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I.RES.UMEN 

Se ha caracterizado el contenido ~~ capsaicinoides en 

frutos, callos, agar y células en susp~nsi6n del género 

Capsicum (Chile), mediante Cromatografía de Líquidos 

de Alta Eficiencia (HPLC). 

Esta investigación pertenece al proyecto de "Produc-­

ción de capsaicinoides por células del género Capsicum 

en cultivo sumergido". 

Debido a la excelente resolución que se 

la técnica seleccionada de HPLC, se logró la 

cación individual de los capsaicinoides. 

obtuvo con 

identifi-

Por otro lado, se estableció la técnica de extrac­

ción para los capsaicinoides presentes en frutos, callos 

y agar, como resultado de la realización de nume­

rosos experimentos y ensayos en los cuales se probaron di­

ferentes disolventes y condiciones de extracción. 

Finalmente, se obtuvo una mayor cantidad de capsa~ 

cinoides mediante extracción en frío con metano!. 

En la validaci6n del método se obtuvo la linealidad 

en un intervalo de· 1 a 500 ppm de capsaicina. Se deter­

minó el porciento de recuperación de capsaicina y se ob­

tuvo un intervalo de 96 a 101\. También se determinó la 

precisión del método. 

Por los resultados obtenidos el método de HPLC des­

crito en el presente trabajo es exacto, preciso y con 



amplias posibilidades de aceptaci6n para 

a los capsaicinoides. 

z 

caracterizar 



II. 1 N T Ro D u e e 1 o N. 

En los últimos años se ha visto la necesidad de 

buscar vías alternativas para la obtenci6n de metaboli­

tos secundarios que tengan particular interés desde el 

punto de vista farmaceútico o alimentario. 

Una de éstas alternativas la ofrece el cultivo 

de células vegetales. Las sustancias naturales obtenidas 

a partir de esta técnica son variadas, entre éstas se 

encuentran los capsaicinoides, que son compuestos quí 

micos responsables del sabor picante de las especies 

del género Capsicum (Chile). 

Los capsaicinoides son estructuras de amidas muy 

complejas y en el fruto su contenido puede variar depe~ 

diendo de las condiciones ecológicas de su producción. 

Por otra parte, en el caso de éstos compuestos se 

ha visto la necesidad de estandarizar una técnica ana­

lítica que permita determinarlos y cuantificarlos indiv.i_ 

dualmente. En varios trabajos publicados esto se ha l~ 

grado mediante técnicas analíticas clásicas. Durante los 

años setenta se desarrollaron métodos calorimétricos y 

cromatográficos (papel, capa fina, columna y de gases) 

que en algunos casos solo dieron resultados cualitati-

vos. resultados cuantitativos totales o bien fueron de-

masiado lentes. 
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En el caso de cromatografía de gases (CG) fué 

necesario formar un derivado de los capsaicinoides, lo 

que dificult6 su determinaci6n. 

Por este motivo en los últimos años se le ha d~ 

do gran importancia a la técnica de Cromatografía de Lí­

quidos de Alta Eficiencia (HPLC), que tiene la ventaja 

de separar mezclas complejas en niveles muy bajos de co~ 

centraci6n. Además, las temperaturas a las cuales se re~ 

lizan los análisis evitan la biodegradaci6n de los com­

puestos y no hay límite por el peso molecular de las su~ 

tancias. 

El objetivo general de este trabajo es establecer 

un método de extracci6n y, encontrar las condiciones de 

trabajo óptimas de HPLC para la determinaci6n y cuan­

tif icaci6n de los capsaicinoid~s presenles en frutos , 

callos y células en suspensi6n del género Capsicum. 
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III. O B JE T IV OS . 

Para lograr la caracterizacién de 

cinoides presentes en frutos, callos, agar 

los capsai.­

y céluliis 

en suspensi6n del género CapsicUJ!!. se propusieron ios s.!. 

guientes objetivos particulares: 

3.1 Seleccionar la técnica de análisis de capsaic.!. 

noides por HPLC y establecer sus parámetros 6E 

timos. 

3.2 Separar e identificar a los capsaicinoides en 

las diferentes muestras del género Capsicum. 

3.3 Establecer el método de extracci6n para dichos 

compuestos en frutos, callos y células en sus­

pensi6n. 

3.4 Determinar el contenido de capsaicinoides en 

frutos, callos, agar y células en suspensi6n 

de diferentes especies de Capsicum mediante 

HPLC. 
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IV. A N T E C E D E N T E S 

4.1 El cultivo de tejidos vegetales como una a~ 

ternativa para la producci6n de capsaicino~ 

des. 

El cultivo de tejidos vegetales es una 

técnica de cultivo IN VITRO de células, tejidos u órga­

nos, bajo condiciones asépticas y controladas como luz, 

tempera tura, humedad, composici6n del medio de cultivo 

etc., (26) .que en México ha alcan::ado un gran auge de-­

bido a las amplias perspectivas que ofrece. Algunas de 

sus aplicaciones son las siguientes: 

a) Micropropagaci6n de cultivos 

b) Preservación del germoplasma 

c) Mejoramiento genético 

d) Obtenci6n de sustancias naturales de intc­

rl!!s comercial. (26) 

El último punto representa un factor muy importa~ 

te debido a que nuestro país en los últimos años se ha vi~ 

to en la necesidad de buscar vías alternativas para la ob~ 

tenci6n de sustancias naturales. 

Por otro lado, se sabe que las plantas producen 

una gran variedad de sustancias orgánicas de interés. 

comercial como son: aceites, resinas, saponina~, coloran· 
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tes, ceras, saborizantes y fármacos entre otros, lo cual 

en la actualidad representa un factor econ6mico muy i~ 

portante (24). De los compuestos Etnteriores, los fá.!. 

macos, los aceites y otras sustancias con una gran de 

manda en el mercado son metabolitos secundarios que pr~ 

ducen las plantas. Estos metabolitos son sintetizados en 

células especializadas de la planta durante una etapa 

establecida del desarrollo de las mismas y pueden o~ 

tenerse a partir del cultivo de tejidos vegetales (CTV). 

( 26) 

El CTV ofrece la alternativa de producir estos 

metabolitos 

ca de la 

secundarios, 

utilización de 

sin embargo los estudios aceL 

ésta técnica para producirlos 

en nuestro país 

A pesar 

son muy pocos (26). 

de que en México el chile es muy impoL 

tante en la dieta y de contar con una gran variedad 

de ellos, se tiene poco conocimiento de los metabol~ 

tos secundarios que produce y que pueden obtenerse m~ 

diante la técnica del CTV. (24). Metabolitos de gran 

importancia para la industria alimentaria y farmaceQ 

tica principalmente. 

Actualmente, en el Departamento de Biotecn~ 

logia y Biongeniería del Centro de Investigación y de 

Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional se 

efectuan estudios con el fin de obtener metabolitos s~ 

cundarios de interés comercial, mediante el cultivo de t~ 
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jidos vegetales, 

tir de especies 

en este caso de capsaicinoides a PªL 

del género Capsicum. 

J 
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4.2 Capsicum ( Chile ) . 

