero
estos resultados son muy discordantes (®?, presentando efectos duales. Hay estudios
que demuestran que la administracion de Capsaicina en la dieta de ratones albinos
provoca la aparicion de tumores duodenales. () Otros estudios sugieren que tanto la
Capsaicina como los extractos de los pimientos picantes actian como agentes
cocarcinogénicos y promotores de tumores. ¥ Hay otros muchos estudios en los que
el efecto cancerigeno y mutagénico de la Capsaicina no esta tan claro. En muchos de
estos estudios, se observa que la Capsaicina no posee las propiedades mutagénicas o
carcinogénicas que presentan determinados compuestos. Estudios epidemiologicos
llevados en M¢jico, revelan que los consumidores de pimientos picantes tienen el

mismo riesgo de padecer cancer de estomago que aquellos que no los consumen. (¢

Por el contrario, en los ultimos afios, estan apareciendo un gran numero de estudios
que apuntan al potencial quimiopreventivo que presenta la Capsaicina. Se ha
comprobado que los extractos de pimientos picantes, o los capsaicinoides aislados
bloquean los procesos de carcinogénesis y muta génesis. ® Se sugiere que la
Capsaicina ejerce un efecto quimiopreventivo a través de la modulacion del
metabolismo de muchos compuestos cancerigenos y mutagénicos y sus interacciones
con el ADN. Por ejemplo, los capsaicinoides protegen poderosamente la mutagénesis

bacteriana producida por la aflatoxina B1. También se observa que el pretratamiento
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topico con Capsaicina en ratones atenua el carcinoma de piel inducido por el vinil

carbamato. (¥

En resumen, la Capsaicina posee un doble efecto en la induccion del cancer y de las
mutaciones. Aunque una pequefia cantidad de Capsaicina manifiesta 0 muy pocos o
ningin efecto nocivo, una elevada ingesta de este compuesto esta asociada con
necrosis, ulceras e incluso canceres. Por el contrario, la Capsaicina tiene la habilidad
de alterar el metabolismo de muchos compuestos cancerigenos, lo cual proporciona

una via de aplicacion de este compuesto en la quimio-prevencion. 7

Se ha demostrado que la Capsaicina induce apoptosis en celular tumorales por la
activacion de los receptores vanilloides tipo 1(VRI1). Las propiedades
quimiopreventivas y antitumorales que presenta la Capsaicina son anuladas en gran
medida por su marcado caracter irritante. La Capsaicina puede inducir facilmente la
muerte celular en células con receptores vanilloides tipo 1(VR1). Esta muerte celular
ocurre rapidamente, incluso con concentraciones de Capsaicina incapaces de inducir
apoptosis en células tumorales que no poseen receptores especificos tipo 1(VR1). Por
ello la aplicacion terapéutica de la Capsaicina esté restringida en este sentido, ya que

produciria la muerte celular tanto de las células tumorales como de las sanas. ®
B. Antioxidantes

Los pimientos son una magnifica fuente de antioxidantes susceptibles de ser
utilizados en la dieta. ®® Presentan no sélo compuestos antioxidantes muy
extendidos en el mundo vegetal como pueden ser flavonoides, acidos fenodlicos,
carotenoides, vitamina A, acido ascorbico, tocoferoles, sino también constituyentes

antioxidantes especificos como los capsaicinoides. 79

Se conoce que la Capsaicina y la dihidrocapsaicina son capaces de inhibir la
peroxidacion lipidica catalizada por cationes Fe3+ y la oxidacion de lipoproteinas de
baja densidad producida por cationes cobre. Este efecto es atribuido a la capacidad
de estos compuestos para formar complejos con estos metales reducidos, actuando
ademds como donadores de hidrogenos. La Capsaicina puede también prevenir la

oxidacion del acido oleico a altas temperaturas. De igual forma que previene la
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formacion de hidroperoxidos lipidicos provenientes de la auto-oxidacion del acido

linoleico. ("D
C. Obesidad

La Capsaicina puede ayudar a combatir la obesidad mediante la reduccion de la
cantidad de calorias que se absorben en el intestino. La investigacion, dirigida por el
profesor Jong Won Yun en la Universidad de Daegu en Corea del Sur, sugiere que la
Capsaicina puede causar pérdida de peso e impedir la acumulacion de grasa mediante
la estimulacion de la expresion de ciertas proteinas degradantes de grasa, y
estableciendo una regulacion a la baja de otras proteinas que trabajan en la sintesis de

grasa. /%)
D. Analgésico topico contra el dolor

Se ha encontrado que la Capsaicina es capaz de reducir la "sustancia P", un quimico
que lleva los mensajes de dolor desde las terminales nerviosas de la piel al sistema
nervioso central. Las investigaciones clinicas han demostrado que el 85 % de los
pacientes a los que se ha aplicado crema de Capsaicina en sus zonas enfermas
experimentaron una disminucion sustancial del dolor, con solo una ocasional
sensacion de quemadura. Por esta propiedad estd siendo investigado el uso de la
Capsaicina en otros problemas de la piel que ocasionan dolor, tal el caso de los dafios
nerviosos de la diabetes, herpes zoster, dolor posquirtrgico etc. 73 Se utiliza también

contra los dolores reumaticos, las neuralgias y la osteoartritis. 74

Una de las propiedades fisiolégicas mas importantes de la Capsaicina es su efecto
selectivo sobre la zona periférica del sistema nervioso, particularmente sobre las
neuronas aferentes primarias. [L.a Capsaicina tiene el efecto de reducir la transmision
del impulso nervioso de dolor, lo que la hace una herramienta muy versatil en el

estudio de este mecanismo. ¥

Por ello, la Capsaicina es usada terapéuticamente como analgésico topico para el
tratamiento de ciertos dolores de tipo periférico como pueden ser la artritis
reumatoide, la neuralgia post-herpética 7¥), neuropatias diabéticas y osteoartritis
entre otros. " Numerosas pruebas clinicas han revelado que el uso de cremas topicas

con un 0,025 % en Capsaicina mejora significativamente el dolor en pacientes con
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artritis. Varias pomadas, cuyo ingrediente activo es la Capsaicina o la oleorresina

proveniente de los pimientos picantes, se comercializan en la actualidad. 7>
E. Actividad anti-microbiana

Los capsaicinoides también se conocen por presentar unas marcadas propiedades
antimicrobianas y anti-fungicas. Cichewicz y colaboradores comprobaron que los
extractos obtenidos a partir de pimientos picantes inhibian el desarrollo de
determinados patdégenos como Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium

sporogenes, Clostridium tetani y Streptococcus pyogenes. (79

Molina-Torres y colaboradores encontraron que la Capsaicina inhibia ademas el
crecimiento y desarrollo de Escherichia coli, Pseudomonas solanacearum ademas de
Bacillus subtilis. "? También se ha demostrado que extractos de capsaicinoides
presentan propiedades anti-bacterianas frente a Salmonella typhimurium vy

Pseudomonas aeruginosa ’®, y frente a Helicobacter pylory entre otras. '
F. Antinflamatorio

Los capsaicinoides presentan importantes propiedades anti-inflamatorias. En la
bibliografia se recogen numerosos articulos hablando de las propiedades anti-

inflamatorias que presenta la Capsaicina. ¢0

Hay estudios que indican que la Capsaicina inhibe el desarrollo de procesos
inflamatorios, al igual que mejora inflamaciones causadas en el estomago de ratas

que han sido tratadas previamente con etanol. ¢V

Son unos potentes compuestos anti-inflamatorios “in vivo”. Como se sabe desde
hace tiempo, la Capsaicina posee unas magnificas propiedades anti-inflamatorias. A
pesar de ello, su uso queda restringido debido al marcado caracter picante e irritante
que posee dicha sustancia. Se sabe que la Capsaicina es capaz de inhibir la activacion
del factor de transcripcion NF-kB. El factor de transcripcion NF-kB es una de las
llaves reguladoras de los genes responsables de las respuestas inmunes y de las
respuestas anti-inflamatorias en el organismo. El factor NF-kB es fuertemente

activado en los 6rganos inflamados en diversas enfermedades. (¢®
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G. Autodefensa

La oleorresina proveniente de pimientos picantes es utilizada en productos de
autodefensa como un arma no letal y de efectos inmediatos. Se calcula que cerca de
15 millones de americanos poseen algunos de estos productos de defensa personal.
La exposicion al spray de pimientos (capsaicinoides), produce respuestas fisiologicas
muy intensas que se traducen en estornudos, desorientacion, eritemas, lacrimacion,
ceguera temporal y un intenso dolor. Los sintomas de ceguera, sofoco y nausea
desparecen al cabo de 30 minutos sin dejar consecuencias nocivas. ®? La Capsaicina,
dihidrocapsaicina y nonivamida son los capsaicinoides mayoritarios presentes en
estos sprays, representando entre un 85 y un 95 % del total de capsaicinoides

presentes en estos productos. #3)

H. Otras aplicaciones

La Capsaicina acttia como un compuesto aleloquimico, causando la inhibicion del
crecimiento de la raiz y brotes de la alfalfa (Medicago sativa), del berro (Lepidium
sativum), de la lechuga (Lactuca sativa), del garranchuelo (Digitaria sanguinalis), de
la hierba timotea (Phleum pratense) y de la avena loca (Lolium multiflorum), y
suprime sus germinaciones. Un incremento de la dosis de Capsaicina aumenta la
inhibicion. En este estudio se concluy6 en que la efectividad de la Capsaicina en el
crecimiento de las plantas difiere dependiendo de la especie y de la parte de la planta.
Se sugiere ademas que la Capsaicina puede actuar como un compuesto aleloquimico

con otras plantas. ®4

Un uso muy importante de los frutos del genero Capsicum el mundo, es el de
extraerles color y utilizar el colorante naturalmente en cosméticos, pinturas y
alimentos. Sin Embargo el uso industrial mas innovador de los frutos picantes es la
extraccion de su oleorresina. De esta se obtiene la Capsaicina pura. La Capsaicina

tiene usos industriales diversos, en la alimentaciéon humana y animal, en la medicina.
(53)

Alrededor de 1990 se encontraron reportes en los medios de comunicacion de la

adicion de Capsaicina a las pinturas utilizadas en los cascos de los botes y en las
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valvulas de los sistemas aguas municipales, para evitar el crecimiento de percebes y
mejillones cebra. Esta historia no fructifico en esa época, pero ha vuelto a surgir
como una medida cientifica por parte de Burlington Bio-Medical and Scientific
Corporation of Farmingdale, New York, en donde se estd desarrollando el método
para la fabricacion de grandes cantidades del denominado compuesto capsaicinoide.
El compuesto incluye la presencia de Capsaicina y el anestésico lidocaina, la mezcla
de estos compuestos la hace extremadamente picante e intensamente amarga. El
proposito de crear este compuesto, es utilizarlo como un aditivo en pinturas, ya que
es inocuo para la vida marina y muy efectivo en la inhibicion del crecimiento de los

percebes. (128)

La Capsaicina es usada ampliamente como repelentes de animales frente a péjaros y
mamiferos salvajes para la proteccion de huertos, semilleros, jardines y plantas
hornamentales. 5 En algunas partes del mundo se dan fenomenos de plagas de
ciertos mamiferos como pueden ser los conejos en la zona oeste de los Estados
Unidos. Y. Zewdie y P.W. Bosland estudiaron el efecto de los capsaicinoides frente
al dafio de conejos salvajes en las plantaciones de lechuga. Observaron que en
plantaciones que habia sido parte de las plantas tratadas con capsaicinoides, los

conejos tnicamente se comian aquellas plantas que no habian sido tratadas. 9
2.5 Cromatografia

A principios del siglo XX el botanico-quimico ruso Michael Tswett, verti6é extracto
de hojas vegetales en un tubo de ensayo que contenia carbonato calcico pulverizado.
Al anadir posteriormente disolvente, pudo comprobar que los pigmentos coloreados
se separaban, de ahi el nombre “cromatos” (del griego, color) para una serie de
técnicas que se engloban bajo la denominacion genérica de cromatografia y que

poseen caracteristicas generales similares. ¢7

La cromatografia es un procedimiento de separacion de los constituyentes de una
mezcla. Se ha convertido en un método analitico de primer orden para identificar y
cuantificar los compuestos de una fase liquida o gaseosa homogénea. El principio
basico se fundamenta en los equilibrios de concentracién de los compuestos
presentes entre dos fases no miscibles de la que una, llamada estacionaria, esta

inmovilizada en una columna o fijada sobre un soporte y la otra, llamada movil, se
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desplaza al contacto de la primera. La elucion a velocidades diferentes de los
compuestos presentes por la fase movil conduce a su separacion. De todos los
métodos analiticos e instrumentales, la cromatografia es el que tiene el mayor campo
de aplicabilidad y por ello ocupa una posicion dominante. Ningun laboratorio de

analisis podria obviarla. ®®

La cromatografia es un procedimiento fisico-quimico de separacion, de la misma
importancia que la destilacion, la cristalizacion o la extraccion fraccionada, de
constituyentes de una mezcla homogénea liquida o gaseosa. Se trata de un
procedimiento de aplicacion muy amplia, tanto es asi que muchas mezclas
heterogéneas o en forma solida pueden transformarse en fase liquida por el empleo
de un disolvente (este aparece como un compuesto suplementario de la mezcla

analizada).

