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I.RE SUMEN

Se ha caracterizado el contenido 42 capsaicinoides en
frutos, callos, agar y cé&lulas en suspensién del género
Capsicum (Chile), mediante Cromatograffa de Liquidos
de Alta Eficiencia (HPLC).

Esta investigaci6én pertenece al proyecto de "Produc--
cién de capsaicinoides por c&lulas del género Capsicum
en cultivo sumergido".

Debido a la excelente resolucidn que se obtuvo con
ia técnica seleccionada de HPLC, se logr6 la identifi-
cacién individual de los capsaicinoides.

Por otro lado, se estableci§ la técnica de extrac-
‘cién para los capsaicinoides presentes en frutos, callos
y agar, como resultado de 1la 7realizacidn de nume -
rosos experimentos y ensayos en los cuales se probaron di-
ferentes disolventes y condiciones de extraccidn.

Finalmente, se obtuvo una mayor cantidad de capsai
cinoides mediante extraccién en frfo con metanol.

En la validaci6n del m&todo se obtuvo la linealidad
en un intervalo de: 1 a 500 ppm de capsaicina. Se deter-
miné el porciento de recuperacién de capsaicina y se ob-
tuvo un intervalo de 96 a 101%. También se determinég la
precisién del método.

Por los resultados obtenidos el método de HPLC des-

crito en el presente trabajo es exacto, preciso con



amplias posibilidades de aceptaci6n para caracterizar

a los capsaicinoides.




II. T NTRODUCCTION.

En los Gltimos afios se ha visto la necesidad de
buscar vias alternativas para la obtenci6én de metaboli-
tos secundarios que tengan particular interés desde el
punto de vista farmaceflitico o alimentario.

Una de éstas alternativas 1la ofrece el cultivo
de células vegetales. Las sustancias naturales obtenidas
a partir de esta técnica son variadas, entre &stas se
encuentran los capsaicinoides, que son compuestos qui
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 depen
diendo de las condiciones ecolégicas de su produccién.

Por otra parte, en el caso de &stos compuestos se
ha visto 1la necesidad de estandarizar wuna técnica ana-
litica que permita determinarlos y cuantificarlos indivi
dualmente. En varios trabajos publicados este se ha 19
grado mediante técnicas analiticas clisicas. Durante 1los
afios setenta se desarrollaron métodos colorimétricos y
cromatogrificos (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 cromatografia de gases (CG) fué
necesario formar un derivado de los capsaicinoides, lo
que dificulté su determinacién.

Por este motivo en los Gltimos afios se le ha da
do gran importancia a la té&cnica de Cromatografia de Li-
quidos de Alta Eficiencia (HPLC), que tiene la ventaja
de separar mezclas complejas en niveles muy bajos de con
centracifén. Adem&s, las temperaturas a las cuales se rea
lizan 1los andlisis evitan la biodegradacién de los com-
puestos y no hay limite por el peso molecular de las sus
tancias. '

El objetivo general de este trabajo es establecer
un método de extraccidn y, encontrar las condiciones de
trabajo &ptimas de HPLC para la determinacién y cuan-
tificacién de 1los capsaicinoid~es presentes en frutos ,

callos y cé&lulas en suspensién del género Capsicum.




I11. 0 BJE T I VO S .

Para lograr 1la caracterizacién ' de los. ‘capsai-

cinoides presentes en frutos, callos, .agar. yfidélulésj‘

en suspensién del género Capsicum se propusieron los- si

guientes

objetives particulares:

Seleccionar la técnica de dnﬁlisis ‘de capsaici
noides por HPLC vy establecér sus 'pérﬁmetros 6p

timos.

Separar e identificar a los capsaicinoides en

. las diferentes muestras del'género Capsicum.

Establecer el método de extraccién para dichos

compuestos en frutos, callos y cé&lulas en sus-

pensién.

Determinar el contenido de capsaicinoides en
frutos, callos, agar Yy células en suspensién

de diferentes especies de Capsicum mediante

HPLC.



IV. ANTECEDENTES

4.1 E1 cultivo de tejidos vegetales como una al
ternativa para la produccién de capsaicinoi

des.

El cultivo de tejidos vegetales es una
técnica de cultivo IN VITRO de células, tejidos u Srga-
nos, bajo condiciones asépticas y controladas comoe 1lugz,
temperatura, humedad, composicién del medio de cultivo
etc., (26) que en México ha alcanzado un gran auge de--
bido a 1as amplias. perspectivas que ofrece. Algunasv de
sus aplicaciones son las siguientes:

a) Micropropagacién de cultivos
b) Preservacidn del germoplasma
c) Mejoramiento genético ’
d) Obtencidén de sustancias naturales de,intéf

r&s comercial. (26)

E1l Gltimo punto representa un factor muy imﬁortag
te debido a que nuestro pais en los Gltimos afios se ha vig
to en la necesidad de buscar vias alternativas para 15 ob-
tencién de sustancias naturales.

Por otro lado, se sabe que las plantas producen
una gran variedad de sustancias orgdnicas de interés .

comercial como son: aceites, resinas, saponinas, coloran-



tes, ceras, saborizantes y farmacos entre otros, lo cual
en la actualidad representa un factor econémico muy im
portante {(24). De los compuestos anteriores, los far
macos, los aceites y otras sustancias con una gran de
manda en el mercado son metabolitos secundarios que pro
ducen las plantas. Estos metabolitos son sintetizados en
células especializadas de la planta durante una etapa
establecida del desarroilo de las mismas y pueden ob
tenerse a partir del cultivo de tejidos vegetales (CTV).
(26)

El CTV ofrece la alternativa de producir estos
metabolitos secundarios, sin embargo los estudios acer
ca de la wutilizacidén de ésta técnica para producirlos
en nuestro pais son muy pocos (26).

A pesar de que en México el chile es muy impor
tante en la dieta y de contar con una gran variedad
devellos, se tiene poco conocimiento de los metaboli
tos secundarios que produce ¥ que pueden obtenerse me
diante la t&cnica del CTV. (24). Metabolitos de gran
importancia para la industria alimentaria y farmacel
tica principalmente.