El chile pertenece al género 

Capsicum de la familia de las Solanáceas. El nombre de 

capsicum se deriva del griego "Kapsa" que se refiere 

al p"icor del chile. (20) 

Antes de la llegada de los españoles, era culti 

vado por los nativos en los países tropicales de Amé-

rica, quienes lo utilizaban como condimento y en alg~ 

nos casos para curar calambres y diarreas. (21) 

Actualmente se conocen más de 20 especies silve~ 

tres y sólo se reconocen 5 especies domésticas : 

c. annuum L. 

c. baccatum 1 

c. frutescens L. 

c. chinense 

C; pubescens 

(20) 

La primera agrupa a muchas variedades entre las 

cuales están C. annuum var. glabriusculum y ~C~·~-""ª~n~n~u~u~m 

var. annuum. A esta última pertenecen casi todos los 

chiles cultivados en Mlxico y es el grupo de mayor dis· 

tribución e 

Todos 

importancia económica en el mundo. (20) 

los frutos del género Capsicum presentan 

una composición general basada principalmente en conte-
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nido de proteínas, resinas, celulosas, pentosas, sales 

minerales, vitaminas y principio picante (capsaicinoides), 

al que pertenecen alrededvr de 10 compuestos res pon-

sables del picor del chile (28). Dicho picor puede va-

riar debido a muchos factores, entre los cuales se en-

cuentran los siguientes: el medio de cultivo, el grado 

de maduréz del fruto, la especie de que se trate y -­

factores genéticos y geográficos. (26) 
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4.3 Capsaicinoides. 

Durante los siglos XVI, XVII y XVIII los 

frutos de Capsicum habían sido cultivados en muchos paí­

ses; pero es hasta el siglo XIX cuando verdaderamente 

empieza la investigación sobre su composición y propie­

dades. En 1816 (21), Buchholiz fué el primero en indicar 

que la propiedad picante del chile podría ser obtenida 

por maceración de los frutos con solventes orgánicos. 

En 1817 (21), Braconot encontró que el mismo prin­

cipio podría ser soluble en sales alcalinas. Posteriorme~ 

te, Thresh (21) fué el primero en purificar el primer 

principio picante llamándolo capsaicina. Otras invest~ 

gaciones (21) demostraron que el compuesto responsable 

del picor contenía grupos hidroxi y metoxi. A fines del 

siglo XIX se postuló que la capsaicina y la viinillina 

presentaban estructuras muy similares, pero no fué sino 

hasta el año de 1923 (21) cuando al sintetizar capsaic~ 

na y dihidrocapsaicina, Nelson y Dawson demostraron que 

la capsaicina estaba formada por una unidad básica lla­

mada vainillilamina y un componente ácido (un is6mero -

del ácido decanoico). A toda esta estructura corres-­

pende el siguiente nombre ·químico: 
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N-(4-hidroxi~3-metoxibenzil)-8-metilnon-trans-6-enamida. 

(Fig.1) 

Los capsaicinoides son comFuestos que-pertenecen 

al grupo de alcaloides y son metabo.Í..Í.to~ ·s~·C:undarios que 

se excretan al medio en un 90% (19)~ 

Su interés comercial tanto para la industria fa.r_ 

maceútica como para la alimentaria, se debe al gran nQ. 

mero de aplicaciones dentro de las mismas (ver caract~ 

risticas de capsaicinoides). (3), (18), (28) 

Actualmente los capsaicinoides son comercializa--

dos como un extracto llamado "Oleorresina de Capsicum" 

que contiene, además del principio picante, grasas, pig_ 

mentes, pentosas, sales minerales y resinas entre otros 

compuestos; pero deben ser eliminadas con el fin de pu­

rificar a los capsaicinoides. Este proceso en Mlxico el~ 

va mucho los costos, por lo que actualmente dicha oleo-

rresina se impGrta. 

Químicamente los capsaicinoides son una mezcla -­

compleja de amidas cuya estructura está formada por 

los ácidos enoico, octanoico, nonanoico y decanoico de la 

vainillilamina (13~. 

Se ha demostrado que ~os 5 capsaicinoide¿ que se 

encuentran en mayor cantidad dentro del fruto en orden 

decreciente son: 

Capsaicina (C) 
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Dihidrocapsaicina (DHC) 

Homocapsaicina (HC) 

!\ordihl.drocapsaicina (NDC) 

Homodihidrbcapsaicina (HDC) 

(17). (18) 

La capsaicina ·e:s· · el.'· compuesto mas ampliamente 

estudiado por ser el cap~1,1,~'i.ii~i~e responsable en ma-. ., .,. 

yor cantidad de la sensaci6n picante. (1 S) 
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4.4 Características de los capsaicinoides. 

a) F6rmula desarrollada: 

b) F6rmula condensada. 

Capsaicina c19tt 27 No 3 
Homocapsaicina c 20H29N03 
Nordihidrocapsaicina c18 H27 No 3 . 

Dihidrocapsaicina c19H29No 3 
Homodihidrocapsaicina c20H31 No 3 

c) Peso Molecular. 

Capsaicina 317 

Homocapsaicina 331 

Nordihidrocapsaicina .305 

Dihidrocapsaicina 

Homodihidrocapsaiciná 

d) •Punto de fusi6n. 

Entre 64- 64.S ºC (14) 

e) Solubilidad. 

(35) 

Solubles en ~ter, dietil.~~e~~ ~ltir~ 

formo, etanol y acetato de etilo; muy solubles en meta-

14 
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nol y poco solubles en acetona. (12), (23) 

f) Espectro de Absorci6n .. 

El espectro de absorci6n en el u~ 

travioleta de la capsaicina, muestra un máximo de absoL 

ci6n a 200 nm. (Fig. 2) (37) 

g) Bies in tes is. 

La biosintesis de capsaicinoides 

se lleva a cabo en la placenta del fruto (chile) y ce­

lularmente en una especie de vacuola llamada capsisoma. 

(32) 

Su ruta biosintética fue establecida por primera 

vez por Fujiwake y colaboradores (7). Un esquema que 

representa lo que ellos propusieron se observa en la 

Fig. 3 

Algunos trabajos ya habian demostrado que las 

unidades aromáticas (C 6 - c1) se derivan biosintétic~ 

mente de la fenilalanina vía ácido cinámico. (2) 

Debido a que de la fenilalanina se deriva la 

vainillilamina y de ésta, a su vez, la capsaicina se 

estableci6 que éste compuesto es un precursor importa!!. 

te que tendrá que ser tomado muy en cuenta en la prQ 

ducci6n de capsaicinoides (7). 

Algunos otros estudios han demostrado también 

que la leucina, isoleucina y valina, son precursores 
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de las moléculas de ácidos grasos de los capsaicinoi 

des es decir, de las porciones olefínicas y parafíni­

cas de ellos. (16) 

h) Efectos fisiol6gicos. 