Ademas de esta forma de uso empleada desde su origen, la cromatografia se
convirtié en un método de analisis cuando se tuvo la idea de instalar a la salida de la
columna un dispositivo para monitorizar, en funcion del tiempo, un pardmetro que
permitiera localizar los cambios de composicion de la fase movil; de este modo
podemos conocer el tiempo de migracion de los compuestos. Esta forma de
cromatografia, cuyo objetivo no es el de recuperar los compuestos, aparecio en los

afios cuarenta. Su desarrollo ha sido relativamente lento. %

La identificacion de un compuesto por cromatografia corresponde a un método
comparativo. Si se dispone de un compuesto del que no se sabe si se trata de A o B,
su identificacion por el método cromatograficos consistira en comparar su tiempo de
migracion con el correspondiente a dos compuestos de referencia A y B, y esto, sin

cambiar de instrumentacion y colocandolos en las mismas condiciones. ®®

Segun la naturaleza de las dos fases se puede hablar de diversos tipos de
cromatografia: cromatografia en papel, en capa fina, liquido-liquido, gaseosa, de
filtracion en gel, liquida de alta presion o HPLC (High Performance Liquid

Chromatography), de intercambio i6nico, de afinidad, etc. ¢7
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2.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Entre las técnicas cromatograficas cuya fase movil es un liquido, HPLC,
cromatografia liquida de alta eficacia (del inglés, High Performance Liquid
Chromatography) es la mas conocida. Su campo de aplicacion cubre una gran parte
del ambito de la cromatografia de gases a la que se le afade el correspondiente al
analisis de compuestos termosensibles o de aquellos con masas moleculares muy
grandes o incluso polares. 9 Su éxito se debe a la posibilidad de actuar de forma
muy precisa sobre la selectividad entre los compuestos a través de la eleccion de la
columna y de la composicion del eluyente, es decir, al sacar partido de las
interacciones disolucion/fase movil/fase estacionaria. La eficacia de las columnas es
menor que en GC, pero la utilizacion de fases quirales o de nuevas fases
estacionarias que actian siguiendo varios mecanismos, las técnicas de intercambio de
iones o las de interaccion hidrofoba aumentan aun més las posibilidades de la HPLC.
Por ultimo, la miniaturizacion de la técnica (nanocromatografia) ha facilitado su

asociacion con la espectrometria de masas.®®

La cromatografia liquida de alta eficacia, constituye una técnica analitica de uso muy
generalizado. Deriva de una evolucion de la cromatografia preparativa en columna
cuyos resultados, en términos de selectividad y de resolucion, han mejorado mucho
por la miniaturizacion y la utilizacion de fases estacionarias muy elaboradas. Estas
fases, constituidas generalmente por micro particulas esféricas cuyo diametro esta
comprendido entre 2 y 5 pm, producen una pérdida de presiéon importante en la
columna. Por lo tanto, es necesario aplicar una fuerte presion a la fase movil para
obtener un caudal conveniente. Para destacar esta particularidad de la técnica, la letra
P de las siglas HPLC, durante mucho tiempo, ha correspondido a la palabra presion.
La migracion forzada de una fase liquida al contacto de una fase estacionaria se
encuentra en varias técnicas cromatograficas. La particularidad de la HPLC es que
hace intervenir mecanismos de intercambio disolucion/fase movil fase estacionaria

basados en los correspondientes coeficientes de reparto. ¢

En este tipo de cromatografia, la fase mévil, bombeada a presion, fluye a través de la

columna estrechamente empaquetada, lo que ocasiona tiempos de analisis muy

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

reducidos. Los eluatos se identifican cuando abandonan la columna por métodos

como absorcion UV, indice de refraccion o medidas de fluorescencia. 7

Las técnicas basadas en la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, proporcionan
analisis muy eficientes y exactos sobre el contenido y el tipo de los capsaicinoides
presentes en los pimientos picantes. Sin embargo, es necesario optimizar métodos
para cada sistema cromatografico que se emplee a fin de identificar cada uno de los

capsaicinoides, estrechamente relacionados, presentes en los extractos.

Este tipo de cromatografia actualmente es, sin duda, la técnica analitica més habitual
para la caracterizacion de capsaicinoides provenientes de pimientos o de otras
matrices, tal como se puede comprobar en la extensa bibliografia existente con

respecto a la identificacion y andlisis de estos compuestos. 70
2.6 Extraccion asistida por ultrasonido

Los métodos mas usados para la extraccion de Capsaicina son la hidrodestilacion, la
extraccion con disolvente y la destilacion-extraccion simultaneas, aunque nuevos
métodos se han venido desarrollando para recuperar los compuestos de interés,
intentando no producir alteraciones de los mismos ni introducir contaminantes como
es el caso de técnicas tales como la extraccion con fluidos supercriticos, ultrasonido

y el uso de microondas.

El sonido surge como resultado del recorrido de la energia mecanica a través de la
materia, en forma de una onda que produce alternadamente los fenémenos de
compresion y rarefaccion. Las ondas de presion se propagan por el desplazamiento
fisico del material a través del cual el sonido esta siendo transmitido. Como resultado
de estos cambios en la presion, surge una onda sinusoidal (Figura N°9). Los cambios
de la presion en funcion del tiempo constituyen las unidades basicas de medida del
sonido. A la distancia entre puntos correspondientes de la curva tiempo-presion, se le
conoce como longitud de onda, A. Se llama periodo al tiempo T necesario para
completar un ciclo. EI nimero de ciclos completos por unidad de tiempo, es la

frecuencia del sonido. La frecuencia y el periodo son inversamente proporcionales.
on
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El sonido se transmite en forma de ondas de presion alternantes que provocan los
fendémenos de compresion y rarefaccion en el medio conductor. Las frecuencias altas
se expresan en Kilohertzio (kHz; 1 kHz = 1.000 Hz) o megahertzio. El rango de
frecuencias acusticas se encuentra entre menos de 1 Hz y mas de 100.000 Hz (100
kHz). En el ser humano, la capacidad de audicion se limita al 4rea mas baja de ese
rango, oscilando entre 20Hz y 20.000 Hz. Los ultrasonidos se diferencian del sonido
audible tnicamente en la frecuencia, que es 500 a 1.000 veces mayor que la del

sonido que normalmente oimos. V)
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Figura N°9: Ondas Sonoras. )

Su principal diferencia con las ondas electromagnéticas es que el ultrasonido requiere
de un medio elastico para ser transmitido (s6lido, liquido o gaseoso). La velocidad de
propagacion viene determinada, en gran medida, por la resistencia del medio a la
compresion, que depende a su vez de la densidad, rigidez y elasticidad del medio.
Asi, la velocidad de propagacion aumenta al hacerlo la rigidez y disminuye cuando

aumenta la densidad. ©?

La extraccion asistida por ultrasonido se basa en el empleo de la energia derivada de
los ultrasonidos para facilitar la extraccion, a partir de la muestra, de los analitos por
el disolvente organico seleccionado en funcion de la naturaleza de los solutos a
extraer. La aplicacion de los ultrasonidos en un medio liquido provoca el fenomeno

de la cavitacion. Este proceso se divide en dos etapas:

Durante la primera fase, la depresion, se crea en el interior del liquido una infinidad

de burbujas.
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Durante la segunda fase, la compresion, la enorme presion ejercida sobre estos
puntos hacen que estos se compriman hasta hacerlos colapsar en si mismos
(implosion) o simplemente acumular energia para volver a pasar a la primera fase,
con el consiguiente desprendimiento de energia que a su vez imprime una velocidad
o flujo dentro del fluido produciendo un movimiento de masa. La extraccion se ve

facilitada y acelerada gracias a esa energia. ©?

Range Rango
Subsonicog Audible

Rango Ultrasonico

ELCIEIT R

L -

0 40 400 1K 10K 100K 1AM 10M 100M 1G 106G Hz
b A A i i

i i i i n o
H: “-: *
Ultrasonide | Induskia  ©  Microscopla
Alta Potencia * Conwencional * Acistica

Baja frecuencia Altafrecuencia Altisima Frecuencia

Figura N°10: Rangos de sonidos. ¢

Los efectos mecanicos y quimicos de la cavitacion son importantes y tienen un
amplio rango de aplicaciones. Un ejemplo de las aplicaciones del ultrasonido es en la

digestion enzimatica de especies metalicas.

En una revision realizada por Bermejo y colaboradores sobre el tema, se destaca el
potencial de la aplicacion de los ultrasonidos tanto por medio de una sonda
ultrasonica como de bafio de ultrasonidos para acelerar la digestion y extraccion de

estas especies. ¥

La extraccion asistida por ultrasonidos es usada como un método simple y barato de
extraccion con disolventes liquidos aplicado a analitos en matrices solidas como
pueden ser las muestras de pimientos. La ventaja de la optimizacion de un
procedimiento de extraccion mediante el empleo de ultrasonidos es que se consiguen
mejores eficiencias de extraccion, con un minimo consumo de disolventes y en
tiempos inferiores a las técnicas de extraccion convencionales, como puede ser la
maceracion. Esto es debido a que el area de la superficie de contacto entre la fase

solida y la liquida es mucho mayor .Todo ello conlleva a un ahorro de tiempo y de
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disolvente, lo que se traduce en un menor consumo de dinero y en la conservacion

del medio ambiente. ©¥

Tabla N° 9. Aplicaciones del ultrasonido

Efecto de la cavitacion Aplicacién

En células vivas - Estimulacion de la actividad
- Destruccioén sonoquimica

En enzimas - Estimulacion de la actividad
- Desnaturalizacion controlada

Superficie de compuestos - Impregnacion mejorada

- Extraccion mejorada

Las técnicas clasicas de extraccion con disolventes de materiales de matrices
vegetales se basan en la correcta seleccion del disolvente acoplado al uso de
temperatura y/o de agitacion. La extraccion de los compuestos organicos que
contiene la semilla o parte de la planta se ve significativamente mejorada con el uso
de ultrasonidos. El efecto mecanico de los ultrasonidos proporciona una mayor
penetracion del disolvente en el material intracelular y mejora la transferencia de
masas y tiene la ventaja afiadida que resulta de la ruptura de las paredes de las células
facilitando la liberacion de los contenidos y consecuentemente mejorando la
extraccion. Por otro lado, el fendmeno de implosion se define como el instante en el
cual la velocidad de la pared de la burbuja alcanza la velocidad del sonido en el

liquido y forma asi una discontinuidad. ©®>

En el momento en que una cavidad completa su ciclo de vida, esta implota y libera
energia. Gran parte de esta energia se convierte en un “jet” o chorro que actia sobre
cada una de las particulas de los liquidos inmiscibles que se encuentran alrededor o
en una vecindad de la cavidad. Esto produce un flujo local que realiza un
movimiento de particulas dentro del volumen y consecuentemente este flujo crea una

microagitacion que es superior a la producida por la tradicional agitacion magnética.
(96)

Los efectos combinados de la microagitacion con la transferencia de masas mejorada

dan como resultado un método de extraccion mas eficiente para la extraccion de
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compuestos naturales. Los resultados obtenidos con la extraccion asistida por
ultrasonido son similares a los de una extraccion Soxhlet pero la duracion no suele
ser superior a los 30 minutos en la mayoria de los casos. En algunos casos, se han
obtenido recuperaciones similares a las logradas con la extraccion asistida por

microondas. ¥

La aplicacion de esta técnica a las plantas ha producido resultados muy interesantes,
de hecho se ha propuesto extenderla al procesado industrial para obtener compuestos

con propiedades farmacoldgicas. %

Esta técnica se ha empleado con gran éxito para extraer distintos compuestos
organicos de distintas matrices como hidrocarburos aromaticos policiclicos en
sedimentos °”), compuestos fendlicos en cremas ®®), pesticidas clorados en higados
de pajaros ), nicotina en medicamentos (1°%, 4cidos orgénicos en uvas, compuestos

fenolicos en fresas, isoflavonas en soja, etc. (101

Los ultrasonidos también han sido empleados como una herramienta para la
extraccion de capsaicinoides en pimientos. Varios autores han aplicado esta técnica

de extraccion a la hora de analizar los capsaicinoides presentes en los pimientos.

Karnka y colaboradores, optimizaron la extraccion de capsaicinoides en muestras de
pimientos picantes mediante ultrasonidos. Optimizaron el tiempo de extraccion, asi
como ¢l volumen de disolvente a utilizar. Para ello utilizaron cantidades de muestras
de 0,3 gramos y las sometieron a ultrasonidos con volimenes de 10, 15, 20, 30 y 40
mL de acetonitrilo durante 60 minutos. También con la misma cantidad de muestra,
se realizaron extracciones con 10 mL de acetonitrilo durante 10, 30, 45, 60, 75 y 105
minutos. Como resultado del trabajo, se obtuvo que las mejores condiciones de
extraccion fueron 60 minutos usando como volumen de disolvente 10 mL. Ningin

otro parametro fue estudiado. (192

Daood y colaboradores realizaron la determinacion de capsaicinoides en pimiento
paprika picante (Capsicum annuum L) mediante extracciéon con ultrasonidos en
comparacion con la extraccion mediante fluidos supercriticos. Para ello tomaban 1
gramo de pimiento y lo extraian con 10 mL de metanol en un bafio de ultrasonidos

durante 10 minutos. (193
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Esta técnica ha sido poco estudiada para la extraccion de los capsaicinoides. Sin
embargo esta técnica se ha estudiado con éxito en la extraccion de un gran niimero de
compuestos naturales procedentes de plantas y alimentos como pueden ser
compuestos fendlicos en fresas (1°V), isoflavonas en soja (%9, azicares en manzanas

(105) "4cidos organicos en uvas, etc. 19

Solamente hay algunas aplicaciones puntuales de la extraccion asistida por
ultrasonido para la extraccion de los capsaicinoides en pimientos picantes, no

habiéndose estudiado en profundidad esta técnica para estos compuestos. (192

En cuanto a la extraccion de capsaicinoides en pimientos han sido muchos los
métodos desarrollados. Las extracciones son llevadas a cabo empleando disolventes
organicos como o bien mezcla de estos. En la tabla N° 10 se muestra una
compilacién de autores que describen extraccion de capsaicinoides con diferentes

solventes.

No existe un protocolo definido, ni estudios exhaustivos acerca del efecto de los
ultrasonidos en la extraccion de esta familia de compuestos. Por todo ello se hace
necesario evaluar los distintos parametros que pueden influir en la extraccion de los
capsaicinoides mediante el empleo de esta técnica, como pueden ser el disolvente, el
tiempo de extraccion, la temperatura, la cantidad de muestra o el volumen de

disolvente a emplear.
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Tabla N° 10. Diferentes solventes empleados para la extraccion de Capsaicina.

Solvente Referencia Afo
Metanol R. Karnka, 1% 2002
P. Kirschbaum-Ti ©? 2002
Etanol G.F Barbero (' 2006
R.I Santamaria "% 2000
Acetonitrilo B. Estrada ©®” 2000
B. Estrada 9 1999
M. Contreras-Padilla“® | 2005
R. Karnka (%2 2002
Acetona R. Karnka 1% 2002
Acetato de etilo K. Iwai ®© 1998
Mezcla acetona- éter etilico I. Perucka 1 2000

2.7 Perspectivas futuras

La Capsaicina con alto grado de pureza tiene un alto precio en el mercado de
reactivos, por lo que la determinacion de regiones de cultivo con altas
concentraciones en el Capsicum pubescens seria una alternativa para que se trabajara
en el aislamiento y purificacion del metabolito mencionado, con beneficios

economicos para el Pert.

Es necesario el aporte de informacion cientifica sobre plantas medicinales en el Peru,
para, bajo conocimientos cientificos establecidos, entender su mecanismo de accion

y poder asi promover el desarrollo a nivel industrial de las mismas.

El presente trabajo se centra en el analisis de los compuestos de Capsicum
pubescens, en especial Capsaicina que al ser cuantificada poder difundir y promover
este fruto como una fuente rica en este compuesto , teniendo como vision futura el
desarrollo y validacion de ingredientes funcionales para su aplicacion en la industria

agroalimentaria y /o farmacéutica.
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En el ambito mundial, cada dia se estudian los beneficios que ofrece el género
Capsicum en la industria de alimentos, la farmacologia y la medicina humana.
Desafortunadamente las especies cultivadas de Capsicum de Arequipa, por no haber
sido estudiadas no aparecen entre las especies de importancia econémica para la
diversificacion de la agricultura, mucho menos para promover la agroindustria
nacional. Su consumo como hortaliza fresca entre los vegetarianos se ha
incrementado, especialmente por proveer antioxidantes a la dieta. Se espera de este
trabajo el poder cumplir los objetivos y poder promover valor la diversidad biologica
vegetal del Peri y demostrar el potencial nutricional, farmacolédgico e industrial del

rocoto y promoverlo para la produccion empresarial a gran escala de subproductos.