Actualmente; en el Departamento de Biotecno
logfia y Biongenieria del Centro de Investigacién y de
Estudios Avan:zados del Instituto Politécnico Nacional se
efectuan estudios con el fin de obtener metabolitos se

cundarios de interés comercial, mediante el cultivo de te



jidos vegetales, en este caso de ~capsaicinoides a par

tir de especies del gé€nero Capsicum.



4.2 Capsicum ( Chile ).

El1 chile pertenece al género
Capsicum de 1la familia de 1las Solandceas. E1 nombre de
capsicum se deriva del griego ''Kapsa'" que se ‘refiere
al picor del chile. (20)

Antes de la llegada de los espafioles, era culti
vado por 1los nativos en los pafises tropicales de Amé-
rica, quienes 1o utilizaban como condimento y en élgg
nos casos para curar calambres y diarreas. (21) :

Actualmente se ccnocen mas de 20 especies‘ silfé§'

tres Yy s6lo se reconocen 5 especies domésticas

C. annuum L.

C. baccatum !.
C. frutescens L.
C. chinense

C. pubescens

(20)
La primera agrupa a muchas variedades entre las
cuales estin C. annuum var. glabriusculum y C. annuum
var. annuum. A esta Gltima pertenecen casi todos 1los

chiles cultivados en México y es el grupo de mayor dis-
tribucidn e importancia econémica en el mundo., (20)
Todos 1os frutos del género Capsicum presentan

una composicién general basada principalmente en conte-



nido de proteinas, resinas, celulosas, pentosas, sales
minerales, vitamina§ y principio picante (capsaicinoides),
.al " que pertenécen alrededur de 10 compuestos respbn-
sables del "~ picor del chile (28). Dicho piéorrpdédg ;va-i
riar debido a muchos factores.v.entre,iqsf'cﬁAiéste en- -
cuentran 1los siguientes: el medio dé‘éuitivo; é1=:grad6‘
de maduréz del fruto, la especie ﬁe que~§evgfﬁte y --

factores genéticos y geogridficos, (26)
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4.3 Capsaicinoides.

Durante los siglos XVI, XVII y XVIII los
frutos de Capsicum habian sido éultivados en muchos pai-
ses; pero es hasta el siglo XIX cuando verdaderamente
empieza la investigacidn sobre su composicibdn y propie-
dades. En 1816 (21), Buchholiz fué el primero en indicar
que la propiedad picante del chile podria ser obtenida

por maceracién de los frutos con soclventes orgianicos.

En 1817 (21), Braconot encontrd que el mismo prin-
cipio podria ser scluble en sales alcalinas. Posteriormen
te, Thresh (21) fué el primero en purificar el primer
principio picante llamindolo capsaicina. Otras investi
gaciones (21) demostraron que el compuesto responsable
del picor contenia grupos hidroxi y metoxi. A fines del
siglo XIX se postuld que la capsaicina y la vainillina
presentaban estructuras muy similares, pero no fué sino
hasta el afio de 1923 (21) cuando al sintetizar capsaici
na y dihidrocapsaicina, Nelson y Dawson demostraron quc
la capsaicina estaba formada por una unidad bdsica 1lla-
mada vainillilamina y un componente fcido (un isémero -

del 4&dcido decanoico). A toda esta estructura corres--

ponde el siguiente nombre 'quimico:



N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-8-metilnon-trans-6-enamida.
(Fig.1) -

Los ‘capsaicinoides ‘son compuestos, que-pertenecen
al grupo de alcaloides y son metabol: ¢ darios que

se excretan"él medio enrun 90% (19)'

Su interés comercial tanto par5 iéf1naﬁs%fié far
macefitica como para la alimentaria, se ~deBe:alfé}én naG
mero de aplicaciones dentro de las mismas (ver’ caractg
risticas de capsaicinoides). (3), (18), (28)

Actualmente los capsaicinoides son comercializa--
dos como un extracto 1l1lamado '"Oleorresina de Capsicum"
que contiene, adem83s del principio picante, grasas, pig
mentos, pentosas, sales minerales y resinas entre otros
compuestos; pero deben ser eliminadas con el fin de pu-
rificar a los capsaicinoides. Este proceso en México ele
va mucho 1los costos, por 1o que actualmente dicha oleo-
rresina se impcrta.

Quimicamente 1los capsaicinoides son una mezcla --
compleja de amidas cuya estructura estd formada por
los &cidos enoico, octanoico, nonanoico y decanoico de la
‘vainillilamina (13),.

Se ha demostrado que los 5 capsaicinoides que se
encuentran en mayor cantidad dentro del fruto en orden
decreciente son:

Capsaicina <)

12



Dihidrocapsaicina (DHC)
Homocap;aicina‘ 3 (HC) .

’Nordihidrpéépsaiéiﬂé (NDC)

saicina (HDC)
San, as)
La capsaicina, sto ‘mas . ampliamente

estudiado por“serifel»gapsaiCin  de»responsablé en:,ma-

yor cantidad de,laféénéa‘léh piéénte; (1)

13



4.4 Caracterfsticas de los capsai@ihpides.

4dé§arféllédiﬁ?(Flg

‘1:1bflﬁéfmuié‘ ¢6nﬁéﬁ§ad5.'»

:;Capsaicina ‘ :C]gﬁéé
Homocapsaicina Céoﬁgngsi"“
kNordihidrocapsaicina C18H27N033’?5
Dihidrocapsaicina CIQHZQNOS
Homodihidrocapsaicina C20H31N03

G35y

c) Peso Molecular.
Capsaicina
Homocapsaicina

- Nordihidrocapsaicina T';
Dihidrocapsaicina

Homodihidrocapsaicina.

d) *Punto de fusibm.

Entre 64- 64.5 °C
e) Solubilidad.