Los capsaicinoides son compuestos -

muy potentes que causan una severa irritaci6n en ojos 

piél y membrana mucoidal. (27) 

En 1965, Molnar reporta efectos de hipotermia, -­

somnolencia y bradicardia por ingesti6n de elevadas co!!_ 

centraciones de capsaicina en alimentos. (3) 

Los capsaicinoides son absorbidos en el tracto 

intestinal y posteriormente son metabolizados (22). Así 

mismo, se ha reportado que la capsaicina aparece en la 

orina después de haber sido ingerida en los alimentos 

lo cual ha sido comprobado mediante métodos cromato-­

gráficos (HPLC) y reacciones colorimétricas. (11) 

Por otro lado también se ha observado, en est~ 

dios realizados con 

tidades excesivas 

ratas, que 

de capsaicina 

cuando se introducen ca!!_ 

en el organismo se pro-

duce una degeneración celular tanto en hígado como en 

coraz6n. (22) 

En el hígado la capsaicina tiene un efecto inhi­

bitorio en el metabolismo mi tocondrial, específicamen­

te sobre la fosforilaci6n oxidativa y algunas otras fun-
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cienes energéticas. (4) 

i) Usos. 

Los capsaicinoides han sido amplia­

mente utilizados dentro de la industria alimentaria co-

mo saborizantes y condimentos. Dentro de la industria 

farmaceútica, uno de sus usos es como analgésico local 

de aplicaci6n dental debido a sus efectos sobie. las 

neuronas sensoriales. (3) 

Los capsaicinoides han sido también. iij~~f~o?a:­

dos dentro de medicamentos farmaceúticos de ti~();."t6pi:~o. 
:o ·01~·~f"'~ :·:1~ ·~x~:_{'_J-

utilizados para calmar dolor de huesos ·.o . conio"i'..:Eori t 1-a 
'-"-'· ·-~---"---'.-;<-~--·-=-""--'"'';'~ - -

· .· ... · dfft¡·~~~~~i:r~;::·; .·· · reumáticos. (28) 

Algunos trabajos publicados 

saicinoides presentan propiedades 
-! ~ "- , 

e·.\."·:.-.·:· 
·:,:;· 

tividad antioxidante. (28) .>.)'· ... 

Recientes estudios reve.lan qLÍ~ la~'~¿~~~aÚ:i'rik'.-d.is-
-> :·,; ,· ·:.\'., ·: '. <:.;.,,e.· '.·:'. ~ 

los niveles de colesterol<· en ·sangre;' l}>.,(:~"¡¡l{é re;,. minuye 

sulta muy interesante ya que podría ser Ütiíiiii:da:: en 
-,_ - - • ' -"C:-:"--Ó ~-~'7';~,"- 7 '---~"'.:?~~ -

pacientes que sufren afecciones debidas al coles.ferol; 

(3) 

j) Producci6n. 

Los capsaicinoides son compuestos 

que se sintetizan naturalmente en el fruto de las esp~ 

cies del género Capsicum y también pueden ser sintcti-
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zados qufmicamente (10). La cantidad de ellos en las e~ 

pecies de Capsicum varía dependiendo de diversos fact~ 

res (mencionados en el punto 4.2). 

Se ha observado que los chiles originarios de M~ 

xico, del centro y sur de América y algunos de Africa 

contienen mayor cantidad de capsaicinoides,por lo cual, 

su picor es considerablemente mas alto que los origi­

narios de los países de Europa. ( 28) 

Algunos ejemplos de chiles que contienen mayor 

número de capsaicinoides son: piquín (muy p_icante), chi­

potle (muy picante), jalapeño (muy picante), serrano (p~ 

cante), habanero (muy picante) y pimienta melagueta (pi­

cante). (28) 

Debido a las características de su biosíntesis 

y puesto que son metabolitos secundarios que se excre­

tan al medio, pueden producirse mediante la técnica 

de cultivo de tejidos vegetales (20). Aunque esto no 

es aún un hecho, la producción de grandes cantidades 

de capsaicinoides, está en proceso de investigación. 

k) Identificaci6n y Determinación. 

Existen varias técnicas que han si­

do utilizadas para determinar o separar a los capsai­

cinoides. En los últimos años se ha requerido buscar un 

método analítico para 

Desde el punto 

determinarlos individualmente. 

de vista de control d~ calidad 

:?1 



es también importante una técnica analítica que permita 

establecer el contenido de capsaicinoides en distintos 

productos alimenticios con el fín d.e igualar y estanda­

rizar sabores. 

Los métodos que han sido utilizados para deter­

minarlos son: métodos organolépticos introducidos por 

Scoville (18), y métodos fisicoquímicos. Dentro de es­

tos Gltimos han sido utilizados especialmente métodos co­

lorimétricos y métodos cromatográficos. Fig.4 

Las técnicas colorimétricas que se han utilizado 

para este fín generalmente, se basan en hacer reaccio-­

nar un cromóforo con la porci6n olef ínica de los capsa~ 

cinoides formando un compuesto colorido el cual absorbe a 

una determinada longitud de onda. Un método colorimétr~ 

co es el desarrollado por Krishan (1), en el cual la caR 

saicina que está presente en el fruto de Capsicum reac-­

ciona con nitrato de sodio-molibdato formando un comple­

jo amarillo cuyo máximo de absorción se encuentra en 

430 nm. (1) 

Otra reacción espectrofotométrica se basa en la 

reacción entre la capsaicina, y el ácido tungstofosfórico 

y el ácido molibdofosfórico, que da lugar como producto a 

un complejo colorido. (33). Estos tienen la desventaja, de 

que los reactivos reaccionan con otros compuestos que no 

son capsaicinoides, quienes se enmascaran por la presen­

cia de pigmentos (carotenos). Además se determina el to-
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CG 

HPLC 

Ventaj_as del HPLC: 

- alta resoluci6n 
- alta sensibilidad (ug - ng) 
- cantidades mínimas de muestra 
- identificaci6·. de capsaicinoides i~dividu~ 

les 
- no biodegradaci6n 
- rapidez 
- equipos automatizados 

Fig. 4 
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t:al de capsaicinoides sin poder evaluar el contenido indl 

vidual de estos compuestos. En general la sensibilidad, 

estabilidad y exactitud de este cipo ~e métodos es ~obre. 

( 1) 
-, 

Dentro de los métodos cromat:ográficos ut:ilizados -

para determinar capsaicinoides, se encuent:ran técnicas 

croma t:ográficas en papel, capa fina, cromat:ografía de g~ 

ses y HPLC. 

En los dos primeros métodos los t:iempos de análisis 

son muy largos y las t6cnicas result:an ser laboriosas. 

(29). (35) 

Para la determinación por cromatografía de gases 

es necesario formar un derivado de los capsaicinoides, c~ 

mo el éster metílico del ácido graso correspondiente o 

los derivados del trimetil-silano. La reacción ante-

rior al análisis por cromatografía de gases (CG) hace que 

se dificulte la determinación y se presenten algunos 

problemas por causa de las elevadas temperaturas que se 

utilizan. (14), (34) 

La determinación de los capsaicinoides por croma-

tografia de líquidos de alta eficiencia (HPLC), 

las siguientes ventajas: 

ofrece 

- identificaci6n de capsaicinoides en forma indivi 

dual, por lo que el análisis cuantitativo es más 

específico. 

- no ocurre biodegradación de los compuestos en e~ 
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tudio. 

alta sensibilidad y rcsoluci6n. 

introducci6n de muestras en forma directa, sin 

previa< formaci6n de .derivados. 