Se espera que esta investigacion sea el punto de partida en los procesos de seleccion,
analisis ,diseflo y mejora de bioprocesos, para la obtencion de nuevos productos, y
vias alternativas de produccion de compuestos organicos de interés industrial
teniendo como materia prima el rocoto; pudiendo derivar y producir productos tales
como: complejos alimenticios, salsas aditivas picantes, vitaminas, sprays de defensa,
farmacos, cosméticos, sustratos seleccionados en compuestos bioquimicos de alto

valor afadido, etc.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS
3.1 Campo de Investigacion
3.1.1 Ambito Geogréfico

El presente trabajo se realizo en el laboratorio H-101 del Programa Profesional de

Ingenieria Biotecnolodgica de la Universidad Catolica de Santa Maria, Arequipa-Peru.

La determinacion y cuantificacion de Capsaicina se realizo en el laboratorio de
Control de Calidad H-204 de la Universidad Catdlica de Santa Maria también en

Arequipa-Perti.
3.1.2 Estrategia de recoleccion de datos

Para realizar el presente trabajo de investigacion se utilizaron muestras de rocoto

provenientes de la estacion experimental INIA, de la Ciudad de Arequipa Pert.

Tabla N° 11. Datos de localizacion de la estacion experimental INIA

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

Estacion experimental INIA Arequipa
PNI Recursos Genéticos
Oficina Conservacion de recursos genéticos
Localizacion Santa Rita
Region Arequipa
Provincia Arequipa
Distrito Santa Rita de Siguas
Campo experimental Santa Rita
Propietario INIA
Altitud 1,280 m.s.n.m.
Latitud 70°07°00”
Longitud 16°28°00”
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3.1.3 Unidades de Estudio

Las unidades de estudio para este trabajo fueron las 7 variedades promisoriamente
seleccionadas del Instituto Nacional de Innovacion Agraria oriundo de la localidad

de Arequipa, Perti
3.2 Materiales
3.2.1 Material vegetal

Muestras de 7 variedades diferentes de Capsicum pubescens provenientes de la

estacion experimental INIA, de la Ciudad de Arequipa Perti.
3.2.2 Reactivos Quimicos

e Acetonitrilo grado HPLC (Merck)

e Metanol grado HPLC (Merck)

e Etanol grado HPLC (Merck)

e Acido acético glacial (Merck)

e Agua ultra pura

e Agua destilada

e Patron de Capsaicina (Sigma-Aldrich)

Tabla N° 12. Datos de calidad de solventes y patrén

Nombre Formula cas Calidad
Metanol CH;OH 404-86-4 >99% HPLC
Etanol C,HsO 64-17-5 95%
Acetonitrilo C,H3N 75-05-8 >99% HPLC
Patrén Capsaicina CisH27NO3 404-86-4+ >99% HPLC

3.2.3 Material de vidrio

Tubos de ensayo Pyrex con tapadera 20mL

Baguetas
Fiolas de 5 mL
Fiolas de 10 mL
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e Pipetas de 1,2,5 y10 mL

e Pipetas volumétricas de 1,2, 5y 10 mL
e Vasos de precipitados de 10 y 100 mL
e Probeta de 500 mL

e Viales de 2 mL para HPLC

3.2.4 Material convencional

e Columna LiChroCART® RP-18(5 um)

e Filtros de jeringa de 0.45 um estériles Macherey-Nagel
e Filtros de membrana 0.2pmesteriles Merck

e Espatula pequena

e Filtro de agua ultra pura

e Jeringas de 10 mL

e gradillas

e Papel Filtro Sartorius Whatman No. 40 Cualitativo

e Mascara de proteccion contra gases marca 3M

e Gorro de proteccion

e Guantes

3.2.5 Equipos

¢ Balanza electronica Ohaus Scout-pro sp202

e Balanza Ohaus Scout-pro

e Equipo de Ultrasonido , Sonicador JP SelectaCat3000683

e Licuadora marca Oster modelo BLST-W00-051 A 60HZ

e Bomba al vacio Cole Parmer 7049-02

e Cromatografo liquido de alta performance ( HPLC ) Merck Elite Lachrome
con los siguientes modulos:
-Organizador, Modelo L-2000; Serie 17E16-04
-Detector de Arreglo de Diodos, Modelo 1.-2450; Serie 1726-001
-Bomba, Modelo L-210; Serie 17E01-06
-Horno, Modelo L-2350; Serie 17E015-04
-Software: EZChrome Elite
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e Descriptor para Capsicum spp. Establecido por el International Plant Genetic

Resources Institute.

3.3 Métodos
3.3.1 Recoleccion de la muestra

El Instituto Nacional de Innovacion Agraria, INIA por sus iniciales, es un organismo
publico adscrito al Ministerio de Agricultura y Riego, responsable de disefiar y
ejecutar la estrategia nacional de innovacion agraria. El INIA es autoridad técnico
normativa en materia de semillas, seguridad de la biotecnologia moderna, registro
nacional de papa nativa peruana, camélidos sudamericanos domésticos, entre otros

del Peru. (129

Actualmente el INIA en La Estacion Experimental Agraria Arequipa viene
trabajando desde el 2011 el proyecto “Analisis de la Diversidad y Conservacion de
Germoplasma de la coleccion Nacional de “Rocotos”, Capsicum pubescens” trabajo
en el cual finalmente en enero del 2013 se seleccion6 7 variedades Optimas para la

conservacion de germoplasma de Capsicum pubescens. (129

Es de esta manera que las muestras fueron recolectadas manualmente en los
cultivares del Instituto de Innovacion Agraria INIA. Cada muestra consistid en
aproximadamente un kilogramo de frutos de Capsicum pubescens de cada accesion,
estas muestras fueron escogidos por el método de recoleccion y muestreo de espiga o
Zigzag. Obteniendo asi un total de 7 muestras representativas de cada accesion. Se
les pesé y los frutos de rocoto fueron empacados en bolsas plasticas con cierre
hermético hasta su llegada al laboratorio, donde se guardaron en refrigeracion hasta

el momento de su analisis.
A. Condiciones de siembra

Se averigu6 también las condiciones de siembra ya que las 7 variedades de rocoto
fueron cultivadas bajo los mismos parametros como caracteristicas del suelo las
cuales incluyen: topografia del suelo, pH, porcentaje de arena, porcentaje de
carbonatos (COs"), porcentaje de arcilla, porcentaje de limo, partes por millon de

oxido de fosforo (P205) y partes por millon de 6xido de potasio (K20) y porcentaje
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de nitrogeno, asi como condiciones de clima, disefio experimental, control de

malezas y la frecuencia y medio de riego.

Figura N°11. Representacion gréafica de la toma de muestras de Instituto de

Innovacion Agraria INIA, Estacion Experimental de Santa Rita de Siguas.

B. Identificacion y caracterizacion de la especie vegetal. Componentes
de estudio IPGRI

El Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI por sus siglas en ingles
International Plant Genetic Resources Institute) es una organizacion cientifica,
autonoma, de caracter internacional que funciona bajo los auspicios del Grupo
Consultivo para la Investigacion Agricola Internacional (GCIAI) y opera de la mano
de la Organizacion Mundial de las Naciones Unidas para el desarrollo de la
Agricultura. Sus actividades incluyen la recoleccion de germoplasma, su
conservacion y desarrollo; el mejoramiento varietal; el desarrollo de mejores
tecnologias de produccidn; estudios nutricionales y ambientales; transferencia de
tecnologias; capacitacion de personal de los programas nacionales y publicacion de
tecnologias de investigacion. Asi como también es el ente encargado de la
publicacion de descriptores internacionales de identificacion para los diferentes

cultivos de plantas a nivel internacional. )

Posterior a la recoleccion de las muestras, se realizd el reconocimiento de la especie
vegetal mediante evaluacion y caracterizacion frente a diferentes caracteristicas

utilizando el descriptor IPGRI para el género Capsicum spp.
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Los pardmetros a evaluar contaban con diferente numeracion para cada caracteristica
observada para los cuales se observaron los siguientes parametros anotando cada una

de las opciones que presentaron.

Parte vegetativa

a) Plantula (Registrar los datos cuando el brote terminal tiene de 1 a 2 mm de
tamaio) Color del hipocotileo
Opciones: 1 Blanco, 2 Verde, 3 Morado

b) Pubescencia del hipocotileo
Opciones: 3 Escasa, 5 Intermedia, 7 Densa

c) Color de la hoja cotiledonea
Opciones: 1 Verde claro, 2 Verde, 3 Verde oscuro, 4 Morado claro, 5
Morado, 6 Morado oscuro, 7 Jaspeado (abigarrado), 8 Amarillo, 9 Otro

d) Forma de la hoja cotiledonea
Opciones: 1 Deltoide, 2 Oval, 3 Lanceolada, 4 Elongada- deltoide

e) Longitud de la hoja cotiledonea [mm].Medir la longitud cuando las hojas
cotiledoneas estén completamente desarrolladas. Promedio de 10 hojas
cotiledoneas.

f) Ancho de la hoja cotiledonea [mm]. Medir la longitud cuando las hojas
cotiledoneas estén completamente desarrolladas. Promedio de 10 hojas
cotiledoneas

Datos de la planta

g) Ciclo de vida
Opciones: 1 Anual, 2 Bianual, 3 Perenne

h) Color del tallo. Se registra en las plantas jovenes antes del trasplante.
Opciones: 1 Verde, 2 Verde con rayas purpura. 3 Morado, 4 Otro

1) Antocianina del nudo (toda la planta).Se observa cuando la planta esta
madura
Opciones: 1 Verde, 3 Morado claro, 5 Morado, 7 Morado oscuro

j) Forma del tallo. Se observa cuando la planta estd madura
Opciones: 1 Cilindrico, 2 Angular, 3 Achatado (aplastado)

k) Pubescencia del tallo. Se observa en las plantas maduras, excluyendo los

primeros dos nudos debajo del brote.
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Opciones: 3 Escasa, 5 Intermedia, 7 Densa

1) Altura de la planta [cm].Se registra cuando comienza a madurar el primer
fruto en el 50% de las plantas
Opciones: lcuando <25, 2 entre 25-45, 3 entre 46-65, 4 entre 66-85, 5
cuando>85

m) Hébito de crecimiento de la planta. Observado cuando ha comenzado a
madurar el primer fruto en el 50% de las plantas.
Opciones: 3 Postrada, 5 Intermedia (compacta), 7 Erecta, 9 Otro

n) Ancho de la planta [cm]. Se mide inmediatamente después de la primer
cosecha, en el punto mas ancho

o) Longitud del tallo [em]. Se mide la altura hasta la primer bifurcacion,
inmediatamente después de la primer cosecha

p) Diametro del tallo [cm]. Se mide en la parte del medio hasta la primer
bifurcacion, inmediatamente después de la primer cosecha

q) Densidad de ramificacion
Opciones: 3 Escasa, 5 Intermedia, 7 Densa

r) Macollamiento. Se observa debajo de la primer bifurcacién
Opciones: 3 Escaso, 5 Intermedio, 7 Denso

s) Densidad de hojas. Se observa en plantas sanas y maduras. Promedio de 10
plantas
Opciones: 3 Escasa, 5 Intermedia, 7 Densa

t) Color de la hoja
Opciones: 1 Amarillo, 2 Verde claro, 3 Verde, 4 Verde oscuro, 5 Morado
claro, 6 Morado, 7 Jaspeado (abigarrado), 8 Otro

u) Forma de la hoja
Opciones: 1 Deltoide, 2 Oval, 3 Lanceolada

v) Margen de la lamina foliar
Opciones: 1 Entera, 2 Ondulada, 3 Ciliada

w) Pubescencia de la hoja. Se observa en las hojas maduras mas jovenes.
Opciones: 3 Escasa, 5 Intermedia, 7 Densa

x) Longitud de la hoja madura [cm]

y) Ancho de la hoja madura [cm].Se mide en la parte mas ancha de la hoja
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Inflorescencia

Inflorescencia. Datos registrados en flores totalmente abiertas durante el
primer flujo de floracion

a) Dias a la floracion. Numero de dias desde la siembra hasta que el 50% de las
plantas tienen por lo menos una flor abierta.

b) Numero de flores por axila
Opciones: 1 Uno, 2 Dos, 3 Tres o mas, 4 Muchas flores en racimo, pero cada
una en axila individual (crecimiento fasciculado), 5 Otro (es decir, cultivares
con dos flores en la primer axila y con una solamente en la otra)

c) Posicion de la flor. Se observa a la antesis.
Opciones: 3 Pendiente, 5 Intermedia, 7 Erecta

d) Color de la corola
Opciones: 1 Blanco, 2 Amarillo claro, 3 Amarillo, 4 Amarillo-verdoso, 5
Morado con la base blanca, 6 Blanco con la base purpura, 7 Blanco con el
margen purpura, 8 Morado, 9 Otro

e) Color de la mancha de la corola
Opciones: 1 Blanco, 2 Amarillo, 3 Verde-amarillento, 4 Verde, 5 Morado, 6
Otro

f) Forma de la corola
Opciones: 1 Redonda, 2 Acampanulada, 3 Otro

g) Longitud de la corola [cm].Promedio de 10 pétalos de corola diseccionada
Opciones: 1cuando <1.5, 2 entre 1-5-2.5, 3 cuando>2.5

h) Color de las anteras. Se observa inmediatamente después de la floracion y en
el momento de la antesis.
Opciones: 1 Blanco, 2 Amarillo, 3 Azul palido, 4 Azul, 5 Morado, 6 Otro

i) Longitud de la antera [mm].Promedio de 10 flores seleccionadas de 10
plantas. Observadas inmediatamente en el momento de la antesis

j) Color del filamento. Se observa inmediatamente cuando la antesis esta
completa
Opciones: 1 Blanco, 2 Amarillo, 3 Verde, 4 Azul, 5 Morado claro, 6 Morado,
7 Otro
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k) Longitud del filamento [mm]. Promedio de 10 flores seleccionadas de 10
plantas. Se observa inmediatamente a la antesis.

1) Exsercion del estigma. Exsercion con relacion a las anteras, Promedio de 10
flores seleccionadas de 10 plantas. Se observa a la antesis completa.
Opciones: 3 Inserto, 5 Al mismo nivel, 7 Exserto,

m) Esterilidad masculina
Opciones: 0 No, 1 Si

n) Pigmentacion del céliz
Opciones: 0 Ausente, 1 Presente

0) Margen del caliz
Opciones: 1 Entero (liso), 2 Intermedio, 3 Dentado, 4 Otro

p) Constriccion anular del caliz. En la union del caliz con el pedicelo. Se
observa cuando su estado es maduro.