Solubles en éter;

formo, etanol y acetato de etilo; muy solubles en

14



CAPSAICINOIDES

"y Q o H
H-C-N-C - ICH,-CH=CH-CH-CHy H-€-N-C (cu;l.-ql cHy
© ciy cHy
ocCH, 0CH;
oM CAPSAICINA (C) ot NORDIHIDROCAPSAICINA (NDC)
"wHo
- C-N-C-(CHyly -CH =CH- Cji - CHy ul-z.g-(c“-m;cu,
oy
OCH, ocHy
OM  HOMOCAPSAICINA (HC) on DIHIDROCAPSAICINA (DHC)
#Ho
] 1 4
-C-%-E-iCHyly-Cyi-CHy
CHy
ocH, - o .
on HOMODIHIOROCAPSAICINA (HDC)

Fig. 1
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nol y poco ‘so1ub1es en acetona. (12}, (23)

'“  f) Espectro de Absorcién..

El espectro de absorcidén en el ul

travioleta ~de’ la ‘capsaicina, muestra un miximo de absor

cién a 200 nm. (Fig. 2) (37) e

Vg) Biosintesis.

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: lai
Fig. 3

Algunos trabajos ya habfan demostrado que. las.
unidades arométicasv(c6 - C1) se derivan biosintética
mente de 1la fenilalanina via 4cido cindmico. (2)

Debido a que de la fenilalanina se deriva 1la
vainillilamina y de €sta, a su vez, la capsaicina se
establecié que é&ste compuesto e€s un precursor importan
te que tendrd que ser tomado muy en cuenta en la pro
duccidn de capsaicinoides (7).

Algunos otros estudios han demostrado también

que la leucina, isoleucina y valina, son precursores

16
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de las moléculas de 4dcidos grasos de los capsaicinoi
des es decir, de las porciones olefinicas 'y parafini-

cas de ellos. (16)

h) Efectos fisiol&gicos.
Los <capsaicinoides son compuestos -
muy potentes que causan una severa irritacién en ojos

piél y membrana mucoidal. (27)

En 1965, Molnar reporta efectos de hipotermia, -
somnolencia y bradicardia por ingestidén de elevadas con
centraciones de capsaicina en alimentos. (3)

Los <capsaicinoides son absorbidos en el tracto
intestinal y posteriormente son metabolizados (22). Asi
mismo, se ha reportado que la capsaicina aparece en la
orina después de haber sido ingerida en 1los alimentos
1o cual ha sido comprobado mediante métodos cromato--

gradficos (HPLC) y reacciones colorimé&tricas. (11)

Por otro lado también se hz observado, en estu
dios realizados con ratas, que cuandc se introducen can
tidades excesivas de capsaicina en el organismo se pro-
duce una degeneracidén celular tanto en higadc como en
corazén. (22)

En el higado 1la capsaicina tiene un efecto inhi-
bitorio en el metabolismo mitocondrial, especificamen-

te sobre 1la fosforilacidén oxidativa y» algunas otras fun-

19



ciones energéticas. (4)

: ~ij;y$os;

7 : rbeé']capsaicinoides han sido amplia-
mente utilizados déﬁﬁroj de la industria alimentaria co-
mo saborizantés y.céhdimentos. Dentro de la industria
farmacelitica, uno de sus usos es como analgésico local

de aplicacién dental debido a sus efectos Sobre. -

neuronas sensoriales. (3)
Los capsaicinoides han sido  también
dos dentro de medicamentos farmacetiticos:

utilizados para calmar dolor de hhésqsu

reumidticos. (28)

saicinoides presentan propiedadésll‘
tividad antioxidante. (28) -
Recientes estudios revelal

minuye 1los niveles de colestero

sulta muy interesante ya  que

pacientes que sufren-. afecciones debidas:al’colestero

3 7,:‘ “‘;7 EE B

j) Produccién.
Los capsaicinoides son compuestos
que se sintetizan naturalmente en el fruto de las espe

cies del género Capsicum y también pueden ser sinteti-



zados qufmicamente (10). La cantidad de ellos en las es
pecies de Capsicum varia dependiendo de diversos facto

res (mencionados en el punto 4.2),

Se ha observado que 1los chiles originarios de MZE
xico, del centro Yy sur de América y algunos- de Africﬁ
contienen mayor cantidad de capsaicinoides,por lo cual,
su picor es considerablemente mas alto que los origi-
narios de los paises de Europa. (28)

Algunos ejemplos de chiles que contienen mayor
nlimero de capsaicinoides son: piquin (muy picante), chi-
potle (muy picante), jalapefio (muy picante), serrano (pi
cante), habanero (muy picante) y pimienta melagueta (pi-
cante). (28) '

Debido a las caracteristicas de su biosintesis
y puesto que son metabolitos secundarios que se excre-
tan al medio, pueden producirse mediante 1la técnica
de cultivo de tejidos vegetales (20). Aunque esto no
es aGn un hecho, 1a produccién de grandes cantidades

de capsaicinoides, estd en proceso de investigacién.

k) Identificacién y Determinacibn.
" Existen varias técnicas que han si-
do wutilizadas para determinar o separar a los capsai-
cinoides. En 1los Gltimos afios se ha requerido buscar un
método analitico para determinarlos individualmente.

Desde el punto de vista de control de  calidad



es tambié&n importante una técnica analitica que permita
establecer el contenido de capsai;ino;deé ven(_distintos
productos alimentitios con el fin ,derigUAiérﬂyl:estanda-
rizar sabores. ' L

Los métodos que han sido utiliidddsfkﬁéfa ;d§ter-
minarlos son: métodos organolé&pticos intrbduéidoskt ﬁor
Scoville (18), y métodos fisicoquimicos. Deﬁtrof‘deueé;
tos Gltimos han sido utilizados especialmente m&todos co-
lorimétricos y métodos cromatogrificos. Fig.4 '

Las técnicas colorim&étricas que se han utilizado
para este fin generalmente, se basan en hacer reaccio--
nar un cromGforo con la porcién olefinica de los capsai
cinoides formando un compuesto colorido el cual absorbe a
una determinada longitud de onda. Un método colorimétri
co es el desarrollado por Krishan (1), en el cual 1la cap
saicina que estd presente en el fruto de Capsicum reac--
ciona con nitrato de sodio-molibdato formando un comple-
jo amarillo cuyo miximoc de absorcién se encuentra en
430 nm. (1)

Otra reaccifn espectrofotométrica se basa en la
reaccibn entre la capsaicina, y el &dcido tungstofosférico
y el icido molibdofosf6érico, que da lugar como producto a
un complejo colorido. (33). Estos tienen la desventaja, de
que los reactivos reaccionan con otros compuestos due no
son capsaicinoides, quienes se enmascaran por la presen-

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

22



VYentajas del HPLC:

‘alta resolucién -
alta  sensibilidad (ug - ng)

cantidades minimas de muestra

identificacié . de capsaicinoides individua

les
no biodegradacién -
rapidez

equipos automatizados™ -

[
(2]



tal de capsaicinoides sin poder evaluar el contenido indi

vidual de estos compuestos. En general 1la sensibilidad,
estabilidad y exactitud de este tipo de métodps'es'pdbfe.