(8). (30}; (36) 



4.5 La Cromatografía de Líquidos de Alta 

Eficiencia,. como una'.té'cni·ca par.a d~ 

<er:: •: :.~::~;i·:;,Ii~~~ $ ,; .. ;'~} ás ioa 
tuvo sus inicios con los estudios réa1ri.ü'í'~'~Y1p6r Tswett 

(1903). Durante los años posteriores · sü <le~~:rrol lo • fue 

lento; poco después, debido a las .. Ümi1:a~lb~e~ cÍe i~a CG 

para analizar compuestos orgánicos de péso iric>Íec.Úlar mi!_ 

yor de 600, que fueran poco volátiles o biodegradables a 

causa de las temperaturas al análisis, ~esurgi6 el int~ 

rés y con ello el estudio de la cromatografía de líqui 

dos que di6 lugar a lo que es ahora el HPLC. (~O) 

En la actualidad gracias a los adelan~os en comp~ 

tación y electrónica, diseño de columnas y d.e.tectores. han 

hecho del HPLC una técnic~ muy ~Úsafil, . sens'ible, exas_ 

ta, precisa y rápida (36) .• Motivo por· el C::Üa1 0 .en el .·,. 
presente trabajo se. s~ietcion~,~~}~f~o~o . .:;~~a.i,l:i:iC:o por 

hPLC para el estudio i''¿Ü'~rif"r~t::dci~h~'<l~ los ~~~;~:a·i-~.inoi_ 
:.:::. ',·,\":> > ~:-:·· . ' ' 

des. 
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V.PARTE E X P E R I M E N T A L 

5.1 Desarrollo del M~todo para la cuant! 

ficaci6n de capsaicinoides producidos en callos, frutos y 

c~lulas en suspensi6n del género Capsicum. 

Equipos ~aditamentos 

- Cromat6grafo de Lrquidos HPLC marca TRACOR 951 

- Det•~ctor de U.V, longitud de onda variable TRACOR-970A · 

- Integrador Hewlett Packard 3392-A 

- Columna Supelcosil LC- 18 (Supelco, INC) de 1 5 cm de lon-

gitud por 4.6 mm de diámetro interno 

- Sonicador Cole-Parmer modelo 8851 

- Balanza a11al!ti<.:a Mettler 11-20 

- Equipo Soxhlet Millipore 

- Equipo de filtraci6n Millipore 

- Potenci6metro Fisher-525 digital 

Material 

- Frascos viales de 10 ml 

- Matraces aforados de 10 rnl 

- Matraces Erlen-Meyer de 250 y 500 rnl 

- Matraz bola de 250 ml 

- Probeta de 100 ml 

- Vasos de precipitado de so, 1 00 r 250 ml. 

- Term6metro de -1 O a 350 ºC 
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Reactivos 

- Acido acético glacial R.A (CH3COOH) Baker 

- Acetato de etilo R.A (C 4H8 0 2J Baker 

- Acetona R.A (C 2H5 ) 2 o Baker 

- Acetonitrilo grado HPLC (CH3 i::N) Baker 

- Agua desionizada 

- Etanol R.A (CH3 CH 20H) Baker 

- Eter R.A (CH
3

COCH3 ) Baker 

- Cloroformo R.A (CHC1 3 ) Baker 

- Metano! R.A (CH 3 0H) Baker 

- Metano! grado HPLC (CH3 0H) Baker 

- Nitrato de plata R.A (AgN03 ) Merck 

Estándares 

- Capsaicina (90\ pureza) Sigma 

- Oleorresina de Capsicum Importada 

Preparaci6n de soluciones 

Soluci6n estándar de capsaicina. 

Se preparó una solución de 500 ppm, para lo cual 

se pesaron 0.0125 g y se disolvieron en 25 ml de meta-

nol. De esta solución se hicieron las diluciones correspo~ 

dientes para obtener concentraciones de 400, 300, 200,100 

1 O y 1 ppm. 

Nota: el estándar causa severa irritaci6n en la piel y 
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abundante secreci6n nasal por ser un poderoso irritante. 

Es indisplensable manejarlo con cuidado, e incluso se re­

comienda usar mascarilla especial. 

- Soluci6n de oleorresina (importada). 

En 50 m1 de hexano se disolvieron aproximad~ 

mente 5 g de oleorresina, de la cual se extrajeron los 

capsaicinoides con 50 ml de acetonitrilo (3 veces). Los 

extractos combinados se evaporaron a sequedad, controla~ 

do la temperatura entre 55 y 60 ºC con el fín de evitar 

la degradaci6n de los capsaicinoides, ya que a temperat~ 

ras mayores de 64.SºC se provoca la descomposici6n de 

éstos compuestos. (21), (23) 

- Soluci6n problema. 

Las muestras de material vegetal <le frutos, c~ 

llos y células en suspensi6n del género Capsicum fueron 

proporcionadas por los siguientes integrantes del grupo 

de Cultivo de célu1as vegetales del Departamento de Bio­

tecnología y Biongenierfa del Centro de Investigaci6n y 

de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico ~acional: 

- M. en C. Carlos Arias Castro 

Capsicum chinense· (Habanero) 

Capsicum annuwn (Serrano) 

- M. en C. Ana Carmela Ramos 

Capsicum annuum (Jarocho) 

Capsicum pubescens (Rocote) 
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- M. en C. Martha Alicia Rodríguez 

Capsicum pubescens (Per6n) 

Capsicum annuum var. glabriusculum (Nanchito) 

- Q.B.P Graciano Calva Calva 

Capsicum annuum (Jalapeño papaloapan) 

- P.B Victoria T. Velázquez Martlnez 

Capsicum annuum var. annuum (Chile de agua) 

Capsicum annuum var. glabriusculum (Chiltepfn) 

- P.B San Juana Arellano Martlnez 

P.B Bernarda García Ocón 

Capsicum chinense (Habanero) 

La metodología empleada para la obtención de callos 

y células en suspensión se encuentra descrita en los infoL 

mes de Avance del Programa de Proyecto del grupo de Célti-~ 

las Vegetales. 

En base a los resulta dos que se obtuvier.on en icís 

estudios de extracci6n de capsaicinoides. todas las mtist~as 

se sometieron al procedimiento de extracción establecido. 

Para frutos. callos y agar con metanol en frio y para 

células en suspensión con cloroformo. 

/ 
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Condiciones de trabajo. 

- Fase móvil 

a) Método A.1 (ver métodos) 

Acetonitrilo 40% 

Agua acidulada (1% ác. acético) 60i 

La solución se desgacificó en un sonicador d~ 

rante 15 minutos. 

b) Método A.2 (vér métodos) 

Metano! 

Agua acidulada (ác. acético pH=2.S) 

Nitrato de plata 

Nitrato de plata 

150 ml 

100 ml 

0.85 g (agua) 

1.28 g (metano!) 

El nitrato de plata se disolvi6 en agua acidulada 

(pH=2.S) y en metano! respectivamente, posteriormente 

ambas soluciones se mezclaron y se obtuvo una soluci6n 

final que se desgasific6 en un sonicador durante IS 

minutos. 

El nitrato de plata se incluye con el fin de mej~ 

rar la separaci6n, ya que forma un quelato con la por­

ci6n elefinica de la capsaicina y la homocapsaicina; ad~ 

más evita que los picos presenten formas asimétricas. 

(10) 

- Velocidad de flujo 
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a) Método A. 1 

1.0 ml/min. 

b) Método A. 2 

l. 5 ml/min. 