Opciones: 0 Ausente, 1 Presente
Fruto
Los datos se registran en frutos maduros (a la primera cosecha), a menos que se
especifique lo contrario

a) Dias a la fructificacion. Numero de dias desde el trasplante hasta que el 50%
de las plantas tienen frutos en la primera y segunda bifurcaciones.

b) Manchas o rayas antocianinicas. Se observa en frutos inmaduros justo antes
de la madurez
Opciones: 0 Ausente, 1 Presente

c) Color del fruto en el estado intermedio. Se observa justo antes de la madurez.
Opciones: 1 Blanco, 2 Amarillo, 3 Verde, 4 Anaranjado, 5 Morado, 6 Morado
oscuro, 7 Otro

d) Cuajado del fruto. Se registra antes de la cosecha.

Opciones: 3 Bajo, 5 Intermedio, 7 Alto

e) Periodo de fructificacion. Numero de dias desde el primer cuajado del fruto

hasta la ultima formacion del fruto.

f) Color del fruto en estado maduro
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Opciones: 1 Blanco, 2 Amarillo-limén, 3 Amarillo-naranja palido, 4
Amarillo-naranja, 5 Naranja palido, 6 Naranja, 7 Rojo claro, 8 Rojo, 9 Rojo
oscuro, 10 Morado, 11 Marrén, 12 Negro, 13 Otro

g) Forma del fruto
Opciones: 1 Elongado, 2 Casi redondo, 3 Triangular, 4 Acampanulado,5
Acampanulado y en bloque, 6 Otro

h) Longitud del fruto [cm] Promedio de 10 frutos maduros de la segunda
cosecha.

1) Ancho del fruto [cm] Promedio de 10 frutos maduros de la segunda cosecha.

j) Peso del fruto [g] Promedio del peso de 10 frutos maduros de la segunda
cosecha.

k) Longitud del pedicelo del fruto [cm] Promedio de la longitud de 10 pedicelos
de la segunda cosecha medida hasta un Iugar decimal

1) Espesor de la pared del fruto (pdf) [mm] Promedio del espesor de 10 frutos
maduros de la segunda cosecha, medido en el punto mas ancho hasta un lugar
decimal

m) Forma del fruto en la union con el pedicelo.
Opciones: 1 Agudo, 2 Obtuso, 3 Truncado, 4 Cordado, 5 Lobulado

n) Cuello en la base del fruto
Opciones: 0 Ausente, 1 Presente

o) Forma del apice del fruto. Promedio de 10 frutos.
Opciones: 1 Puntudo, 2 Romo, 3 Hundido, 4 Hundido y puntudo, 5 Otro

p) Apéndice en el fruto, vestigio de la floracion
Opciones: 0 Ausente, 1 Presente

q) Arrugamiento transversal del fruto. Promedio de 10 frutos, (1/3 desde el final
del pedicelo).
Opciones: 3 Levemente corrugado, 5 Intermedio, 7 Muy corrugado

r) Numero de loculos. Observar 10 frutos, si el nimero de loculos (camara) es
uniforme, registrelo; si no, registre los dos nimeros mas frecuentes (o el
porcentaje de todas las categorias)

s) Tipo de epidermis del fruto

Opciones: 1 Lisa, 2 Semirrugosa, 3 Rugosa
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t) Persistencia del fruto maduro. Pedicelo con el fruto
Opciones: 3 Facil (leve), 5 Intermedia, 7 Persistente

u) Persistencia Pedicelo con el tallo
Opciones: 3 Facil (leve), 5 Intermedia, 7 Persistente

v) Longitud de la placenta
Opciones: 1 <1/4 longitud del fruto, 2 1/4-1/2 longitud del fruto, 3 >1/2
longitud del fruto

w) Condicion de mezcla varietal
Opciones: 3 Mezcla leve, 5 Mezcla intermedia, 7 Mezcla importante

Semilla

a) Color de la semilla
Opciones: 1 Amarillo oscuro (paja), 2 Marrén, 3 Negro, 4 Otro

b) Superficie de la semilla
Opciones: 1 Lisa, 2 Aspera, 3 Rugosa

¢) Tamano de la semilla. Promedio de 10 semillas escogidas al azar.
Opciones: 3 Pequena, 5 Intermedia, 7 Grande

d) Didmetro de la semilla [mm],Didmetro méximo de 10 semillas hasta dos
lugares decimales

e) Peso de 1000 semillas [g]

f) Numero de semillas por fruto. Promedio de por lo menos 10 frutos por
variedad escogidos al azar
Opciones: 1 cuando <20, 2 cuando 20-50, 3 cuando>50

g) Numero promedio de semillas en cada fruto.

3.3.2 Método de extraccion
A. Preparacion de las Muestras

Se homogenizé cada muestra de cada una de las siete variedades de rocoto mediante
el licuado de estas de las muestras; teniendo por separado 2 formas de muestra para

cada accesion, muestra de pulpa pura de rocoto y muestra de semillas de rocoto.

Para esta homogenizacion se utilizoé los rocotos de cada accesion, se les corto y se les

saco las semillas; se introdujo toda la carne del fruto a la Licuadora marca Oster
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modelo BLST-W00-051 A 60HZ, sin agregar liquido alguno por un periodo

aproximado de 5-10 minutos a temperatura ambiente.

De igual forma se procedi6é a homogenizar las semillas de rocoto sin liquido ni pulpa
alguna por un periodo de 5-15 minutos a temperatura ambiente parando cada minuto
para evita que el calor de la friccion de las cuchillas altere el contenido de Capsaicina

en las muestras.
B. Extraccion de Capsaicina

Para la extraccion de Capsaicina se pesod en una balanza electronica scout pro ohaus
sp 202, un tubo de ensayo con rosca, se taro la balanza y se agregd exactamente 1.00
g de muestra; posteriormente se afadio 5,10 o 20 mL de diversos solventes, en este

caso se empled metanol, etanol y acetonitrilo.

Estos tubos fueron colocados en el equipo de extraccion asistida por ultrasonido a

diferentes tiempos y temperaturas de extraccion.
C. Determinacion de parametros de extraccion

Para la determinacion de las condiciones Optimas para extraccion asistida por
ultrasonido se efectuaron pruebas piloto realizadas por triplicado, se modificd
diferentes variables y analizando sus resultados mediante cromatografia liquida de

alta performance- HPLC.

Los diferentes parametros evaluados en las pruebas piloto a diferentes condiciones

fueron temperatura, tiempo y relacion analito: solvente.
3.3.3HPLC
3.3.3.1 Desarrollo patrones cromatograficos

A. Preparacién de Solucién Stock

Se peso 10.00 mg patron de Capsaicina (Sigma-Aldrich) en balanza analitica; luego
se llevd a una fiola de 10 mL y se enrazé con metanol teniendo una concentracion

final de 1000 ppm.
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B. Preparacion de Estdndares

A partir de la solucion Stock se realizd las diluciones pertinentes para obtener

soluciones mas diluidas, siguiendo el procedimiento descrito a continuacion.

Se tomo una alicuota de 2 ml luego se llevo a una fiola de 10 mL y se enrazd con
metanol teniendo una concentracion final de 200 ppm. De esta se tom6 una nueva
alicuota de 5 mL luego se llevo a una fiola de 10 mL y se enrazd con metanol
teniendo una concentracion final de 100 ppm. Nuevamente se tomo una nueva
alicuota de 5 mL luego se llevo a una fiola de 10 mL y se enrazo con metanol
teniendo una concentraciéon final de 50 ppm. De esta ultima se tom6 una nueva
alicuota de 5 mL luego se llevo a una fiola de 10 mL y se enrazo con metanol
teniendo una concentracion final de 25 ppm. Finalmente se tom6 una nueva alicuota
de 5 mL luego se llevé a una fiola de 10 mL y se enrazo con metanol teniendo una

concentracion final de 12.5 ppm.
C. Preparacion de fase movil y desgasificacion

Para la preparacion de la fase movil se tomd con una pipeta 2 mL de acido acético
glacial y se dispuso en un matraz de un litro, luego se enrazé con agua destilada ultra
pura hasta volumen de un litro. Se armé un equipo convencional de sistema de vacio
para solventes de HPLC. Se usé como filtro, un filtro de membrana de 0.2 um estéril.
Se introdujo en el vaso una pequefia proporcion y se cebd tanto como el matraz
kitosato como el recipiente a contener finalmente el solvente. Luego se filtro toda el
agua destilada ultra pura. Se llevo a la botella de solvente para HPLC y esta se
conect6 a la bomba del equipo. El metanol >99% HPLC se filtré por el mismo
equipo con un nuevo filtro de membrana de 0.2 p estéril, se cebd tanto como el
matraz kitosato como el recipiente a contener finalmente el solvente. Luego se filtré
todo el metanol >99% HPLC. Se llevo a la botella de solvente para HPLC y esta se

conect6 a la bomba del equipo.
D. Preparacion de equipo HPLC

Para la preparacion del Equipo primero se prendido el computador. Se abrio el

programa Software EZChrome Elite en forma on line. Seguidamente se prendi6 el
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equipo en el siguiente orden Organizador, Modelo L-2000 Serie 17E16-04; Detector
de Arreglo de Diodos, Modelo L-2450 Serie 1726-001; Bomba, Modelo L-210 Serie
17E01-06 y finalmente el Horno, Modelo L-210 Serie 17E01-06.

Figura N°12. Esquema de equipo de filtracion
El vaso superior esta separado por una membrana de 0.2 um.
E. Operaciones de inicio del equipo de HPLC.

Para la purga de canales: Se desajusto la valvula de purgado girando la valvula en
sentido contrario a las manecillas del reloj. Se fué al menu control, opcién instrument
status, pestafia pump y se realiz6 un click en purge. Se selecciono el canal (A-B-C-D
respectivamente), se realizdo un click en el boton denominado purge on, y de esta
manera se inicio el purgado, este se realiz6 por un periodo de 10 minutos como
minimo por canal. Transcurridos 10 minutos se presiond purge off y se cerr6 la

ventana haciendo click en close.

Para la purga de aguja: Para la purga de la aguja se fué al menu control, opcion
instrument status, se ubico en la pestaiia de nombre sampler, se realizoun click en
purge position. Se llegé al mena control, opcidn instrument status, se ubicd en la
pestafia pump, se hizo click en purge .Se selecciono el canal, se hizo click en el botoén

purge on, dando inicio al purgado, el purgado fue realizado por un perido de 5

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

) :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

minutos como minimo por canal. Transcurrido el tiempo necesario se presiond purge

off, se cerrd la ventana haciendo click en close.

Para la purga de jeringa: Se fue al menu control, opcion instrument status, se ubicd
en la pestafia de nombre sampler, se realizé un click sobre syringecpure/plungerwash
y apareci6é una venta donde se hizo click en ok. Se fué al meni control, opcion

instrument status, se ubico en la pestafia PUMP, se hizo click en purge.

Se seleccion6 el canal, se hizo click en purge on, dando inicio al purgado, el purgado
fue realizado 10 minutos como minimo por canal. Transcurrido el tiempo necesario

se presiono purge off y se cerrd la ventana haciendo click en close.

Para el lavado del Sistema: Se fué a menu control opcion instrument status, se ubico
en la pestafia de nombre pump, se hizo click sobre manual set y se ingreso las
condiciones cromatograficas de flujo y proporcion de solventes que se desearon para
el lavado. Se fue a la pestana de DAD. Se apagd las lamparas en caso estas
estuvieran encendidas haciendo click sobre los botones de d2 lamp off. El lavado se
realizd con agua ultra pura desgasificada por lo menos 30 minutos y luego 30

minutos con solvente organico (metanol a flujo de 1 mL /min.
F. Determinacion de longitud de onda

Se utiliz6 el equipo de HPLC para determinar la longitud de onda a la cual el

estandar presenta mayor absorcion.

Para esto se corrié la muestra de concentracion de 50 ppm por el equipo de HPLC, se
corrid la muestra haciendo clic en set up, andlisis, se hizo clic en la opcion axis
properties, luego se escogi6 la opcion 'left Y axis y debajo de esta opcion se eligio
los rangos ente 200 y 300 nm, dela misma manera se eligid valores entre 100 y 300
nm para la opcion de right Y axis. Despues de poner los parametros a trabajar se
observo el cromatograma pudiendo determinar de esta forma la mejor longitud de

onda.
G. Estandarizacion del método

Cada uno de los estandares fue filtrado con filtros de jeringa de 0.45 pum estériles de

marca Macherey- Nagel, acoplados a jeringas de 10 mL para eliminar las particulas
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pequeiias en la solucion. Se tomd una alicuota de 2 mL y se llevo a viales para HPLC

de 2 mL. Se tapo estos viales y se colocaron el automuestrador.

Habiendo ya acondicionado la columna con la fase movil se inyectd 20 pL de cada
uno de los estdndares a un flujo del mL/Min. La deteccién de la Capsaicina se
realizd a 280 nm de longitud de onda. Posterior a este procedimiento se construy6 la
curva de calibracion correspondiente con los valores de area de pico presente en el
cromatograma obtenido, sometiendo estos valores a un analisis de regresion lineal.

Seguidamente se determind parametros de linealidad, sensibilidad y precision.

Finalmente se abri6 el icono de wizdard del instrumento y se cred un método nuevo
denominado Capsaicina. Teniendo asi las referencias de las condiciones Optimas del

método para las mediciones de las muestras posteriores.
3.3.4 Cuantificacion de Muestras

Posterior a la extraccion asistida por ultrasonido se filtr6 cada una de las muestras
con filtros de jeringa de 0.45 um estériles de marca Macherey-Nagel, acoplados a
jeringas de 10 mL para eliminar las particulas pequefias en la solucion. Del extracto
se tomd con jeringa de 10 mL una alicuota de 2 mL y se llevo a viales para HPLC de

2 mL.

Se tapo estos viales y se colocaron el automuestrador. Se cargd el método de
determinacion y cuantificacion de Capsaicina creado previamente y se corrieron las

muestras en el equipo de HPLC para su analisis.
3.3.5 Meétodos estadisticos

Frente a los resultados obtenidos en laboratorio para la determinacion del método,
estos fueron sometidos a analisis de dispersion como son la desviacion estandar (S),
la desviacion estandar relativa (RSD) ademés de las pruebas de significacion como

analisis de varianza ANOVA.
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CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Desarrollo de métodos

Después de exponer el capitulo III correspondiente a Materiales y Métodos,
procedemos a desarrollar los métodos correspondientes al trabajo “Extraccion y
cuantificacion de Capsaicina de siete variedades de Capsicum pubescens “Rocoto”

nativas de Arequipa” pudiendo analizar sus resultados.
4.1.1 Recoleccion de la muestra

Se envi6 una carta de presentacion al Instituto de Innovacion Agraria INIA
solicitando se brindaran facilidades para la toma de muestra de las 7 variedades
promisorias del Programa Nacional de Innovacion Agraria de Recursos Genéticos y
Biotecnologia; teniendo respuesta positiva a esta solicitud. Se realizo un viaje para la
recoleccion de muestras a la estacion experimental de Santa Rita de Siguas
localizado en la region de Arequipa, distrito de Santa Rita de Siguas. Esta estacion
estd localizada a una de altitud 1.280 m.s.n.m, con coordenadas longitud 16° 28°00”,

latitud 70° 07°00".