1)

Dentro de los m&todos cromatogridficos utilizados

para determinar capsaicinoides, se encuentran técnicas

cromatogrificas en papel, capa fina, cromatografia de ga

ses y HPLC.
En los dos primeros métodos 1los tiempos de anilisis

son muy largos Yy las técnicas resultan ser laboriosas.

(29), (35}
Para la determinacidn por cromatograffa de gases

es necesario formar un derivado de los capsaicinoides, co

mo el @&ster metilico del 4cido graso correspondiente o -
los derivados del trimetil-silano. La reaccidn ante-

rior al anflisis por cromatografia de gases (CG) hace que

se dificulte 1la determinacién y se presenten algunos . --

causa de las elevadas temperaturas que se

problemas por

utilizan. (14), (34)
La determinacién de los capsaicinoides por croma-

tografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC), ofrece

las siguientes ventajas:
- identificaci6n de capsaicinoides en forma indivi

dual, por lo que el andlisis cuantitativo es nmds

especifico.

- no ocurre biodegradacién de ios compuestos en es



tudio.
- alta . sensibilidad y resolucién.

-..introduccidén. de muestras en forma directa, sin --

previ ormacién de derivados.’

8, (30




4.5 La Cromatografla de Liquldos de Alta

Ef1c1enc1a,' téc'lca para de'

tuvo sus inicios con los estudios
(1903). Durante 1los afios posteriore

lento; poco después, debide a las 11m1tac1on s}de la CG

para analizar compuestos orgénlcos de “p
yor de 600, que fueran poco volétxles ° blodegradables a
causa de las temperaturas al anéllsls, resurglo el 1nte
rés y con ello el estudio de 1la cromatografia de 11qul
dos que dié lugar a lo que es ahora el HPLC (30) V 4

En la actualidad grdclas a los

tacién y electrénica, dlseno de columnas

hecho del HPLC una té “' ;? 1) ‘ I  S-isensi] \: t;'
ta, precisa y ripida‘( '

presente trabajo por ..

HPLC para el estudi

des.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Desarrollo del Método para-la cuanti
ficacién de capsaicinoides producidos en callos, frutos:'y

c&lulas en suspensi6n del género Capsicum.

Equipos y aditamentos

- Cromatégrafo de Lfiquidos HPLC marca TRACOR QST:,?

- Detector de U.V, longitud de onda variable TRACOR-970A

- Integrador Hewlett Packard 3382-A A l 7‘ 7

- Columna Supelcosil LC-18 (Supelco, INC) de iS‘cm de” lon-
gitud por 4.6 mm de didmetro interno ' 7

- Sonicador Cole-Parmer modelo 8851

- Balanza analitica Mettler H-20

- Equipo Soxhlet Millipore

- Equipo de filtracién Millipore

- PotencilSmetro Fisher-525 digital

Material

- Frascos viales de 10 ml

- Matraces aforados de 10 ml

- Matraces Erlen-Meyer de 250 y SOOlmi"

- Matraz bola de 250 ml b

- Probeta de 100 ml L

- Vasos de precipitado de 50, IOO‘yizéﬁ'mi 
- Termdmetro de -10 a 350 °C R



Reactivos
- Acido acético glacial_R}A”,(CH3CdOH)‘ Baker

- Acetato de etilo.R,A ‘(C4Hé02)bf»f ’}_;.” : Baker

- Acetona R.A (CZHSJZO = Baker
- Acetonitrilo grado HPLC VICﬁSCN)Hnri Baker
- Agua desionizada _ o  : ’”

- Etanol R.A (CHzCH,OH) LR Baker
- Eter R.A (CH3COCHy) R 1 ’ Baker
- Cloroformo R.A (CHCIg) B R Baker
- Metanol R.A (CH;OH) B Baker
- Metanol grado HPLC (CHSOH) L R Baker
- Nitrato de plata R.A (AgNO;) Merck
Estandares

- Capsaicina (90% pureza) S Sigma
- Oleorresina de Capsicum : - Importada

Preparacibn de soluciones

- Solucién estdndar de capsaicina.

Se prepard una solucién de 500 ppm, para lo cual
se pesaron 0.0125 g y se disolvieron en 25 ml de meta-
nol. De esta solucién se hicieron las diluciones correspon
dientes para obtener concentraciones de 400, 300, 200,100
10 y 1 ppm.

Nota: el estdndar causa severa irritacién en la piel y. ~--
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abundante secrecifn nasal por ser un poderoso irritante.
Es indisplensable manejarlo con cuidado, e incluso se re-
comienda usar mascarilla especial,

- Solucidén de oleorresina (importada).

En 50 m1l de hexano se disolvieron aproximada
mente 5 g de oleorresina, de la cual se extrajeron los
capsaicinoides con 50 ml1 de acetonitrilo (3 veces}. Los
extractos combinados se evaporaron a sequedad, controlan
do la temperatura entre 55y 60 °C con el fin de evitar
la degradacién de los capsaicinoides, ya que a temperatu
ras mayores de 64.5°C se provoca la descomposicidn de
éstos compuestos. (21), (23)

- Solucién problema.