• Longitud de onda 280 ,nm 

- Sensibilidad 3 23= 8 mv 

- Velocidad de la carta 0.3 cm/min. 

Anchura del pico 0;16 mv 

- Tamafto del pico 3 mv 

- Volumen de inyecci6n 10 ul. .. 
Métodos. 

A. M~todos de cromatografia de líquidos de alta eficien­

cia. 

Se probaron varios métodos analíticos por HPLC, y 

se seleccionaron los dos métodos que presentaron la me­

jor resolución. 

A.I Modificaci6n del método desarrollado por Hoffman. 

( 1 O) 

Con las condiciones de trabajo mencionadas ant~ 

riormente, se evaluaron los estándares de capsaicina y la 

oleorresina. 
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A. 2 Método desarrollado por Johnson y Bowman. (11) 

Con las condiciones de trabajo mencionadas ant~ 

riormente también se evaluaron los estándares de capsaici 

na y la oleorresina, además de algunas muestras para ve-

rificar reproducibilidad. 

B. J\létodos de Extracción. 

B .1 Extracción con metano! a refllJjO (SO~hlt?t)'. FÍ.g. S 

B. 2 metano! en <i.~f?.,; ~ii{ 6 · 
• "c'r" ,, •,<-:.-~:;r\'::~o"i; ;,,~~ ¡"•• ."/~~~·( ' -, _,,,- .-

Ext~~~ci6n con ,¿lC>rofdf~~ :ek;f:''t;ío'. }i~. i · 

¿tfacci6n con 

B.3 
~ ·_,_:.' :~-:~-'.~ºº.:::.-~:;~-' ~-:-~:· -

-.• '"- c.~ - '•. 
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TECNICA DE ExTR~CCION DE Ó.f>SAICINOIDES 

CON·JÍETANci¡ EN EQUIPO .SOXHLET 

1.~ Pes~~ 3-5 g; de muestra* 

2. Adicionar 300 ml de metanol 

3. Pasar a un matraz de fondo plano 

4. Conectar el equipo Soxhlet 

5. Controlar la temperatura entre 55~60°C 

6. Se deja reflujar 3 veces. 

7. Concentrar a 50 ml !-ra frutos y·a:10 ~l 

para callos y agar. 

8. Inyectar al cromatógrafo. 

Frutos, callos y agar. 

Fig. 5 
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TECNICA DE EXTRACCION DE CAPSAICINOIDES 

CON METANOL EN FRIO 

1. Pesar 3 g. callo o agar; 0.5 g. fruto 

Z. Adicionar 12.S ml de metano! Abs. 

3. Agitar durante 15 minutos 

4. Centrifugar 

S. Decantar 

6. Repetir 4 veces del 2 al 5 paso 

7. Reunir los extractos. Vol. total 50 ml 

8. En el caso de callo y agar concentrar a 

5 ml controlando la Tº 50-60ºC y vacío. 

9. Inyectar al cromat6grafo. 

Nota: el agar se tiene que fundir (controlando 

la Tº con el fin de tener una muestra r~ . 
presentativa. 

Fig. 6 
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TECNICA DE.: EXTRACCION .DE CAPSAICINOIDES 

· D.E C:J?LULAS EN •;SUSP~NSidN ~.. • •. ;\~ < 
.,. ,:~:".,: -~~~¡-,t. ·,:·;;';->··: .. :T.~··-· 

<_'.'~ :~ __ ,.::>:: . < -- _. :. ',:-: :·~,,.~ t~. -~~:; :~·f(·~:.:_-~:~ ":'C'-

1 •. · Tomar 31111.' de· ínEÍdio_ ;dnuet,"c~-1•i.•0}r.~.'o~.if~.:oi'rJm7:0·~·~·:'~~'do{_ 2. :Ad.i2iortat de i-{·lllÍ ... ·•- _ . < 
. ' - ·~ ....... ;>::'-"~' ._, ···~·--··· 

3 Agrtar moderadament~é ·· \ --··- :C.c!-i> 

4. Extrae_r i~ pa;-te -~Í~r~f~~=~'f;a.;~f:•c:_· • 

s. ··Repetir 2. veces cÍ~i~::2·/.iiVt;~;-'.~h'¡;:_:' ..... 
6. 

7. 

·;~;";>, --~~-;'>;:~'. ;. '. : . __ .-_. 

8. 

9 •. Inyectar al: c~oiÍiatÓgrafo; 
- . . . . 

Nota: la temperatura se tiene que controlar 

ent~e 55-60 ºC,,para evit~r la ~lodc­

gradación·. 

Fig. 7 
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rrolladas 

VI. RE SU L TA D OS y D I S C U S I O N 

6. 1 Selecci6n de la técriica{de·;<~ntÍli~Ú.:pol": HP.LC 

e identifi¿~~6n'de'c1~hi¿''i~ili?~s:!' <:>o>.··· 

por 

Se probaron fas técrticas. de·HPLC ' 'éliii'sÍl­

Hoffman y por Johnson y Bowt~~n, y' ~e ob-

tuvo una buena separaci6n con ambas. 

Para lograr la identificaci6n de los capsaicino! 

des en las diferentes muestras, se analiz6 el estándar 

de 90% de pureza y la oleorresina de Capsicum como 

muestra de referencia. Los TR (tiempos de retención) se 

compararon con los de los compuestos presentes en las 

muestras y se verificaron mediante coinyecciones con el 

~stlndar para observar el aumento del pico correspondiente. 

Con las condiciones utilizadas por Hoffman se an~ 

liz6 la oleorresina y se obtuvo el cromatograma I. En él 

se muestra que los picos correspondientes a cada uno de 

los capsaicinoides están perfectamente definidos. La re­

soluci6n obtenida es buena y el tiempo de análisis total 

es relativamente corto. 

Con las condiciones reportadas por Johnson Y Bow-­

man se probó la misma oleorresina diluida l;l y se obt~ 

vo el cromatograma II. En él se puede observar que la re­

soluci6n es buena y el tiempo de anllisis total también -

es corto. También se observan otros compuestos que no 
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Crornatograma I 

Cromatograma de uno oleorealna de Cgpsjcym 
(Importada) x HPLC fase Inversa ; Columna : C1e 
faH m6v1I = Acetonltrllo/H20 (40 ·60) V/v + .1% 
ac. acitlco ·• flujo 1.5 mi l'mln. detector U.V C280nm) 
(2) Capsaiclna , ( 1) Nordlhldrocapsalclna y (3) Di -
hldrocapaalclna . 
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Cromat09rama 11 

4 

e.OI IO.• 17.H .... tle111po i •In 1 

Cro1111e1t09rama de 11110 oleoreslna de Cgps!cym (Importada) 
por HPLC faM lrnrersa columna • C 18 fase movll • MeOH/H20 
(60-40 11/w) + 0.05 M A9NO:s . pH= 2.5(ac. ac6tlco) 
flujo 1 mi./ mln. ; detector U. V. (280 n m) . 
(1 ) C ; (2) NDC ; (3) HC ; ( 4) DHC . 
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7.M 10.44 17.l!J 
9.52 tiempo CnlfRJ 

Cromatograma DI 

Cromatagrama del atondar de Capsalclna ( 90"Ye pu,.za ) 
obtenido x H PLC fase inversa . Columna : C 1e ; faH móvil ' 
MeOH I HzO (60 - 40 V¡v) + 0.05 M Ag NOs a amitos const. 
pH=2.5 ac. acitlco; flujo l lhl./mln; detector U.V.(280nm). 
(1) C ; (2) NDC ; (3) HC ; (4) DHC y (5) HDC . . 
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interfieren en la determinaci6n pues se eluyen en tiem­

pos menores. Con las mismas condiciones, se analizó el 

estándar de capsaicina (90t pureza) a fín de observar 

la reproducibilidad y se obtuvo el cromatograma III. En 

él se muestra 

estiln 

la separación de 5 capsaicinoides cuyos 

muy bien definidos y el tiempo de análisis picos 

fui§ de l 8 minutos. 