Las muestras de los frutos de rocoto fueron empacadas en bolsas plasticas con cierre
hermético hasta su llegada al laboratorio, donde se guardaron en refrigeracion hasta

el momento de su analisis.
A. Condiciones de siembra

Estudios sobre capsaicinoides han demostrado que el contenido en capsaicinoides
estd genéticamente controlado, pero también se ve afectado por variables medio
ambientales, como la temperatura, la luz, la humedad del suelo o los niveles de

fertilizacion de éste. (33 56) (109 7

Es por esta razon la cual se optd por analizar muestras en las que no existieron
mayores variables y que tuvieran las mismas condiciones de siembra para que al
momento de analizar el contenido y porcentaje de Capsaicina por accesion, seria

representativo solamente de cada variedad de cultivo.
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Figura N°13. Vista Satelital del Instituto de Innovacion Agraria INIA, Estacion

Experimental de Santa Rita, Arequipa.

Las condiciones de siembra en lo que a topografia del suelo refiere de las siete

variedades de rocoto son reportadas en la Tabla N° 13.

Las condiciones de clima de la estacion experimental del INIA sede Santa Rita de
Siguas en la ciudad de Arequipa, se encuentra dentro de la zona agroecoldgica costa
templada célida, cuyos registros climaticos presentan apara el afio 2013 desde enero
a diciembre temperaturas minimas de 5 °C, temperatura media anual de 15.70 °C y
maxima de 26 °C, humedad relativa ambiental maxima de 50%, minima de 10.5% y

media de 30.25%, evaporacion promedio de 8.0 mm y precipitacion de 1.7 mm/afio.

En cuanto al disefio experimental, las variedades (unidades experimentales)
estuvieron distribuidas de forma sistematica formando bloques de 40 variedades,
cada unidad experimental estuvo constituida por 05 plantas con distanciamiento de
1.50 m entre variedad y entre planta 1.50 m. El control de malezas, fue realizado

manualmente con obreros de campo y permanente.
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La frecuencia y medio de riego: al cultivo de rocoto en la estacion experimental de
Santa Rita de Siguas, en Arequipa fue aplicada por medio del sistema de riego por
goteo, el agua se aplicod con frecuencia de 1 h/dia de acuerdo a la evapotranspiracion

anual.

Tabla N° 13. Caracteristicas de Suelo

Caracteristicas De Suelo

topografia de suelo plana con 0% de pendiente, de
textura franco arenoso

pH 7.65

Arena 88.88%

CO3 (%) 4.35

Arcilla 3.84%

Limo 7.28%

P20s 4.97 ppm

K20 400 ppm

Nitrogeno (%) 0.05

Carbonatos (COs"), de 6xido de fosforo (P205) 6xido de potasio (K20).
B. ldentificacion y caracterizacion de la especie vegetal

Las muestras obtenidas contaban con una codificacion emitida por el Instituto de
Innovacion Agraria INTA, estas fueron codificadas nuevamente para mayor facilidad

al momento de realizar la parte experimental de la extraccion de Capsaicina.

La identificacion de la especie vegetal y de los componentes del estudio IPGRI a
para los parametros de datos de planta, inflorescencia y parte vegetativa, fueron
realizados en la estacion experimental de Santa Rita de Siguas. Se tuvo especial
cuidado al momento de analizar estos parametros para no dafiar las plantas de rocoto

de ninguna manera.

Las muestras fueron empacadas en bolsas herméticas hasta su llegada al laboratorio.
El andlisis de fruto y semillas se realizé a la llegada del laboratorio. Posterior al

analisis las muestras fueron congeladas para evitar la degradacion de la especie
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vegetal y de la Capsaicina. La nueva codificacion de las muestras de rocoto se

describe de en la Tabla N° 14.

Tabla N° 14. Codificacion de las muestras recolectadas

CODIGOS
Cddigo de Variedad | Codigo
INIA Extraccion
1 PER007185 A
2 PER007110 B
3 PER007115 C
4 PER007144 D
5 PER007182 E
6 PER007114 F
7 PER007109 G

C. Componentes de estudio IPGRI

Los componentes de estudio a tener como parametros fueron: color del hipocotileo,
pubescencia del hipocotileo, color de hoja cotiledonea, ciclo de vida, color del tallo,
antocianina del nudo, forma del tallo, pubescencia del tallo, altura de la planta, habito
de crecimiento de la planta, ancho de la planta, longitud del tallo, diametro del tallo,
densidad de ramificacion, macollamiento, densidad de hojas, color de hoja, forma de
la hoja, margen de la lamina foliar, pubescencia de la hoja, longitud de la hoja
madura, ancho de la hoja madura, dias de floracion, numero de flores por axila,
posicion de la flor, color de la corola, color de la mancha de la corola, forma de la
corola, longitud de la corola, color de las anteras, longitud de las anteras, longitud de
la antera, color de filamento, longitud de filamento, exencion de estigma, esterilidad
masculina, pigmentacion del caliz, margen de caliz, constriccidon anular de céliz, dias
a la fructificacion, color del fruto en estado maduro, forma del fruto, longitud del
fruto, ancho del fruto, peso del fruto, longitud de pedicelo del fruto, espesor de la
pared del fruto, forma del fruto en la unién con el pedicelo, cuello en la base del
fruto, forma del 4pice del fruto, apéndice del fruto, vestigio de la floracion,

arrugamiento transversal del fruto, numero de loculos, tipo de epidermis del fruto,
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pedicelo con el fruto, pedicelo con el tallo, longitud de la placenta, condicion de
mezcla varietal, color de la semilla, superficie de la semilla, tamafio de la semilla,

diametro de la semilla, nimeros de semillas por fruto, peso de frutos.

Estos parametros estan subdivididos en secciones: parte vegetativa, datos de la
planta, inflorescencia, fruto y semillas. Con respecto a la descripcién y analisis
morfoldgico, se eligié una opcidon por parametro a evaluar de los componentes de

estudio [PGRI para las siete variedades de rocoto.

En la tabla N° 15 se reportan los resultados de la evaluacion de las siete variedades
de rocoto para los parametros de parte vegetativa segin el descriptor IPGRI para
Capsicum Pubescens. Asimismo en la tabla N° 16 se reportan los resultados de la
evaluacion de las 7 variedades de rocoto para los parametros de semillas segun el

descriptor [IPGRI.

Tabla N° 15. Resultados de la evaluacion mediante el descriptor IPGRI, para la

seccion de parte vegetativa.

PARAMETRO
Parte Vegetativa ACCESION
Codigo de extraccion A B c D E F G
PER |PER |PER PER |PER |PER PER
007 007 007 007 007 007 007
Cédigo de accesion 185 110 115 144 182 114 109
a Color del hipocotileo 3 3 3 3 3 3 3
b Pubescencia del hipocotileo 7 7 7 7 7 7 7
c Color hoja cotiledonea 2 2 2 2 2 2 2
d Forma hoja cotiledonea 3 3 3 3 3 3 3
e Longitud de la hoja cotiledonea 1.34 |14 1.36 142 [134 |1.34 1.38
f Ancho de la hoja cotiledénea 0.54 (0.4 0.46 036 046 |05 0.28

Tabla N° 16. Resultados de la evaluacion mediante el descriptor IPGRI, para la
seccion de semillas.

PARAMETRO )
Semillas ACCESION
Codigo de extraccion A B c D E F G
a Color de la semilla 3 2 3 2 1 3 3
b Superficie de la semilla 3 3 3 3 3 3 3
c Tamafio de la semilla 7 7 7 7 7 7 7
d Didmetro de la semilla 0.5 0.52 |0.56 0.52 0.5 0.51 0.56
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Peso de 1000 semillas [g] No se llegd a pesar 1000 semillas por falta de cantidad
e de muestra
f Numero de semillas por fruto 3 3 3 3 3 3 3
Numero promedio de semillas 150 342 |60 115 200 |97 45

En la tabla N° 17 se reportan los resultados de la evaluacion de las 7 variedades de
rocoto para los parametros de datos de la planta segun el descriptor IPGRI para

Capsicum Pubescens.

Tabla N° 17. Resultados de la evaluacion mediante el descriptor IPGRI, para la

seccion de datos de la planta.

PARAMETRO
Datos de la planta ACCESION
Cadigo de extraccion A B C D E F G
g | Ciclo de vida 3 3 3 3 3 3 3
h Color del tallo 3 3 3 3 3 3 3
i Antocianina del nudo 5 5 5 5 3 5 5
j Forma del tallo 2 2 2 2 2 2 2
k | Pubescencia del tallo 7 3 5 7 iy 5 7
1 Altura de planta 1.35 [0.77 |0.73 0.74 |0.54 [0.73 1.24
m | Habito de crecimiento 3 5 3 5 3 5 5
n | Ancho de planta 1.5 1.24 |1.29 1.4 1.17 |1.29 1.82
o | Longitud de tallo 1.36 |091 |1.18 1.16 |0.86 |1.06 1.62
p | Diametro de tallo 292 |19 |244 1.88 |23 1.97 1.96
q | Densidad de ramificacion 5 5 5 5 5 5 5
r Macollamiento 5 5 5 5 5
s Densidad de hojas 7 7 7 7 7 7 7
t Color de la hoja 3 3 3 3 3 3 3
u Forma de la hoja 2 2 2 2 2 2 2
v Margen de la lamina foliar 1 1 1 1 1 1 1
w | Pubescencia de la hoja 5 5 5 5 5 5 5
x | Long. hoja madura 6.01 |6.66 |6.61 9.11 |8.44 |6.59 7.83
y Ancho hoja madura 321 |53 4.61 512 (447 494 5.44

Para los parametros de longitud, sus datos estan expresados en cm.
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Seguidamente, podemos observar en la tabla N° 18 el reporte de los resultados de la
evaluacion de las 7 variedades de rocoto para los parametros de inflorescencia segiin

el descriptor IPGRI para Capsicum Pubescens.

Tabla N° 18. Resultados de la evaluacion mediante el descriptor IPGRI, para la

seccion de datos de Inflorescencia.

PARAMETRO
Inflorescencia ACCESION

Codigo de extraccion A B C D E F G

a Dias de floracion 35 25 45 26 23 28 31

b Nro. De flores por axila 1 1 1 1 1 1 1

c Posicion de flor 7 7 7 7 7 7 7

d Color de la corola 5 5 5 7 v 5 5

e Color de la mancha de la corola 1 1 1 1 1 5 5

f Forma de la corola 2 2 2 2 2 2 2

g Long. de la corola (cm) 1.12° [1.27 |12 1.22 [0.87 [1.34 1.27
h Color de las anteras 5 5 5 5 5 5 5

i Long. de las anteras 026 (031 [0.26 026 (024 [0.27 0.29
] Color del filamento 5 5 5 5 5 5 5

k Long. del filamento 0.33 042 [0.49 041 (026 [0.38 0.61
1 Exsercion del estigma 5 5 5 5 5 5 5

m | Esterilidad masculina 0 0 0 0 0 0 0

n Pigmentacion del céliz 1 1 1 1 1 1 1

0 Margen del caliz 3 3 3 3 3 3 3

p Constriccion anular del céliz 1 1 1 1 1 1 1

Figura N°14. Vista de planta y flor del cultivo de rocoto de la Estacion Experimental

de Santa Rita de Siguas.

En la tabla N° 19 se reportan los resultados para los pardmetros de fruto de la planta.

Tabla N° 19. Resultados de la evaluacion mediante el descriptor IPGRI, para fruto.
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PARAMETRO )
Fruto ACCESION
Cddigo de extraccidon A B c D E F G
Dias de la fructificacion (dias|126 -|120 -|121 -|124 -|125 -|123 -1 122 -
A | desde el trasplante ) 130 {130 [130 130|130 |130 130
B | Manchas o rayas antocianinicas |1 1 1 1 1 1 1
Color d;l fruto en el estado 3 3 4 3 3 4 4
C |intermedio
D | Cuajado del fruto 5 5 5 7 7 5 7
E | Periodo de fructificacion (dias) |60 60 60 60 60 60 60
Naranja Rojo
Color del fruto en estado maduro | Verde | Verde | Naranja | Verde | Verde J2 | Obsc
F Amarillo uro
Forma del fruto (promedio de 3 4 4 5 5 5 3
G | frutos)
Longitud del fruto (promedio de 5 6.5 5 45 57 43 53
H | frutos)
Ancho del fruto (promedio de 35 45 2 5 55 4 32
I frutos )
Peso del fruto (peso promedio de 70 R0 60 30 95 50 45
J cada fruto ) (g)
g | Longitud del pedicelo del fruto | 3.9 3.11 |2.94 329 |46 |26 2.78
Espesor de la pared del fruto 5 3 6 7 7 4 5
L |(mm)
Formg del fruto en la unién con 4 5 b 5 5 3 3
M el pedicelo
N | Cuello en la base del fruto 1 1 1 0 1 0 0
O | Forma del apice del fruto 2 3 1 3 3 2 2
P | Apéndice en el fruto 0 0 0 0 0 0 0
Arrugamiento  transversal del 5 5 3 5 7 3 3
Q |fruto
R | Numero de l6culos 2 3 2 3 4 4 3
S | Tipo de epidermis del fruto 3 2 1 1 3 3 3
Persistencia: pedicelo con el 7 7 7 7 7 7 3
T |fruto
U | Persistencia: pedicelo con el tallo | 3 3 3 3 3 3 3
V | Longitud de la placenta 3 3 3 3 3 3 2
w | Condicion de mezcla varietal 3 3 3 3 3 3 3

Las caracteristicas mas remarcables y las variables escogidas de este estudio a
analizar y comparar con el contenido de Capsaicina de cada variedad de rocoto

fueron color, numero de l6culos, cantidad de semillas y color de semillas.
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Variedad A

La variedad A, correspondiente al codigo de variedad PER007185, se caracterizo por
presentar color verde, contar con 2 niimeros de l6culos, 150 semillas como promedio

por cada fruto y estas eran de color negro.
Variedad B

La variedad B, correspondiente al codigo de variedad PER007110, se caracterizd por
presentar color verde, contar con 3 niimeros de l6culos, 342 semillas como promedio

por cada fruto y estas eran de color marron.
Variedad C

La variedad C, correspondiente al cddigo de variedad PER007115, se caracterizé por
presentar color naranja, contar con 2 numeros de loculos, 60 semillas como promedio

por cada fruto y estas eran de color negro.
Variedad D

La variedad D, correspondiente al cédigo de variedad PER007144, se caracterizo por
presentar color verde, contar con 3 ntimeros de 16culos, 115 semillas como promedio

por cada fruto y estas eran de color marrén.
Variedad E

La variedad E, correspondiente al codigo de variedad PER007182, se caracteriz6 por
presentar color verde, contar con 4 nimero de loculos, 200 semillas como promedio

por cada fruto y estas eran de color amarillo obscuro (paja).
Variedad F

La variedad F, correspondiente al codigo de variedad PER007114, se caracterizé por
presentar color naranja amarillo, contar con 4 nimeros de loculos, 97 semillas como

promedio por cada fruto y estas eran de color negro.
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Variedad G

La variedad G, correspondiente al codigo de variedad PER007109, se caracterizo por
presentar color rojo, contar con 3 numeros de l6culos, 45 semillas como promedio

por cada fruto y estas eran de color negro.
4.1.2 Método de extraccion
A. Preparacion de las Muestras

En la primera prueba piloto se observd que la Capsaicina, al momento de licuar los
rocotos se volatilizaba en algun porcentaje , ya que posterior al licuado emitia un gas
sumamente picante ; por esta razon se decidio congelar los rocotos a 10 C ° y asi
evitar este proceso , de tal manera que la homogenizacion de rocotos se realizo con
los rocotos en un estado de semi descongelacion para que permitiera cortarlos en
trozos mas pequefos , para poder efectuar el proceso de recoleccion de semillas y
separar de esta manera la pulpa de las semillas; de esta manera se cont6 con dos tipos

de muestra por cada variedad de rocoto; muestra de pulpa y muestra de semillas.