Las muestras de material vegetal de frutos, ca
llos y c&lulas en suspensibn del género Capsicum fueron
proporcionadas por los siguientes integrantes del grupo
de Cultivo de células vegetales del Departamento de Bio-
tecnologfa y Biongenierfa del Centro de Investigacién y
de Estudios Avanzados del Instituto Polité&cnico Nacional:
- M. en C. Carlos Arias Castro ‘

Capsicum chinense* (Habanero)

Capsicum annuum (Serrano)

- M. en C. Ana Carmela Ramos
Capsicum annuum (Jarocho)
Capsicum pubescens (Rocoto)
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- M. en C. Martha Alicia Rodriguez

Capsicum pubescens (Perén)

Capsicum annuum var. glabriusculum (Nanchito)

- Q.B.P Graciano Calva Calva

Capsicum annhuum (Jalapefio papaloapan)

- P.B Victoria T. Vel&zquez Martinez

Capsicum annuum var. annuum (Chile de agua) -

Capsicum annuum var. glabriusculum (Chiltepfn)
- P.B San Juana Arellano Martine:z '
P.B Bernarda Garcia Océn

Capsicum chinense (Habanero)

La metodologfia empleada para la obtencién de taiids‘

y células en suspensién se encuentra descrita-.en los infor
mes de Avance del Programa de Proyecto del grupo d

las Vegetales.

se sometieron al procedimiento de extraccidn _és

Para frutos, callos y agar con metanol en Eridv 

c€lulas en suspensién con cloroformo.
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Condiciones de trabajo.

- Fase mo6vil
a) Método A.1 (ver métodos) .
Acetonitrilo | . a0%
Agua acidulada (1% &c. . acético) 60%
La solucifn se deSgaéificé en un  sonicador du

rante 15 minutos.

b) Método A.2 (vér métodos) o
Metanol :,f;'150 ml
Agua acidulada (4c. acético pH=2.5)"" iOO ml
Nitrato de plata 7 0.85 g (agua)
Nitrato de plata 1.28 g (metanol)
E1l nitrato de plata se disolvié en agua acidulada
(pH=2.5) y en metanol respectivamente, posteriormente
ambas soluciones se mezclaron y se obtuvo una solucién
final que se desgasific6 en un sonicador durante 15
minutos.
El nitrato de plata se incluye con el fin de mejo
rar 1la separacién, ya que forma un quelato con la por-
cidn eleffinica de¢ la capsaicina y la homocapsaicina; ade

mis evita que los picos presenten formas asimétricas.

(10)

- Velocidad de flujo
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a) MEtodo A.]

1.0 ml/min.

b) Método 'A.2

1.5 m1/min;

- Longitud de onda

- Sensibilidad

- Velocidad de 1la car;aliif‘
- Anchura del pico“

- Tamafio del pico

- Volumen de inyeccibn

Métodos .
A. Métodos de cromatografia de lfquidos de alta eficien-
cia.
Se probaron varios métodos analfiticos por HPLC, y

se seleccionaron los dos métodos que presentaron la me-

jor resolucién.

A.1 Modificacién del métodec desarrollado por Hoffman.

(10)

Con las condiciones de trabajo mencionadas ante

riormente, se evaluaron 1los estindares de capsaicina y la

oleorresina.
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A.2 Método desarrollado por Johnson y Bowman. (11)
Con las condiciones de trabajo mencionadas ante
riormente también se evaluaron los estfindares de capsaic}i
na vy la oleorresina, ademds de algunas muestras para ve-

rificar reproducibilidad.

B. Métodos de Extraccidn.

B.1 Extraccién .con metanol.a .

B.2  Extracti6n-con metanol

B;3‘{Extracci6n"
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TECNICA DE EXT DE CAPSAICINOIDES'~“

CON msrwo / EN. FQUIPO SOXHLET

T PesarV3 5 ge “de’ muestra*
2. Ad1c1ona? 300 m1 de metanol
3. Pasar a un matraz de fondo plano .. .= "

4. fConectar el equipo Soxhlet

5. Controlar la temperatura entre 55- 60°
6. Se deja reflujar 3 veces. v
7. Concentrar a 50 ml 1.ra frﬁtpszy,

para callos y agar. e

8. Inyectar zl cromatdgrafo.

* Frutos,. callos y ‘agar.

Fig. §
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TECNICA DE EXTRACCION DE CAPSAICINOIDES. . . -
CON METANOL EN FRIO 5

1. Pesar 3 g. callo o agar; 0.5 g. frutq‘ffb"
2. Adicionar 12.5 ml de metanol Abs.
3. Agitar durante 15 minutos
4. Centrifugar
'S. Decantar
6. Repetir 4 veces del 2 al 5 paso
7. Reunir 1los extractos. Vol. total 50 ml
8. En el caso de callo y agar concentrar a
5 ml controlando 1la T® 50-60°C y vacfo.

9. Inyectar al cromatSgrafo.

Nota: el agar se tiene que fundir (controlando
la T° con el fin de tener una muestra rg

v
presentativa.

Fig. 6
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Nota. la temperatura se tiene. que controlar :

entre 55- 60_ °C para ev1tar la blOdC‘

"N
gradacidén.

Fig. 7

36



VI. RESULTADOS I'S'CUSION

6.1 Selecéiﬁnfdéala técn

e ideﬁffflcaclén

Se probaron las’ ré nic e

rrolladas por Hoffman y por"thhéon)}7Bdwma ,

tuvo una buena separacién con ambas..

capsaicinoi

Para lograr la identificacién ‘de’ los
des en las diferentes muestras, se analiz6 el estind@ri

de 90% de pureza y 1l1la oleorresina de Capsicum cdﬁpi

muestra de referencia. Los TR (tiempos de retencién)‘;sé"
compararon con los de los . compuestos presentes en ‘-las

muestras Yy se verificaron mediante coinyecciones con’'el

estindar para observar el aumento del pico correspondiente:

Con 1las condiciones utilizadas por Hoffman se aﬁg

En 81

que los picos correspondientes a cada uno de

1iz6 la oleorresina y se obtuvo el cromatograma I.

se muestra
los capsaicinoides estdn perfectamente definidos-. Larré-:
solucién obtenida es buena y el tiempo de andlisis totéi;
es relativamente corto. I

Con 1las condiciones reportadas por Johnson Y'ﬁok;;'
man se probé la misma oleorresina diluida 71;1 v se oétg
vo el cromatograma II. En &l se puede observar que_ia féF

solucién es buena y el tiempo de andlisis total también -

es corto. También se observan otros compuestos que no
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3
_—J
.",a.oz 14.04 tiompo (min)

Cromatograma I

Cromatograma de una oleoresina de Capsicum
(importada) x HPLC fase inversa; Columna: Cyg |
fose mévil : Acetonitrilo/H,0 (40-60) Y/v+ 1%

ac. acético, fiujo 1.5 ml /min. detector U.VY (280 am)
(2) Capsaicina , { 1) Nordihidrocapsaicina y (3) Di -
hidrocapsaicina .