Para la identificación de los capsaicinoides pre-­

sentes en las muestras en estudio (frutos, callos, agar 

y c6lulas en suspensión) fué necesario, después de ha­

ber efectuado un estudio con diferentes disolventes y 

condiciones de extracción, hacer una extracción según -

la técnica establecida. (punto 6.3) 

Los cromatogramas IV, V y VI corresponden a los 

extractos de diferentes tipos de muestra. En ellos se 

observa buena resolución y los TR del estándar corre~ 

panden a los ~e las muestras . 
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T..!IT .... o 
9.79 

Cromatograina IV Extracto de fruto 111aduro 
Especie: C. annuum ( Nonchlto ) 

lieMPoh1dn• 

Capsalc:I na 3 Homocapsalcina 

2 Nordlhldrocapsalclna 4 Dlhldrocapsalclna 



Cromato0rama V 

z 

T.51 
•.os 

Extracto de Callo 

s 

17.•• tle•pot-.1 

Especie= C.onnuum var. qlabrlsculum (Chlltepfn) 

Capsalclna 3 Dlhldrocapsalcina 

2 Nordlhldrocapsalclna 
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2 

•.17 ••.•11 •.• s 

Cromato9rama VI Extracto da Agar 
E•pec:le• C.annuum var. afobrlsculum ( Cllllt9Pln) 

Capsalclna 3 Dlhldrocapsalcina 

2 Nordlllldrocapsalclna 

4-1 



6.2 Validaci6n estadística del método. 

Para ser est~~ísticamente válida 

toda técnica analíiic~ debe reunir ciertos requiquisitos. 

Los criterios estadísticos que más se utilizan son: exact~ 

tud, especificidad, precis~6n y linealidad. 

A. Especificidad. 

En los cromatogramas correspon­

dientes al análisis del estándar y de las muestras (ex-­

tractos de Capsicwn) que consistían en una mezcla de 

capsaicinoides, se observa que en los tiempos de reten-­

ci6n de los compuestos de importancia para la cuantifica­

ción, no interfiere algún otra sustancia. 

Aunque existen otros compuestos que se eluyen d~ 

rante el análisis, éstos tuvieron tiempos de retenci6n -

menores a los compuestos de interés, indicando con esto 

que el mEtodo de cromatografía de líquidos de alta eficie~ 

cia con las condicio~es 6ptimas para el análisis de capsa~ 

cinoides es específico. 

En los croniatogramas II, III, IV, V y VI se obse.r:. 

va una buena resoluci6n que determinó la especificidad 

del método por cromatografía de líquidos de alta eficiencia 

para la cuantificación de los capsaicinoides. 
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B. Exactitud. 

Se obtuvo el. l de capsaicina re­

cuperada, para lo cua,l se prepararon {, solúciones de di_ 

ferente concentración ·.del ~sl:i~d!Í/:'_;'.Y;~;c~ ~~Í.cionaron a 

una solución problema . 

cidas, 

.l:lajo las condiciones óptil!,las) pr~"'.iamente estable­

se analizaron las sort12r~~e~· ~IÍteriormente mencig_ 

nadas y 

la Tabla 

Demostración de la exacii tlld .> ··· 

Si tenemos los si'gui.entes·· datos: 

x 98.5500 

s 2.11.72 

No. de ditos N = 4 

1) Prueba de Hipótesis 

Ho U= 100'!. 

Hi U¡! 1 00% 

2) Modelo pr:ibabilistico 

Texp. = 

3) 

T exp. 

en 



B. Exactitud. 

Se obtuvo el t de capsaicina re­

cuperada, para lo cual se prepar_aron 4. ~olui:ionés ;de di_ 
·. '"•.,;·, 

ferente concentración del estándar:. r: ·se adicionaron a 

una solución problema. 
. . ' 

tlaj o las condiciones óptimas, 'previamente establ·e-

cidas, se analizaron las soluci;;Üe_s_i.:niei:-ior~ente menciQ. 

nadas y se obtuvieron los re'sU:1_t:a.a_iJ'5· qúe se muestran en 

la Tabla 1 

Demostración de la exactitud: 

Si tenemos los siguiente~ datos: 

x 98.5500. 

s 2.1172 

No. de datos N = 4 

1) Prueba de Hipótesis 

Ho U= 1ooi 

Hi U# 1 ooi 

2) Modelo pr~babilrstico 

Texp. = 

3) Resultados 

T = exp. 

x - u 
s ¡[Ñ 

98.5500 - 100 

2.1172 1.J.í 

.j6 



1 .3697 

! 3.1825 para un nivel d~ significancia 

el u ir 
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RECUPERACION DE CAPSAICINA ADICIONADA, POR El i·iETOüO l.Jt. HPLC. 

Cantidad en 
muestra 

(mg /mi.) 

U.L~ll 

o .132 

0.133 

ll .130 

'l'ah 1:1 

Cantidad 
adicionada 
(mg/mll 

O, U92' 

- 0.272_ -

Vol. total 
Cml) 

Total 
(mg/ml) 

·º .111 

0.202 

o. 2'•4 

Encontrados 
(mg/rnLl 

0.108 

U.195 

ú :z.•10 

.··- .. ••a-:28a-

Recuperación 
c:o 

n.::i 



C. Linealidad. 

Para establecer el intervalo l~­

neal se prepararon soluciones del estándar a difer~ntes 

concentraciones bajo las condiciones ideales.. Loi re­

sultados que se mestran en la tabla II, fueron obteni­

dos para comprobar este parámetro estadístico. 

Se obtuvo la curva de calibración de la capsaic~ 

na ajustada por regresión lineal. (Fig. 8) 

ppm agregaiios tx) ppm recuperaClo s (y) 

10 10 

100 92.S 

200 186.2 

300 212 •. 25 

400 356.05 

500 458.05 

Tabla Il 

Intercepto a la ordenada 

a= 1.2155 

Pendiente 

b= 0.9050 
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Coeficiente de correlaci6n 

r= 0.997 

so 



lalO 

••• a-

.. 
S' 

••• a-

IOO 200 

r=0.997 
111= 0.9050 
•= l. 2155 

300 

Curvo de Colibroci6n de la Copsoicina. 

F ig. 8 
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D. Precisi6n. 

Se prepararon s~luciones a difere~ 

te concentracion (1, 100, 300 y 500 ppm de cap--

saicina) y se analizaron por triplicado según el método, 

durante un s6lo día de trabajo realizado por el mismo 

analista. Se determinó la desviación estándar y el co~ 

ficiente de variaci6n. Los resultados que se obtuvie-­

ron se muestran en la Tabla III. 