En cuanto a la velocidad de homogenizacion, al emplear la licuadora se utilizd
alternando la velocidad de cuchillas para evitar degradacion por friccion, teniendo
precaucion del gas de evaporacion que salia de la licuadora ya que este era altamente

irritante.
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B. Extraccion de Capsaicina

En la abundante bibliografia existente sobre los capsaicinoides se observa que se
utiliza una gran variedad de métodos de extraccion de capsaicinoides en pimientos,
como puede ser la maceracion y la extraccion en equipo Soxhlet. En los tltimos afios
han cobrado una gran importancia nuevas técnicas de extraccion, como la extraccion
mediante agitacion magnética, la extraccion enzimatica, la extraccion asistida por
microondas, la extraccion con fluidos supercriticos y la extraccion asistida por
ultrasonidos, que en las ultimas décadas se han estudiado para el andlisis de

compuestos naturales en plantas y alimentos.

La seleccion del disolvente mas apropiado a la hora de extraer los analitos de interés
de la matriz de la muestra es un paso fundamental a la hora de desarrollar cualquier

método de extraccion.

Por un lado la efectividad de la extraccion asistida por ultrasonido va a depender de
la capacidad que tenga el disolvente de extraccion para absorber y transmitir la
energia de los ultrasonidos. Ademas, los capsaicinoides deben de ser solubles en el
disolvente que empleemos para la extraccion. Los disolventes que se han estudiado
para extraer los capsaicinoides de la matriz de la muestra han sido el metanol, etanol,

acetonitrilo y agua.

Es entonces que, teniendo en cuenta la extensa informacion y discrepancia de datos
bibliograficos se optd intentar la extraccion asistida por ultrasonido con todas las
variables posibles como son temperatura, tiempo, relacion analito-solvente y solvente
de extraccion. Para ello primero se pesd 1 g de cada una de las muestras y se les

afnadio 10 mL de solvente para cada caso de las diferentes pruebas piloto.

En la primera prueba piloto, se utilizd metanol, etanol, acetonitrilo y agua. Los
resultados mostraron que el agua no debia ser usada como solvente de extraccion a
pesar de lo mencionado anteriormente, ya que por su naturaleza lipidica y polaridad

esta no era soluble en agua y el porcentaje de extraccion fue muy pequefio.
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C. Determinacion de parametros de extraccion

Se realizaron 108 pruebas piloto para cada solvente, experimentos realizados por
triplicado, modificando diferentes variables y analizando sus resultados mediante
cromatografia liquida de alta performance - HPLC para poder llegar a alcanzar las

condiciones Optimas de extraccion.

Tabla N° 20. Parametros evaluados en las pruebas piloto a diferentes condiciones

Solvente Tiempo de | Temperatura de Relacion Analito
Extraccion (Min) Extraccion (°C) Solvente (g: mL)
Metanol 10-20-30-40-50-60 20-25-30-35-40-50 1:51:10 1:20
Etanol 10-20-30-40-50-60 20-25-30-35-40-50 1:51:10 1:20
Acetonitrilo 10-20-30-40-50-60 20-25-30-35-40-50 1:51:10 1:20

No se excedio de 60 °C para no exceder el punto de ebullicion de metanol 64.7 °C,

etanol 78.7 °C y acetonitrilo 82 °C.

Entonces, posterior al andlisis de cada posible combinacién de los pardmetros
anteriormente mostrados, se demostr6 que los parametros 6ptimos de extraccion seria
el tratamiento con 10 mL de metanol como solvente extractivo por cada 1 g de
muestra, en relacion 1:10, durante 20 minutos a una temperatura de 25 C° demostro

tener las mejores condiciones de extraccion.

El notable estudio realizado por M. Collins en 1995 y reconocido a nivel mundial
como uno de los estudios comparativos mas importantes realizados en relacion a la
extraccion de capsaicinoides en el género Capsicum, nos indica el uso de metanol
como solvente de extraccion en relacion 1:10 analito solvente, Este estudio utiliza
como unico método de extraccion, un bafio caliente durante 4 horas. Este mismo
estudio asegura que agua no es un muy buen disolvente a la hora de extraer
capsaicinoides, pero en determinadas ocasiones, la adicion de pequefios porcentajes
de agua en el disolvente de extraccion, ayuda a incrementar la eficacia de extraccion

de los analitos de interés de la muestra. (1%
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De igual manera otros estudios indican como mejor solvente de extraccion al
metanol en relacion 1:10 analito solvente, obteniendo mejores rendimientos y
menores interferencias. Reportando una gran eficacia de extraccion con pequefias

cantidades de pigmentos y aceites extraidos con la Capsaicina. 2D (110), (11D, (112), (113)

Los parametros de estos estudios coinciden con los parametros finales establecidos

para el método de extraccion de este estudio.

Tabla N° 21. Parametros finales establecidos para el método de extraccion.

Parametros de extraccion
Método de extraccion Ultrasonido
Cantidad De Solvente 10 mL
Solvente metanol
Muestra lg
Relacion 1:10
Tiempo 20 minutos
Temperatura 25 C°.

Asimismo se tuvo sumo cuidado con la extraccion asistida por ultrasonido para no

romper los tubos contenedores de muestra, como se ve en la figura N°15.

Figura N°15. Vista del Equipo de extraccion asistida por ultrasonido, con muestras

de rocoto.
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4.1.3HPLC

Estudios realizados entre los afios 1950 y 1960, en donde no se contaba con la
cromatografia liquida de alta performance -HPLC, la separacion se realizaba en
placas de silice y luego se cuantificaba la Capsaicina presente por

Espectrofotometria. (14

El analisis de Capsaicina o compuestos capsaicinoides se realizo en las décadas de
los 80’s y 90’s por Espectrofotometria, posteriormente con el incremento de
tecnologias este analisis comenzd a realizarse por cromatografia de gases y
cromatografia liquida de alta performance —HPLC. En el afio 2002 se realizo la
separacion de Capsaicina y Dihidrocapsaicina extraidos de Chile Habanero. (11- (115
Desde entonces, esta es la técnica utilizada mayoritariamente en los ultimos afios

para la determinacion y cuantificacion de Capsaicina.
4.1.3.1 Desarrollo patrones cromatograficos
A. Preparacion de Solucién Stock

Se tom¢ la precaucion de usar guantes y mascarilla ya que no se debe manipular ni
inhalar la Capsaicina concentrada para que no entre en contacto con la piel ya que la

Capsaicina es un irritante de la piel y de las mucosas.

Tabla N° 22. Concentracion de estandares

Estandar Volumen Concentracion
de alicuota | Capsaicina (ppm )
(mL)

Solucién Stock 1000

1 2 200

2 5 100

3 5 50

4 5 25

5 5 12.5

Concentracion de estandares (El volumen total de cada uno de los estandares fue

completado con metanol >99% HPLC)
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B. Preparacion de Estdndares

Posterior a la diluciones de la solucion madre se consiguid tener 5 estandares los
cuales se corrieron en el equipo de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia. La

concentracion final de cada uno de los estafiares se muestra en la tabla N° 22.
C. Preparacion de fase movil y desgasificacion

El procedimiento de filtracion se efectudé por dos motivos, para evitar impurezas o
contaminacion en el solvente, asi como remociéon de particulas inertes y para
desgasificar el solvente ya que gases disueltos en la fase movil puede producir
inconvenientes tales como: liberacion de burbuja en el cabezal de la bomba, celda de
detector, perdida de sensibilidad en los detectores de fluorescencia y oxidacion de los

analitos.
D. Determinacion de longitud de onda

El barrido espectral se realiz6 mediante el equipo de HPLC, para este barrido se

tomo valores desde 200 nm hasta 300 nm.

Después de efectuar el correspondiente barrido espectral con el equipo de HPLC, se
observo el cromatograma a diferentes tipos de vision pudiendo determinar de esta
forma la mejor longitud de onda. Para el caso de Capsaicina se determind que 280

nm seria la mejor longitud de onda.

Se realiz6 adicionalmente una prueba de pureza de pico demostrando asi que solo se

trata de un compuesto y no existen compuestos sobrelapados.
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Figura N°16. Figura del barrido espectral de patron de Capsaicina en software del

equipo de HPLC
E. Estandarizacion del método

Posterior a varias corridas cromatograficas, donde se evalu6 los resultados finales de
area de pico, ruido y tiempo de retencion, se determind que los parametros optimos
para el método de determinacion y cuantificacion de Capsaicina serian los mostrados

en la tabla N° 23.

Se utilizo agua acidificada con 2 mL de 4cido acético glacial para cada litro de agua;
con este procedimiento se acidifico el agua y de esta manera mantuvo estable el pH

de la fase movil.
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Tabla N° 23. Condiciones del Método

Condiciones del Método

Fase Estacionaria

Columna LiChroCART ® RP-C18(5 um)
de acero Inoxidable

Fase Movil 68 % metanol

32 % agua acida
Sistema Isocratico
Flujo 1 mL/Min
Longitud De Onda 280 nm
Temperatura De La Columna 45°C
Volumen De Inyeccion 20uL para estandar

10 pL para muestras

Numero de repeticiones 3
Tiempo de retencion 3.2 min
Tiempo no retenido (ruido ) 1 min
Tiempo total de corrida 10 min

Método de calculo

Estandar externo

F. Curva de calibracién

La curva de calibracion se elaboro a partir de las diluciones efectuadas de la solucion

stock de 1000 ppm del estandar de Capsaicina; obteniendo datos del area por

triplicado como se muestran en la tabla N° 24.

Tabla N° 24. Datos para la curva de calibracion de Capsaicina

Datos Referenciales Area de Curva
Concentracion | Repeticion | Repeticion | Repeticion
Estandar | (ppm) Ia 2 3
5 12.5 303720 281111 300138
4 25 568410 570255 585574
3 50 1098119 1126188 1118651
2 100 2116844 2148021 2147139
1 200 4331391 4332876 4348000
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Para los datos cuantitativos se utilizaron medias descriptivas numéricas como

muestra la tabla N° 25.

Tabla N° 25. Descripcion de los datos cuantitativos

Area De Curva
Concentracion | Repeticion | Repeticion | Repeticion | Promedio
Estandar | (Ppm) 1 2 3 Area S DSR %
5 12.5 303720 281111 300138 294989.6667 12151.9843 4.12
4 25 568410 570255 585574 574746.3333 9422.30228 1.64
3 50 1098119 1126188 1118651 1114319.333 14527.2052 1.30
2 100 2116844 2148021 2147139 2137334.667 17750.9168 0.83
1 200 4331391 4332876 4348000 4337422.333 9190.57019 0.21

Como medida de tendencia central se tom6 el valor promedio y como medida de
variabilidad la desviacion estandar, S y la desviacion estandar relativa, RSD. Los
resultados individuales son proximos uno del otro, alrededor del valor promedio,
entonces el error aleatorio es pequeio, lo cual indica que los resultados son precisos,

tal y como se muestra en la figura N° 17.

Figura N° 17. Grafica de la calibracion en funcion a su desviacion estandar

Grafica de calibracion para Capsaicina
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La desviacion estandar relativa RSD, es la expresion del porcentaje de variabilidad
de los resultados experimentales, es entonces que a mayor concentracion de los
estandares, los datos tienden a tener menor variabilidad. Asimismo se estima el error
relativo, entre mas pequefio sea el error, mayor es la precision de los resultados

experimentales.
G. Linealidad

La linealidad, es determinada por la capacidad del método para obtener respuestas de
una serie de patrones de concentracion conocida dentro del rango de interés
proporcionales a la concentracion del analito. Para establecer el mejor ajuste de la
recta de regresion se emplea el método de los minimos cuadrados. Se calcula el valor

del intercepto, la pendiente de la recta y la varianza de los puntos alrededor de esta.

Rango de trabajo es el intervalo entre la mas alta y mas baja concentracion del
analito en la muestra, para la cual se ha demostrado que el método analitico tiene un

nivel apropiado de precision, veracidad y linealidad.

Seguidamente, para determinar la linealidad del método, se elabord la representacion
grafica de la recta de regresion en un sistema de coordenadas con los valores

experimentales, como se muestra en la figura N° 18.

Figura N° 18.Grafica de calibracion de Capsaicina
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Se realiz6 una regresion lineal a partir del rango de las concentraciones de los
estandares y el valor promedio del éarea, también se obtuvo el coeficiente de

correlacion r = 0.999, una pendiente b= 21481 y un intercepto a= 26989.

La curva de calibracion de Capsaicina presenta la siguiente ecuacion: y = 21481x +

26989.

La relacion entre la variable independiente (concentracion) y la variable dependiente
(area) se expresd matematicamente efectuando una regresion estadistica, asi como se

expresa en la tabla N° 26.