'

o1 098 17.29 i
[ ] "o tiampo imin)

Cromgatograma I

Cromatograma de uno oleoresina de Capsicum ( importada)
por HPLC fase inversa columma : C,y fase movil - MeOH/H,0
(60-40Yv) + 0.05 M AgNO3 .pH=2.5(ac. acético)
flujo Iml./ min. . detector U.V.(280nm).

(1) C ; (2) NDC ; (3) HC ; (4) DHC .
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RV

7. 10.44 19
“..52 Hompo (min)

Cromatograma III

Cromatograma del standar de Capsoicine (90% pursza)
obtenido x HPLC fase inversa. Columna : C,q : fase mévil
MeOH /H,0 (60-40Y%v) + 0.O5 M AgNOs; a ambos const.
pH=2.5 ac. acético; flujo | mi./ min ; detector U.V.(280nm).
(1) C ; (2) NDC ; (3)HC ; (4) DHC y (5) HDC .
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interfieren en la determinacién pues se eluyen en tiem-

pos menores. Con las mismas condiciones, se analizé el

estindar de capsaicina (90% pureza) a fin de observar

la reproducibilidad y se obtuvo el cromatograma III. - En

61 se muestra la separacién de 5 capsaicinoides cuyos

picos estin muy bien definidos y el tiempo de anidlisis
fué de 18 minutos.

Para la identificaci6n de los capsaicinoides pre--

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

y cé&lulas en suspensién) fué necesario, después de ha-

ber efectuado un estudio con diferentes disolventes y

condiciones de extraccién, hacer una extracci6én seglGn -

la técnica establecida. (punto 6.3)

"Los cromatogramas 1V, V y VI corresponden a los

de diferentes tipos de muestra. En ellos se

extractos
y los TR del estdndar corres

observa buena resolucién

ponden a los de las muestras.



A

ST 6.0 tiempo (min)
.79

Cromatograma IV Extracto de fruto maduro
Especie : C. annuum ( Nanchito )

i Capsaicina 3 Homocapsaicing

2 Nordihidrocapsaicina 4 Dihidrocapsaicina



Cromatograma V

7.81 17.69
003 tiompo { min)

Extracto de Cclio

Especie: C.onnygum var. glgbrisculum (Chiltepin)

| Capsaicina 3 Dihidrocapsclcina

2 Nordihidrocapsaicing



Y

Cromatograma VI

8.7 18.08 tiempo (min)

Extracto de Agoar
Especie: C.annuum var. glabsisculum ( Chiltepin)

| Capsaicing 3 Dihldrocapsaicina

2 Nordihidrocapsaicing
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6.2 . Validacidén estadistica del método.

. Para ser estadisticamente vilida
toda técnica analifica'débé'feunir ciertos requiquisitos.
Los criterios estadisticos que mis se utilizan son: ‘exacti

tud, especificidad, precisidén y linealidad.

A. Especificidad.

En 1los cromatogramas correspon-
dientes al andlisis del estidndar y de las muestras (ex--
tractos de Capsicum) que consistfian en una mezcla de
capsaicinoides, se observa que en los tiempos de reten--
cién de los compuestos de importancia para la cuantifica-
cién, no interfiere algin otra sustancia.

Aunque existen otros compuestos Aque se eluyen du
rante el andlisis, &stos tuvieron tiempos de retencidén -
menores a los compuestos de interés, indicando con esto
que el m&todo de cromatografia de liquidos de alta eficien
cia con las condiciones 6ptimas para el andlisis de capsai
cinoides es especifico.

En 1los cromatogramas II, III, IV, V ¥ VI se obser
va una buena resolucién que determind la especificidad
del método por cromatografia de lfiquidos de alta eficiencia

para la cuantificacidn de los capsaicinoides.
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B. ~ Exactitud.

'Se. - obtuvo.el .$ de capsaicina re-

cuperada, paralo:“cual: se prepararon’d;soluciones de di

ferente concentracidn - del . é€stin adicionaron a

una solucién problema. R

Bajo las condiciongs_épﬁimas 'reViameﬁtevestablg-
cidas, se analizarpn' 1§$ 56; f}r&bfmente mencio
nadas y se obtuviefon~i¢3ff ﬂéﬁe>se huestran en

la Tabla 1 ..
Demostracién de la exactitu

Si tenemos ‘los siguien

il

98.5500 .
201172

2]
u

Nd. de détos N =54:
1) Prueba de‘Hipétesis

-Ho.; U= IQO%

Hi : U#‘100%.

2) Modelo prababilistico

.

Texp.:
3) RgsUlthéoé

exp



B. Exactitud.

'Se obtuvo el % de capsalc1na re-:

cuperada, - para lo cual se prepararon 4 soluc1ones‘de d1 

ferente concentracidn del' esténdar
una solucién problema.

Bajo 1las condiciones éptimas ieviamente‘éstablé-»

cidas, se analizaron las SQluéib terlormente menc1o

nadas y se obtuvieron los res ue'se muestran 4en

la Tabla 1 .
Demostracién de 1la exactitud'

Si tenemos los sig

n.
1
0
LR )
w
wr
o
o

2.1172

No. de datos' N )
1) Prueba de Hip&tesis

Ho ; U= 100%
Hi : U# 100%

2) Modelo prababilistico

Texp. = %= U

3) Resultadd;’l

TCXP- = 98 5500 100
2 117’ /J
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1.3697

<para.un: nivel de

significancia

odemos con

cluir que
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RECUPERACION DE CAPSAICINA ADICIONADA, POR EL METODO LE HPLC.