Evaluación de la precisión 

ppm agregados 

Tabla 

100 

300 

500 

III 

ppm recuperados 

0.975 

97.625 

287.18 

482.06 

x = 

s 

s2= 

'!. recuperación 

96.81 

0.9092 

º·· 8 266 

97.5 

97.62 

95. 72 

96.41 

Debido a que se' obtuvo un coeficierite.de varia­

ción menor que ~. se puede establecer que_~l método 

utilizado para cuantificar a los capsaicinoides descrito en 
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el presente trabajo es preciso y tambi&n puede re­

ferirse a la 
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E. Cuantificaci6n de 

La cuantificaci6n' se .}.reái"izó por. ~;sf~;ii~~rí.i~C::ion 
_;;J' ;·,,;:_.:-. _ •'•'e-< !Ó ~-.;• ••." ' • • ., • • • • ~ •' • • ' •', '·'-'• , 

para lo cuai ' se prépárarcni sóiucion:e:~ .. ',pat.i-oriés 
' __ , ¡ ~ - - ,_·.~~" 

externa, 

del estándar a diferentes' cóncentrác iones. Posietio.rment.é • 
se inyectaron alicuotas iguales de mues tras y ~·5 tái{<lá\;· 

··;.-~ ::~;: -. ,_ 

y se compararon las áreas con las de las có?lcentracio~-

nes conocidas. 

Se obtuvo una gráfica de calibración de.concerit:r~-.-
. ·--· o·'·'-:-· 

ci6nes coriocidas del estándar contra las dreas ob~enidas. 

Se trataron las muestras en ias mismas condicio-
. -.· ' 

nes y el área que se obtuvo, se irite:rtjol6 en la gráfica 

o bien se calculó por el método ~om.~enCi~naL ·. 
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6.3 Extracci6n de capsaicinoides en frutos, callos Y. agar. 
, .. ·- . 

. .- . . 
Las metodol9gioa.s utilizadas para extra:eí-::.los capsai_ 

- - :. ·<,: :.-.)~,:--><~-\::>-'.;_~,:.\; .:·,<--

ci no i des del fr~~b. C:aiios • agar y cél¡_;las.'i":,'~Jí~.;5usperisi6n 
fueron establecidas y adaptadas a las condi~i;CJ~e·~. d~ lab2_ 

ratorio. 

Se probaron diferentes dis6lventes, ~eleccionados 

con base en la solubilidad de los capsaicinoides. Estos 

disolventes fueron: ac~tona, acetato de etilo, metano!, 

etanol, cloroformo y éter. Se pesaron 3 g. de muestra 

de callo y agar de una misma especie y se realizó una 

extracción en frío siguiendo las condiciones señaladas 

en la secci6n de métodos (inciso B.2, pag. 31). Los re­

sultados que se obtuvieron se muestran en la Tabla IV. 

En ella se observa que el disolvente que extrae 

mayor cantidad de capsaicinoides es el metanol. Este e~ 

perimento se realiz6 por duplicado obteniendo en ambos, 

resultados similares. 

Con el fín de ver si la cantidad de capsaicinoi_ 

des extraídos aumentaba por efecto del calentamiento 

(Tº contolada entre" SS-60°C) • se efectuaron diversos e~ 

perimcntos de extracci6n a reflujo en soxhlet siguiendo 

los pasos que se indican en los métodos (inciso B.1, pag. 

31). De los extractos obtenidos en cada reflujo se tomó 

una alicuota de 10 ml y se analizó según el método de -

HPLC. 
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Eatracci6n de Cap1aiclnoldn con diferentes tolventas 

Especie ' CHalcym pyll••CIM 

I Muestra• callo 
Eter · Cloroformo Acetato etilo Et OH Me OH Acetona 

Pico deCC) 

o sin buena o 12.Bppm 35.4ppm 2.5ppm 
MPQracidn ISppm 

* 

O Muntra• Atar 

l.7ppm o o 28.8ppm 49.35 ppm 3.1 ppm 

• cuantlflcaci6n por HPLC 

TAHLA IV. 



En este caso se determin6 la cantidad total de 

capsaicinoides extra{dos ·en cada reflujo. Los resulta­

dos que se obtuvieron se muestran en la Tabla V. Para 

este experimento se analizaron el callo y el agar de 

una misma especie de 9!Psicum, con un mismo tiempo de 

crecimiento. 

Puesto que la técnica anterior resultaba muy l~ 

boriosa y el consumo de disolvente utilizado era muy -

grande se decidi6 efectuar cuatrc extracciones con m~ 

tanol en fria determinando el contenido de capsaici--

noides en cada una de ellas. Posteriormente, se suma-

ba el total de las cuatro extracciones. Con estas ca!!_ 

diciones se analizaron el callo y el agar de una misma 

especie de Capsicum con un tiempo igual de desarrollo 

al del experimento anterior y se obtuvieron los resul­

tados que se muestran en las Tablas VI y VII. 

En ellas se observa que la cantidad recuperada 

de capsaicinoides con 

fria es mayor que 

cuatro extracciones y metano! en 

con extracci6n a reflujo. 
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f.!ETODO B .1 

EXTRPCCIOO OC CAPSAICINOIU:S PRESBHES 
EN CAU.D Y~ C00 f·EGI A OO:WJO (SoXHLET) 

Especie: C. annuum var. glabriusculum CChiltepfn> 

J. CALLD (Edad: 

Muestra e 
R ;¡ 1 0.003" 

R # 2 0.016 

R # 3 0.017 

R # i¡ 0.004 

R # 5 0.008 

R ti 6 0.0016 

"" m;;/gr callo 

11. A<iAA 

Muestra 

R ;¡ 1 

R ¡; 2 

R.# 3 

R 11 4 

R N 5 

"mg/gr 

TABLA V. 

mes) 

NDC HC DHC HDC Total 

0.007 0.022 0.032 

0.022 0.026 0.06lf 

0.023 0.038 0.078 

0.016 0.008 0.028 

presente -,.- 0.001 0.0018 

0.0016 

Total 

0.031 

0.036 

0.088 

0.036 

J.022 

.R= una.' ~,;:~;~C:'6r~n- en sOxhlet 

Temperatura constante. 
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Muestra 

E 11 1 

E 11 2 

E ;¡ 3 

E # 4 

E # 5 

* mg/ gr ca..11.o 

f·'EQH FRfO 

METODO B.2 

EXTRACCICW DE c.APSAICIOOIOCS PRESENTES EN 
CAUD~ COO ~ EN FRIO 

Especie: C. annuum var. glabriusculum CChiltepin) 

li..:j•.d ('! •••> 

e NDC HC DHC HDC Total 

0.039* 0.010 0.049 

0.037 0.019 O.OS6 

0.007 0.006 0.013 

0.0009 0.004 0.0049 

·-
T o t a l 2~H~~= 

ü.1229 1'iG/G CALLO 

fVEOO REFLUJO o.c,ro t-t;/G CALLO 

TABLA VI. 
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Muestra 

E#l 

E#2 

E#3 

\ 
·E#4 

E#S 

METODO B. 2 

EXfPJlCCIOO DE CAPSl\ICli{)IDES EN /!l::NI., 

COO f<EOH EN FRlO 

Especie: C. annuum var. glabriusculum (Chiltepin> 

Edad: 

e 

0.003* 

0.005 

0.002 

presente 

* mg/gr Agar 

MeOH rr!o 0.148 mg/g Agar 
MeOH reflujo 0.083 mg/g Acar_ 

TABLA VI 1. 