Tabla N° 26: Determinacion de la linealidad para los datos de la grafica de regresion

Estadistica de la regresion

Coeficiente de correlacion

multiple 0.9999
Coeficiente de determinacion R*2 | 0.9998
R"2 ajustado 0.9998
Error tipico 25296.8
Observaciones 5

Sabiendo que el mejor indicador del modelo lineal no es r sino un test estadistico, en
el cual se calcula un valor de t con n-2 grados de libertad y se compara con el valor t
calculado para el nivel de confianza requerido. Si el valor observado es mayor que el
de la tabla, entonces se concluye que la correlacion lineal es significativa con la

probabilidad calculada.

. T = 2;
NTL=70)

Para esta prueba estadistica se realizé el andlisis de varianza cuyos resultados se

muestran en la tabla N° 27.
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Tabla N° 27. Analisis de varianza para la determinacion de la linealidad

ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio de
Grados de Suma de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F(calculado) de F (tabla)
1.07283E+1 1.07283E+1 16764.7609
Regresion 1 3 3 8 1.01574E-06
Residuos 3 1919789517 639929839.1
1.07302E+1
Total 4 3

Superior

Coeficientes  Error tipico  Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%

0.21313083 - 81491.9184
a 26989.22222  17126.03796 1.575917459 8 27513.47401 6

1.01574E- 22008.9230
b 21480.94509  165.9031767 129.4788051 06 20952.96714 4

Los resultados del analisis de varianza mostrados en la tabla N° 27 muestran que
P<0.05 lo que nos indica una alta correlacion entre los datos de concentracion y su
respuesta, concluyendo que el método presenta proporcionalidad entre la

concentracion del analito y su area producida.

Se confirma linealidad si se cumplen los siguientes criterios: Que el Coeficiente de

correlacion lineal (r) debe ser mayor a 0.995 en nuestro caso r = 0.9999.

El Analisis de varianza de la regresion lineal debe demostrar paso del intercepto por
cero, en este caso el valor calculado de F es de 16764.76098 y el valor critico de F
establecido por tablas es de 1.01574E-06 cumpliendo que el F calculado™> F tablas, 10 cual

nos indica un ajuste lineal.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Un analisis estadistico usando el T de Student sea T> a T twblas, €n nuestro caso es
1.01574E-06, valor que cumple este criterio. De esta manera si se cumplen tres criterios

confirmando la linealidad del método.
H. Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico que corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. En la tabla N° 28 se muestran

los valores necesarios para su determinacion.

Tabla N° 28.Valores para la determinacion de la sensibilidad

Determinacion de Sensibilidad

Respuesta cuando X es cero J 26989.2222
Desviacion Estandar cuando X

€s cero S 6.8304309
Numero de datos n S
Pendientes b 21480.9451

Limite de deteccion (LD), El cual corresponde a la menor concentracion de analito

que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra.
(LD)=(Ybl+3 Sbl) /b
(LD) =1.26 ppm

Limite de Cuantificacion (LC): Corresponde a la menor concentracion de analito que

puede determinarse con precision y exactitud en las condiciones establecidas.
(LC) =(Ybl+10 Sbl) /b
(LC) =1.00 ppm
I. Precision

La precision refleja la medida en que los valores de una serie repetida de ensayos
analiticos realizados sobre una muestra homogénea son semejantes entre si. La

precision de un método fue estudiada sobre el sistema, evaluando la dispersion de al
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menos 6 lecturas del estandar. La precision debe medirse en condiciones repetitivas.

Asi la USP indica una DSR del sistema de no mas de 2%, leyendo 5 veces una

solucion estandar.

Tabla N° 29.Valores para la determinacion de la precision

Concentracion
Muestra Area Calculada Tedrico
1 1117020 50.4 50
2 1119123 50.49 50
3 1123449 50.7 50
4 1111933 50.16 50
5 1120765 50.57 50
6 1126188 50 50
Promedio 1119746.33 | 50.39
S 5002.24 0.26
DSR % 0.45 0.52
Intervalo de Confianza 4002.55339 | 0.20973548

Para este analisis se realizo 6 medidas de un estandar a una concentracion de 50 ppm,
para determinar el grado de concordancia, obteniéndose asi una desviacion estandar
relativa, RSD de 0.52 %, considerandose una RSD adecuada. Ademas se realiz6 una
prueba estadistica t de Student, donde encontramos que P>0.05 lo que indica que no
existiria diferencia significativa entre la concentracion teorica y la hallada, es asi que

podemos afirmar que el método realizado es un método preciso.

Tabla N° 30.Valores del analisis estadistico

Valores del andlisis estadistico

Concentraciéon

Calculada Teorica

ppm ppm
Media 50.39 50
Varianza 0.07 0
Observaciones 6.00 6
Diferencia hipotética de las medias 0
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Grados de libertad 5.00
Estadistico t 3.61
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 2.02
P(T<=t) dos colas 0.02
Valor critico de t (dos colas) 2.57

4.1.4 Cuantificacion de Muestras

La determinacion e identificacion de Capsaicina para las 7 variedades de rocoto se
realiz6 medio de HPLC comparando el tiempo de retencion del pico obtenido en el
analisis cromatografico de cada muestra con el tiempo de retencion del estandar de

Capsaicina, bajo las mismas condiciones cromatograficas.

Fueron analizadas 7 acciones de rocoto, con dos tipos de muestra: pulpa y semillas
respectivamente, estas muestras se analizaron por triplicado para el método
extractivo y también cada una de las muestras fue analizada por triplicado mediante

HPLC, teniendo de esta manera un total 126 corridas cromatograficas.

Figura N°19. Vista integral del equipo de HPLC

El equipo de HPLC muestra el tiempo de retencion de los picos obtenidos en el
analisis cromatografico de las diferentes muestras, deduciéndose que todos los
productos analizados contienen Capsaicina, ya que se obtuvo un pico con un tiempo
de retencion similar al del estindar. Las pequefias fluctuaciones de segundos se
pueden deber a distintos componentes que también pasan por la columna,

posiblemente otros capsaicinoides.
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Figura N°20. Vista de viales con muestras de cada variedad de Capsicum pubescens

En la tabla N° 31 podemos observar los datos de cada corrida cromatografica para la
variedad A de Capsicum pubescens, mostrando su area de pico, su tiempo de

retencion y su concentracion en ppm.

Tabla N° 31. Datos de cada corrida cromatografica de la variedad A.

Capsaicina Capsaicina | Concentracion
Tipo de Area de Pico | Retencion | reportada por
Variedad Muestra Tubo Replica Minutos el equipo
1 337068 2.93 14.48
2 328488 2.92 14.1
1 3 323630 2.91 13.88
1 316888 2.91 13.57
2 329811 2.92 14.15
2 3 330888 2.94 14.2
1 328765 2.91 14.11
2 331550 2.91 14.23
A pulpa 3 3 318232 2.91 13.63
1 2718137 3.22 121.81
2 2865590 3.21 128.46
1 3 2911033 3.22 130.51
1 2771943 3.25 124.24
2 2764852 3.25 123.92
2 3 2700956 3.25 121.04
1 2686264 3.25 120.37
2 2719926 3.26 121.89
semillas 3 3 2937598 3.21 131.7

Figura N° 21.Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para la variedad A.
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En la tabla N° 32 podemos observar los datos de cada corrida cromatografica para la
variedad B de Capsicum pubescens, mostrando su area de pico, su tiempo de

retencion y su concentracion en ppm.

Tabla N° 32. Datos de cada corrida cromatografica de la variedad B.

Capsaicina Capsaicina | Concentracion
Tipo de Area de Pico |Retencion | reportada por
Variedad Muestra Tubo | Replica Minutos el equipo
1 542382 2.82 23.74
2 537917 2.84 23.54
1 3 557205 2.83 244
1 521090 2.84 22.78
2 537896 2.84 23.53
2 3 531414 2.83 23.24
1 518101 2.83 22.64
2 533696 2.84 23.35
B pulpa 3 3 502565 2.83 21.94
1 1845451 3.23 82.47
2 1953702 3.25 87.35
1 3 1985135 3.25 88.77
1 2011753 3.25 89.97
2 2007230 3.25 89.77
2 3 2027166 3.26 90.66
1 1886249 3.25 84.31
2 1996272 3.22 89.27
semillas 3 3 1972674 3.24 88.21

Figura N° 22.Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para la variedad B.
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En la tabla N° 33 podemos observar los datos de cada corrida cromatografica para la
variedad C de Capsicum pubescens, mostrando su area de pico, su tiempo de

retencion y su concentracion en ppm.

Tabla N° 33. Datos de cada corrida cromatografica de la variedad C.

Capsaicina Capsaicina | Concentracion
Tipo de Area de Pico |Retencién | reportada por
Variedad Muestra Tubo Replica Minutos el equipo

1 694867 2.84 30.61

2 704600 2.83 31.05

1 3 706221 2.82 31.12

1 697951 2.8 30.75

2 706080 2.83 31.12

2 3 725087 2.82 31.97

1 704511 2.82 31.04

2 760973 2.82 33.59

C pulpa 3 3 732132 2.82 32.29
1 2750733 3.24 123.28
2 2831897 3.24 126.94

1 3 2850296 3.25 127.77
1 2774329 3.24 124.34

2 2750424 3.26 123.27

2 3 2785218 3.25 124.83
1 2794756 3.25 125.26

2 2741535 3.25 122.87

semillas 3 3 2716693 3.25 121.75

Figura N° 23.Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para la variedad C.
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En la tabla N° 34 podemos observar los datos de cada corrida cromatografica para la
variedad D de Capsicum pubescens, mostrando su area de pico, su tiempo de

retencion y su concentracion en ppm.

Tabla N° 34. Datos de cada corrida cromatografica de la variedad D.

Capsaicina Capsaicina | Concentracion
Tipo de Area de Pico | Retencion |reportada por
Variedad Muestra Tubo | Replica Minutos el equipo

1 401295 2.84 17.38

2 413202 2.84 17.91

1 3 419802 2.85 18.21

1 435164 2.83 18.9

2 470670 2.8 20.5

2 3 466786 2.79 20.33
1 421478 2.85 18.29
2 443238 2.82 19.27

D pulpa 3 3 463942 2.82 20.2
1 1812923 3.25 81.01

p. 1755740 3.23 78.43

1 3 1782826 3.22 79.65

1 1776225 3.23 79.35

2 1874888 3.23 83.8

2 3 1819355 3.23 81.3

1 1807511 3.24 80.76

2 1900716 3.24 84.96

semillas 3 3 1887230 3.24 84.36

Figura N° 24.Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para la variedad D.
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En la tabla N° 35 podemos observar los datos de cada corrida cromatografica para la
variedad E de Capsicum pubescens, mostrando su area de pico, su tiempo de

retencion y su concentracion en ppm.

Tabla N° 35. Datos de cada corrida cromatografica de la variedad E.

Capsaicina Capsaicina | Concentracion
Tipo de Area de Pico |Retencién |reportada por
Variedad Muestra Tubo Replica Minutos el equipo
1 260247 2.82 11.02
2 286684 2.82 12.21
1 3 278527 2.81 11.84
1 249750 2.8 10.55
2 291060 2.8 12.41
2 3 276730 2.81 11.76
1 268467 2.81 11.39
2 270791 2.8 11.49
E pulpa 3 3 290187 2.79 12.37
1 548646 3.26 24.02
2 527560 3.26 23.07
1 3 541059 3.27 23.68
1 562280 3.27 24.63
2 589479 3.27 25.86
2 3 554434 3.26 24.28
1 549913 3.26 24.08
2 536692 3.28 23.48
semillas 3 3 565395 3.28 24.77

Figura N° 25.Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para la variedad E.
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En la tabla N° 36 podemos observar los datos de cada corrida cromatografica para la
variedad F de Capsicum pubescens, mostrando su area de pico, su tiempo de

retencion y su concentracion en ppm.

Tabla N° 36. Datos de cada corrida cromatografica de la variedad F.

Capsaicina Capsaicina | Concentracion
Tipo de Area de Pico |Retencién |reportada por
Variedad Muestra Tubo | Replica Minutos el equipo
1 736071 3.26 32.47
2 745788 3.25 32.91
1 3 741258 3.25 32.7
1 761295 3.26 33.6
2 769615 3.25 33.98
2 3 719890 3.26 31.74
1 748547 3.26 33.03
2 699247 3.25 30.81
F pulpa 3 3 758246 3.24 33.47
1 2488018 3.22 111.44
2 2504981 3.26 112.2
1 3 2482939 3.26 111.21
1 2515249 3.27 112.67
2 2451285 3.25 109.78
2 3 2569719 3.21 115.12
1 2466435 3.21 110.46
2 2588821 3.25 115.98
semillas 3 3 2491374 3.25 111.59

Figura N° 26.Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para la variedad F.
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En la tabla N° 37 podemos observar los datos de cada corrida cromatografica para la
variedad G de Capsicum pubescens, mostrando su area de pico, su tiempo de

retencion y su concentracion en ppm.

Tabla N° 37. Datos de cada corrida cromatografica de la variedad G.

Capsaicina Capsaicina | Concentracion
Tipo de Areade Pico | Retencion | reportada por
Variedad Muestra Tubo Replica Minutos el equipo
1 1576544 3.24 70.35
2 1573169 3.24 70.2
1 3 1639549 3.24 73.19
1 1610567 3.26 71.89
2 1591470 3.26 71.03
2 3 1463635 3.26 65.26
1 1482123 3.25 66.1
2 1487827 3.24 66.35
G pulpa 3 3 1467097 3.26 65.42
1 4341442 3.25 194.98
2 4159342 3.25 186.77
1 3 4459457 3.25 200.3
1 4175988 3.25 187.52
2 4318113 3.25 193.93
2 3 4585359 3.24 205.98
1 4454890 3.25 200.1
2 4604432 3.25 206.84
semillas 3 3 4602719 3.25 206.76

Figura N° 27.Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para la variedad G.

Variedad G
1981.3 ppm
r/

2000
= 1500
s 088.3 ppm
= 1000
)
0
® 500
-
o)
3 0
S n I illas
8 pulpa semillas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM dee DE SANTA MARIA

4.1.5 Analisis de Resultados

La concentracion de Capsaicina se calcul6 en base en el area de pico cromatograficos
obtenido por muestra y su relacion en comparacion con el estandar. Las graficas de
las corridas cromatograficas se encuentran en el apartado de Anexos. Con los datos
totales de los resultados de estas corridas se realiz6 un nuevo calculo para obtener el

promedio de los datos analizados por triplicado. Estos datos se muestran en la tabla

N°38.