Cantidad Vol. total oo Total Encontrados 3 ﬁecuper'a'c‘iénl
g “lmg/mt) . Cmg/mi) (%) - :

Cantidad en
muestra adicionada o CmL):

(mg/mlL) (mg/ml)

0.111

0.130
0.132 .0.202
0.133 thgq -

0.1300




C. Linealidad.

Para establecer el intervalo: 1i-

neal se prepararon soluciones del estfindar a diferéntes

concentraciones bajo 1las condiciones ideales. 'Los

sultados que se mestran en la tabla 1II, fueron ob;eni-

dos para comprobar este pardmetro estadistico.
Se obtuvo la curva de calibracién de larcaﬁééidi

na ajustada por regresién lineal. (Fig. 8)

ppm agregados (x) ppm recuperados (y)
1 1
" 10 . 10
100 92.5
200 186.2
300 272.25 . .
400 , ' 356.05
s00 - ass.os

Tabla II *

Intercepto a 1la ordenada
: ' a= 1.2155

Pendiente

b= 0.9050

a9



Coeficiente de correlacién
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uoo’-

8xi0f |-

6x10*

1

2
< r=0.997
b= 0.9050
4x10% ez 1.2155
2'x 108
1 x10%
500,000
25Q 000
L A 1
° 100 200 — 300 300

500
Concentvocién (ppm)

Curvg de Calibracién de la Capsaicina.

Fig. 8
51



D. Precisién.

Se prepararon snluciones a diferen
te concentracion (1, 100, 300 y 500 ppm . de cap--
saicina) .y se analizaron por triplicﬁdo segfln el método,
durante un sélo dia de trabajo .realizado por el mismo

analista, Se determind

la desviacién

estidndar y el  coe

ficiente de variacién. Los resultados que se obtuvie--
ron se muestran en la Tabla TIII.
Evaluacién de 1la precisién
ppm agregados ppm recuperados % recuperacidn’
1 0.975 97.5
100 97.625 97,§21_"
300 287.18 k95:7zfi
fyéddj‘ 'Tﬁsz.oe 95:4i;_

Debido a que féeizbbfuvo

cién menor que,'Z,»ﬂsé puede es

utilizado para cuant1f1car a los c

gy

f96 81
~0.9092
= 0.8266

un coe£1c1ente de varia-

tablecer que‘el metodo

apsalCanxde: ‘descrito en



el presente: trabajo . es preci'sq‘; y también puede re-

ferirse a- "lafﬂ’ rep‘e’tjib‘iii’ﬂ'déq:: f-rde'lv fir'lét:od‘o . .
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E. Cuantificacién de ‘capsaicinoides.

La cuantificaci§

externa, - para”ld'Cual'

del estdndar-a dlferent c nc ntrac1ones.

se 1nyectaron allcuotas 1guales de »muestras v
y se. compararon las areas con : las de las concentr cio-

nes conOC1das.

Se obtuvo una grdfica de callbrac16n ‘de oncéﬁffa

cibnes conoc1das del estédndar contra las ﬁreas obtenldasfvv

‘nes

o
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6.3 Extraccidn de';apsaicipoides'cn_frutos, ch11os yﬂagér._

p;;iiddéé para

cinoides déi"fru;  os;fé§érfy*K¢é1u1a

fueron estableéiaas y'adaﬁtadas a las-tbnd;, ones de labo -

ratorio,.

Se probaron diferentes disblventes,kgéleccionados'
con base en la solubilidad de los_capsaicinoides. Estos
disolventes fueron: acetona, acetato de etilo, métanol,
etanol, cloroformo y &ter. Se pesaron 3 g. de muestra
de callo y agar de una misma especie ¥ se rTealizé una
extraccién en frio siguiendo las condiciones sefialadas
en la secci6n de métodos (inciso B.2, pag. 31). Los re-
sultados que se obtuvieron se muestran en la Tabla 1IV.

En ella se observa que el disclvente que extrae
mayor cantidad de capsaicinoides es el metanol. Este ex
perimento se realizé por duplicado obteniendo en ambos,
resultados similares.

Con el fin de ver si la cantidad de «capsaicinoi
des extraidos aumentaba por efecto del calentamiento
(T°® contolada entre' 55-60°C), se efectuaron diversos ex
perimentos de extraccifén a reflujo en soxhlet siguiendo
los pasoes que se indican en los métodos (inciso B.1, pag.
31). Dbe 1los extractos obtenidos en cada teflujo se tomb

una alicuota de 10 ml y se analizd segiin el método de -

HPLC.



Extraccién de Capsaicinoides con diferentes solventes

Especie : Capsicum Rubsscens
I Muestra: catlo

50

Eter - Cloroformo Acetato etilo EtOH Me OH Acetona
Pico de(C)
o sin buena o 128ppm 354ppm 2.5ppm
acién 1Sppm
»
11 Muestro: Agar
V. 7ppm () (] 286.8ppm 49.35 ppm 3.1 ppm

# cuontificacién por HPLC

TABLA 1V,



En este caso se determind 1la cantidad total de
capsaicinoides extrafdos -en cada reflujo. Los resulta-

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

este experimento se analizaron el callo y el agar de
una misma especie de Capsicum, con un mismo tiempo de
crecimiento.

Puesto que la técnica anterior resultaba muy Ia
boriosa y el consumo de disolvente utilizado era muy -
grande se decidié efectuar cuatrc extracciones con me
tanol en frfio determinando el contenido de capsaici--
noides en cada una de ellas. Posteriormente, se suma-
ba el total de las cuatro extracciones. Con estas con
diciones se analizaron el callo ¥ el agar de una misma
especie de Capsicum con wun 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 1la cantidad recuperada
de capsaicinoides con cuatro extracciones ¥ metanolAen

frio es mayor que con extraccidén a reflujo.