t'O 



Para corroborar lo anierior se efectuaron exp~ 

rimen to con . tres dif~~erite~ condidorl~s de extracci6n 
J.. ' ' • ;- . <'/:~. :,·-. 

y se analizaroi{:,¡d_g5;.'\frutos ,'de especi_es,.:'distintas·. > En 

la Tabla. ~Úi-~311~~3*il~~-fi-~~1'xÍd~f'.'i:;'.iJi~1~'~~:¡~f~bhiii,dds;~:/' Se 

observa ·que, c6ri ~i'~_t(;~~~:f~~~i~~l·'.~§*c.~~-~~;~-~~-,;~ri\;;iio;: y 

agi taci6n dur~nt~\ xo:~mrn.utós : se extr~e . mayor ~~~n:~idad 
·:"::_ 

de 
,,._,,. 

capsaic irio id es. ··"" 
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APLICACIO~ Y COMPARACIO.'I DE LOS METODOS DE EXTRACCION 

EN EL FRUTO DE DOS ESPECIES DE Capsicum. 

Especies:. C. annuum var. glabriusculum (Chiltep!n)- 1 

c. chinense (Habanero) 

I. EXTRACCIONES EN FRIO CON METANOL 

Muestra e NDC HC DHC 

4. 46"' 0.37 ND 0.22 ND. 

2 1.3. 6 ND 0.32 0.38 ND 

* mg/g fr.ut:o seco. 

II. EXTR . .\CC IONES EN FRIO CON METANOL + AGITACION 

Muestra e NDC HC DHc .. .HDc·· 

7.64* 0.6 0.23 0.28 ND ·-

2 14.43 ND 0.22 0.34 ND 

* mg/g fruto seco. 

rrr. EXTRACCIONES CON METANOL (SOCHLET) 3 REFLUJOS 

Mues t:ra 

2 

e NDC 

6.9*. 0.4 

1.3.62 ND 

* mg/g fruto seco. 

ND• NO DETECTABLE. 

TABLA VII 1. 

HC 

ND 

0.2 

62 

DHC 

0.3 

0.32 

HDC 

ND 

s;os 

14.3 

·.····•·•·•···Total 

. /,;s:7s 

ls 

Total 

7.6 

14.4 



6.4 Determinaci6n del contenido de capsaicin~ides en frg 

to, callo, agar y células en,suspensión. 

Una vez alcanzadas las condiciones experimentales 

6ptimas y después de haber efectuado diversas pruebas 

preliminares se obtuvieron los siguientes resultados: 

- Determinación del contenido de capsaicinoides 

en 10 frutos de diferente especie de 

Capsicum. Tabla IX 

- Determinación del contenido de capsaicinoides 

en callos y agar. Tablas V, VI y VII. 

- JJeterminación del contenido de capsaicinoides 

en células en suspensión. Tabla X 

63 



Muestra 

C. annuum var. 
g(ab1t.iu4cu(um 
(parr.sdito) 

C. annuum var. 
g(ab1t.iu4cu(um 
(chiltep.in) 

C. anltuum var. 
annuu.m (agua) 

e. ch.ine.n4e 
e flttl.J~'lnero) 
C. pube4c.en6 
C Pur·on) 

C. attnuum (Tu~ta) 

C. annuum var. 
annu.um (,J~lupcfio) 

C. annuum Vi.Ir·. 
Tamp.ique.ilu 14 
C St!t't'•1wJ) 

C. annuum Vdr'. 
9.fab1t..iu4Cutum 
( f'j 'lllÍll 111'.:l'C.:Ud) 

e 

CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES EN EXTKACTO uE 
DIFERENTES ESPECIES DE Cap4.icum 

POR HPLC 

NDC HC DHC HDC T o t a L. 



Tabla X. 
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VII. e o N C,L u s r o N Es . 

1. La técnica cromatográfica de HP!~ utilizada paya ca 

rae ter izar capsaicinoides en fruto, cá:l1¿'.; ,.agii.t .. : y c-ª.. 

lulas en suspensi6n es exacta, espec{j¡-~:a"· '·breci~a 
y sensible. Además permite efectuar·a·n~lis·fs en 

tiempos relativamente cortos. 

2. La Técnica desarrollada por Johnson y Bowinan fué s~ 

leccionada en virtud de que ~tiliza menor cantidad 

de disolvente y, por tanto, se disminuyó el costo 

del análisis. 

3. La técnica de HPLC, descrita en el presente traba­

jo, permite analizar capsaicinoides en sustitución 

de técnicas calorimétricas y cromatográficas de pa-

pel, capa fina o CG. Estas técnicas que son ta~ 

bién utili~adas para este tipo de análisis, ofrecen 

varias desventajas sobre el HPLC; en general su e~ 

pccificidad, exactitud y sensibilidad son pobres. 

En el caso particular de la CG, su desventaja pri­

mordial radica en el hecho de tener que formar un 

derivado de los capsaicinoides 

tad en la determinación. 

aumentando la dificu~ 

4. Para extraer capsaicinoides de frutos, callos o agar 

se utiliza 4 extracciones con metano! en frío y con 
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agitación. La cantidad que se extrae por este método es 

apreciable. Existen otras sustancias que se extraen con 

los capsaicinoides, pero se sep~ran por el método de 

HPLC y no interfieren en los tiempos de retención de -­

los compuestos de interés. Los capsaicinoides son com­

puestos que a temperaturas mayores de 65°C se descomp~ 

nen o degradan. 

s. Los capsaicinoides separados en el caso del fruto fu~ 

ron similares a los del estándar. Se encontró que, en 

todos las casos, el contenido mayor es de capsaicina 

y dihidrocapsaicina. 

6. En el caso del callo y el agar, el capsaicinoide --

que se encuentra en mayor cantidad en la especie anali 

zada, es la NDC; es to se verificó medü1ntc coinyección -

con el estándar. 

7. Para extraer los capsaicinoides presentes en células 

en suspensión se adaptó la técnica de Lindsey (ver mé-­

to<los, inciso B.3), con la cual se obtuvo buena recupe­

ración. Para la especie que se analizó en este caso, la 

mayor cantidad encontrada fué de C. 

8. El contenido de capsaicinoides eri las distintas muestras 

puede variar dependiendo de varios factores, entre los -­

cuales se enumeran los siguientes: 

- especie 

- condiciones <le luz y t~mperatura 



9. En -el 

es mayor 

ci6n. El 

- medio de cultivo utilizado para crecer los 

cal los .. o_ l~s células en suspensi6n -

- adiciqn ·de horm"onas·- y pr_ecuJ::sores 
<-,-·,--" 

- .pH. : .;- ____ </ s~u;'.¿:_·. 
C!{5~í~~iite_·_·l.Ítiliia.c16> ' i';·_:~;\'.;•. 

·::::::::::::::u::: .::::::~~:~{1r~?~~~~~~::::: 
de capsaicinoides por lo que su picor aument~ -~()-~~Íde~abl~ 
mente en comparaci6n con otras especies. 
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