Tabla N° 38. Datos promedio del analisis mediante HPLC
Concentracion Tiempo
reportada por el |Area de Retencidn

Variedad | Muestra equipo Pico min
Promedio Promedio Promedio
A pulpa 14.0 327257.8 2.9
A semillas 124.9 2786255.4 3.2
B pulpa 23.2 531362.9 2.8
B semillas 87.9 1965070.2 3.2
C pulpa 31.5 714713.6 2.8
C semillas 124.5 2777320.1 32
D pulpa 19.0 437286.3 2.8
D semillas 81.5 1824157.1 3.2
E pulpa 11.7 274715.9 2.8
E semillas 24.2 552828.7 3.3
F pulpa 32.7 742217.4 33
F semillas 112.3 2506535.7 3.2
G pulpa 63.9 1543553.4 3.3
G semillas 198.1 4411304.7 3.2

Respecto a los valores de los tiempos de retencion se puede observar una variacion
de algunos segundos, para el caso de muestras de pulpa el inicio del pico empieza a
un tiempo de retencion de 2.9 para la mayoria de los casos, y para las muestras de
semillas el pico cromatografico empieza es a un tiempo de retencion de 3.2, este dato

coincide con el tiempo de retencion encontrado al correr el patron de capsaicina.
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La variacion de 24 segundos no es significativa puesto que no existen otros picos
cromatograficos muy cerca o superpuestos, los cuales podrian indicar la presencia de
otro compuesto, como podria ser dihidrocapsaicina, compuesto que usualmente
genera un pico menor a de capsaicina siempre después de la aparicion de esta Gltima
o norhidrocapsaicina la cual genera un pico mucho menor y este aparece mucho

antes del pico de capsaicina. (1®I9)N112)

Es posible entonces que no se trate de otro compuesto, simplemente que el contenido
de agua en las muestras de pulpa genere una pequeia interferencia desplazando la
aparicion del pico de capsaicina en algunos segundos. A este fendmeno se le conoce
como efecto de la matriz; ademas se debe tener en consideracion que los tiempos no

son reproducibles a pesar de tratarse de una misma columna cromatografica.

Finalmente se realizé un nuevo calculo para determinar las ppm. También se calculd
la relacion mg encontrados de Capsaicina por kilo de muestra y porcentaje de

recuperacion de Capsaicina. Estos datos se muestran en la tabla N° 39.

Tabla N° 39. Datos finales de la concentracion de Capsaicina en cada variedad de

rocoto.
Promedio
£ # Tipo de
Accesio ’ Color de
n Loculo | muestr |\ ectra | Concentracio | Capsaicina _ %
s a nreportada | Totales | Capsaicina | Recuperacio
por el equipo ppm mg /kilo n
pulpa verde 14.04 140.4 140.4 0.01404
A 2 -
semillas | negro 124.88 1248.8 1248.8 0.12488
pulpa verde 23.24 232.4 232.4 0.02324
B 3 : .
semillas | marron 87.86 878.6 878.6 0.08786
pulpa |naranja 31.50 315.0 315.0 0.03150
C 2 -
semillas | negro 124.48 1244.8 1244.8 0.12448
pulpa verde 19.00 190.0 190.0 0.01900
D 3 ; 7
semillas | marrén 81.51 815.1 815.1 0.08151
B 4 pulpa verde 11.67 116.7 116.7 0.01167
semillas | paja 2421 242.1 242.1 0.02421
P 4 pulpa naranja 32.75 327.5 327.5 0.03275
semillas | negro 112.27 1122.7 1122.7 0.11227
rojo
G 3 pulpa | Ghscuro | 887 688.7 688.7 0.06887
semillas | negro 198.13 1981.3 1981.3 0.19813

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <2 DE SANTA MARIA

En la figura N° 28 se observa la concentracion de Capsaicina expresada como ppm
totales promedio para cada variedad de rocoto, comparando su concentracion para

valores de muestra de pulpa y semillas respectivamente.

Figura N° 28. Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en
ppm entre muestras de semillas y muestras de pulpa para las 7 diferentes variedades

de rocoto.
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Como podemos observar en la tabla N° 39, se demuestra que entre todas las
variedades analizadas, existe una gran disparidad en la concentracion de Capsaicina

que presentan.

Los resultados nos muestran que la menor cantidad de Capsaicina en fruto se da en
rocotos de coloracion verde, para la variedad E tenemos un promedio de 116.6 ppm,
la cual es la minima concentracion hallada en este estudio para muestras de pulpa.
Seguida por 190.0 ppm de promedio para la variedad D, 232.4 ppm para la variedad

By 140.4ppm para la variedad A, todas estas con coloracion de fruto verde.

Estos datos pueden ser apreciados en la grafica de la figura N°29.
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Figura N° 29. Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de pulpa para las 7 diferentes variedades de rocoto.
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Variedades de Rocoto

El contenido de Capsaicina para muestras de pulpa se incrementa en rocotos de
coloracion naranja, con 315.0 ppm para la variedad C y 327.5 ppm de Capsaicina
para la variedad F. Finalmente la mayor concentracion de Capsaicina se la en la
variedad G con 688.7 ppm en rocotos de coloracion rojo obscuro. No se observo
ninguna relacion entre el numero de loculos de los rocotos y su contenido de

Capsaicina.

Figura N° 30. Grafica comparativa de la concentracion de Capsaicina expresada en

ppm entre muestras de semillas para las 7 diferentes variedades de rocoto.
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En cuanto a la concentracion de Capsaicina en muestras de semillas, si se encuentra
relacion, las semillas de coloracion negra correspondientes a las variedades A, C, F y
G son las que muestran mayor concentracion de Capsaicina con 1981.3 ppm, 1248.8
ppm, 1244.8 ppm y 1122.7 ppm respectivamente. Estos resultados son seguidos por
las concentraciones en semillas de coloracion marrdon correspondientes a las
variedades B con 878.6 ppm y la variedad D con 815.1 ppm. Finalmente la menor
concentracion se da en semillas de color amarillo obscuro pajoso correspondiente a

las variedad E mostrando 242.1 ppm de concentracion de Capsaicina.

La menor concentracion de Capsaicina en semillas se presentd en semillas amarillo
obscuro pajoso para la variedad E, en esta variedad el contenido de Capsaicina en fue
muy bajo. Por lo cual sabemos que en este caso, a pesar que todas las muestras
fueron sembradas en la misma fecha y contaron con las mismas condiciones
climaticas y de suelo, en esta variedad el proceso de maduracion del fruto requeria

mas tiempo, ya que las semillas nos indican un estado de fruto inmaduro.

Los rocotos con mayor contenido de Capsaicina en semillas y frutos fueron los de la
variedad G, los cuales tienen como caracteristicas principales presentar color rojo,
contar con 3 numeros de loculos, 45 semillas como promedio por cada fruto y estas
eran de color negro. Estas muestras presentaron 688.7 ppm para muestra de pulpa y

1981.3 ppm para muestra de semillas.
4.1.6 Discusiones

F. Nuez y colaboradores dicen es su estudio de 1996 que el contenido de Capsaicina
es mayor en la placenta del fruto, principalmente en el septo, donde células de la
epidermis se transforman en glandulas ricas en esta sustancia. La formacion de
Capsaicina se inicia a los pocos dias de cuajado el fruto, alcanzando el mayor
contenido al momento de maduracion. Variedades dulces se consideran cuando el
contenido de capsaicinoides esta por debajo de 10 ppm, que es el limite para que las
papilas gustativas humanas pueden detectar el sabor picante. La formacion de
Capsaicina es mayor a temperatura elevadas (30 C°) que a temperaturas suaves (21 —

24 C°). (D
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Otros estudios indican que el contenido de Capsaicina depende de la variedad y de la

interaccion genotipo por ambiente y el ambiente en que la planta se desarrolla. (119

(57

Las temperaturas a la que fueron cultivadas las variedades de rocoto fueron suaves,
la temperatura minima fue de 5 °C, temperatura media anual de 15.70 °C y maxima

de 26 °C.

Asimismo B. Pickersgill. Al igual que F Nuez, afirman que las semillas del C.
Pubescens tienen una coloracion de marrén a negras, las semillas negras del rocoto

son unicas en el género Capsicum. ©%- (1D

En este estudio se observé diferentes colores de semillas para rocotos, colores como
son amarrillo obscuro paja, marron, y negras; ¢l contenido de Capsaicina relacionado
a estos colores va en orden ascendente desde el color mas claro con la menor
concentracion de Capsaicina, al mas obscuro con la mayor concentracion de este

compuesto en semillas negras.

Los resultados obtenidos en este estudio nos demuestran que el mayor contenido de
Capsaicina se encuentra en las muestras de semillas, postura que es totalmente
contraria a un estudio realizado en 1979 donde se estudio la estructura celular de la
placenta mediante un microscopio observando que se producian ciertos cambios
morfoldgicos en el tejido epidérmico de la placenta durante la maduracion. Parecia
ser por tanto que las células epidérmicas de la placenta son el lugar de acumulacion
de los capsaicinoides. La pequefia cantidad de capsaicinoides detectada en el
pericarpio del fruto y en las semillas se le atribuyo a la adherencia de pequefias

cantidades de capsaicinoides procedentes de la placenta. ?®

Las concentraciones de capsaicinoides en las variedades picantes de frutos del genero
Capsicum varian muy significativamente unas de otras. Las variedades poco picantes
de pimientos tienen concentraciones de capsaicinoides que van desde los 0,003 % a
0,01 % en peso de fruto. Las concentraciones de capsaicinoides de las variedades
picantes suaves van desde 0,01 % a 0,3 %, y las variedades fuertemente picantes se
caracterizan por tener un contenido superior al 0,3 % en capsaicinoides del peso

total, pudiendo llegar a alcanzarse hasta el 1 %. (1
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En cuanto a porcentajes, analizando los resultados de la tabla N° 39, observamos que
se tiene 0.01167 % para el menor resultado de concentracion de Capsaicina
encontrado correspondiente a la muestra de pulpa con coloracién verde
correspondiente a la variedad E y el valor maximo de 0.19813 % para el mayor
resultado de concentracion de Capsaicina encontrado correspondiente a la muestra de
semilla color negro de la variedad G. Se cuenta entonces con valores que van de
0.01167 % a 0.19813%, resultados que demuestran que el rocoto se clasificaria como

un fruto del genero Capsicum ligeramente picante.
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CONCLUSIONES

1. Se logré determinar cualitativa y cuantitativamente la existencia
Capsaicina en 7 variedades de Capsicum pubescens “Rocoto”,
seleccionadas del Instituto Nacional de Innovacion Agraria nativas de la
localidad de Arequipa, utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Performance.

2. Se logro identificar morfoldégicamente la especie vegetal nativa mediante
descriptor IPGRI para Capsicum spp. Para cada una de las 7 variedades
de Capsicum pubescens “Rocoto”.

3. Se demostrd que la extraccion asistida por ultrasonido es un método
eficiente, confiable y adecuado para la extraccion de Capsaicina. Se
determino tener las mejores condiciones de extraccion de Capsaicina para
Capsicum pubescens empleando como solvente metanol en relacion 1:10,
durante 20 minutos a una temperatura de 25 C°.

4. Se demostr6 que el HPLC es un método adecuado para la determinacion y
cuantificacion de Capsaicina en Capsicum pubescens; contando con un
sistema isocratico, compuesto por metanol-agua (en proporcion 68% 32%
respectivamente), a una longitud de onda de trabajo de 280nm, a una
temperatura de columna de 45 C° y empleando un flujo de 1mL/min. En
estas condiciones se obtuvo un método rapido de separacion y analisis de
Capsaicina para Capsicum Pubescens, el cual demostréo ser lineal,
sensible y preciso; contando con un limite de deteccion de 1.26 ppm y un
limite de cuantificacion de 1.00 ppm.

5. Se logré determinar
la proporcion promedio de Capsaicina de las 7 variedades de “Rocoto”,
Capsicum pubescens nativas de la localidad de Arequipa tanto como para
muestras de pulpa y como para semillas.

6. Los valores de capsaicina reportados para muestras de pulpa varian en un
rango comprendido entre 116.7 ppm y 688.7ppm. Asimismo los valores
de capsaicina reportados para muestras de semillas varian en un rango

comprendido entre 242.1ppm y 1981.3ppm. Demostrando que las 7
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variedades de Capsicum pubescens tienen contenido de Capsaicina

distintos.
RECOMENDACIONES

1. Se deberia de realizar un monitoreo a lo largo del ano en los extractos
para poder tener una vision de como se comporta la concentracion tanto
en cada una de las estaciones, como en cada una de las etapas de madurez
del fruto de Capsicum pubescens.

2. La extraccion de cada una de las muestras de las variedades debe ser en el
menor tiempo posible después de tomadas las muestras para poder tener
resultados representativos de la muestra tomada.

3. El seguimiento de estos resultados es de vital importancia para la
elaboracién de programas de financiamiento y asesoramiento técnico y
tecnologico.

4. Realizar una caracterizacion y evaluacion de las variedades de Capsicum
pubescens tomando todas las caracteristicas evaluadas mediante el
descriptor IPGRI.

5. Caracterizar molecularmente usando la técnica de microsatélites, las 7
variedades de Capsicum pubescens, para identificar la variabilidad
genética entre las variedades.

6. Realizar un estudio que relacione su contenido de Capsaicina en relacion

a su contenido de vitamina C.
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ANEXQOS

Tabla N° 40. Tabla de parametros importantes de las muestras de rocoto. Variedades

A,ByC.

La tabla N° 40 muestra los parametros mas importantes de las variedades de rocoto,

incluyendo fotografias de las muestras embolsadas en bolsas herméticas.

Accesion Color | Numero Figura
fruto de
I6culos
Variedad A Verde 2

Variedad B verde 3

Variedad C | Naranja 2
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Tabla N° 41. Tabla de parametros importantes de las muestras de rocoto. Variedades
D,E,FyG.

La tabla N° 41 muestra los parametros mas importantes de las variedades de rocoto,

incluyendo fotografias de las muestras embolsadas en bolsas herméticas.

Accesion Color | Numero Figura
fruto de
I6culos
Variedad D verde 3

Variedad E Verde 4

Variedad F | Naranja 4
amarillo

Variedad G Rojo 3
obscuro
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Figura N°31. Vista de las muestras de rocoto embolsadas en bolsas herméticas y
pesadas de rocoto entero.

Figura N°33. Patron de Capsaicina (Sigma-Aldrich)
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Figura N°34. Esquema de equipo de filtracion de solventes .Vista de filtro de

membrana para la filtracion de solvente y vista del filtro después de la filtracion.
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Figura N°36. Vista de algunas muestras antes de la extraccion asistida por

ultrasonido
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Figura N°38. Filtros de jeringa de 0.45 um estériles Macherey-Nagel
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Figura N°39. Vista de algunas muestras de pulpa y semillas posteriores a la

extraccion asistida por ultrasonido.

Figura N°40. Vista del filtrado de muestras con filtro de jeringa y disposicion de

muestra en viales.
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Figura N°42.Vista general de equipo de HPLC.
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Figura N°43. Columna cromatografica integrada al horno del equipo de HPLC,

empleada para la determinacion y cuantificacion de Capsaicina.

Figura N°44. Viales de algunas muestras de extractos de rocoto tanto para muestras

de pulpa o semillas a ser analizados por HPLC.
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