METODO B.1

EXTRACCION DE CAPSAICINOIDES PRESENTES
EN CALLO Y AGAR, CON MeQH A REFLUJD (SOXHLET)

Especie: C. annuum var. glabriusculum (Chiltepin)

1. CALLQ (Edad: 1 mes)

Muestra c NDC HC DHC HDC Total "
R#1 0.003% - 0,007 = -= 0,022 —- 0.032
R# 2 0.016  0.022  -—— 0.026  =—— . 0.064
RH3 0.017  0.023  ==< 0,038 = =im “0.078
R ¥4 0.004  0.016 ~ -—  0.008 = === - - -0.028
RES 0.008  presente —- 0,001 e 0.0018
RF 6 0.0016 - -2z el e 0.2016

* mg/g-r' callo

11, AGAR
Muestra c NDC - HC Total
R¥ 1 presente 0.021% : - = 0.031
R¥2 0.007 0.026 " :n .0.036
R ¥ 3 0.008 - .0.045
R#u presente -0.013
R¥S 0.001 " '0.611

% mg/gr agar

TABLA V.
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METODO B.2

EXTRACCION DE CAPSAICINOIDES PRESENTES EN
CALLO, CON MEOH EN FRIO

Especie: C. annuum var. glabriusculum (Chiltepin)
Edad (1 mes) ’

Muestra c NDC HC © HWDC - Total

E #1 - 0.039% —_— '0.049

E#2 - 0.037 - 0.056
E#3 0.007 5 gloa3
E#u - 0.0008" 00049 -
E#S PIRR R

* mg/gr callo

I'€E0H FrIO 0.1279 ric/G cALLO
MEOH REFLUJO 0.G76 Mc/G CALLO

TABLA VI.
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METODO B.2

EXTRACCION DE CAPSAICINOIDES EN AGAR,
CON MeOH EN FRIO

Especie: C. annuum var. glabriusculum (Chjl:ebjn};;

Edad: 1 mes

Muestra c NDC HC
E#1 0.003% 0.004 =~ ---
E#2 0.005 0.014~ -
E43 0.002  0.035

. ‘
-E#bL presente 0.005"

E#5 --- -

* mg/er Agar S w R I LR
MeOH fric: 0.148 mg/g Agar .-
MeOH reflujo & 0,083 ng/g Agar

TABLA VIL. &
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Para = corroborar. loanterior ¥

rimento. comn . tres -
y  se:.
~la . Tabla:

observa "
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APLICACION Y COMPARACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION
EN EL FRUTO DE DOS ESPECIES DE Capsicum.-

Especieé:,c. annuum var. glabriusculum (Chi;tébin)

‘'C. chinense (Habanero)

I. EXTRACCIONES EN FRIO CON METANOL

Muestra c NDC HC DHC
1 a.46% 0.37 ND 0.22
2 13.6 ND 0.32 0.38 - ND

* mg/g fruto seco.

IT. EXTRACCIONES EN FRIO CON METANOL + AGITACION
Muestra €  NDC  HC.  DHC - HDC

9 7.64* 0.6  0.23 - 0.28

2 .-”' 14.43  ND 0.22* 5‘6;34 . Np

* mg/g fruto seco.

III. EXTRACCIONES CON METANOL (SOCHLET) 3 REFLUJOS

Muestra C NDC HC DHC _-HDC»;“
L 6.9% 0.4 ND 0.3 CND T
2 13.62 ND 0.2 0.32  ND-

* mg/g frute seco.

ND= NO DETECTABLE.

TABLA VIII.
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6.4 Determinacién del contenido de capsaicinoides en fru

to, callo, agar y cé&lulas énESUﬁpénéiSh,

Una vez alcanzadas las condi ionesf'éxpérimentales
Sptimas y despué&s de haber efectuado diversas pruebas

preliminares se obtuvieron 1los siguientes resultados:

- Determinacién del contenido de capsaicinoides

en 10 frutos de diferente especie de -

Capsicum. Tabla IX
- Determinacién del contenido de capsaicinoides:

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

- Determinacién del contenido de capsaicinoides”

en células en suspensif6n. Tabla X
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Muestra

C. annuum var.
glabriusculum
(paradito)

C. annuum var.
glabriusculum
(chiltepin)

C. annuum var.
annuum (agua)

C. chinense
(Habanero)

C. pubescens
(Peron)

€. annuum (Tusta)
C. annuum var.

annuum (Jalapefio)

C. annuum var.
Tampiqueno 74
(Scereano)

C. annuum var.
gfabaiusculum
Criquin mercod)
C. annuum var.
glabaiusculum .
(PPiquin mirva parn
arriba)

oy /g peso secu.

CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES EN EXTRACTO LE
DIFERENTES ESPECIES DE Capsicum
POR HPLC

NDC HC DHC HDC

presente presente

0,023

Total




CONTENIDO:- DE ‘CAPSATCINOIDE

Tab‘l'a‘. x )
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VII. CONCLUSTIONES.

La técnica cromatogridfica de HPLC utiliiadaibaraﬂcg

racterizar capsaicinoides en fruto,"

lulas en suspensién es exacta, especifica

y sensible. Ademis permite efectuar ani isis™

tiempos relativamente cortos.

La Técnica desarroliada por Johnéoh‘y_BQQhéh\ fhé'sg
leccionada en virtud de due utiliza. menor cantidad
de disolvente y, por tanto, se disminuyé el costo
del andlisis.

La técnica de HPLC, descrita en el presente traba-
jo, permite analizar capsaicinoides en sustitucién

de técnicas colorimétricas y cromatogrdficas dé pa-
pel, capa fina o CG. Estas técnicas que son.tam'
bién wutilizadas para este tipo de andlisis, ofrecen

varias desventajas sobre el HPLC; en general su é;
pecificidad, 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 aumentando la dificul
tad en la determinacién. .

Para extraer capsaicinoides‘de_frutos, callqs‘o;iégéf

se utiliza 4 extracciones con metanol en frio y .:con
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cantidad que se extrae por este método es

agitacifn. La
que se extraen con

apreciable. Existen otras sustancias

los capsaicinoides, pero se separan por el método de

HPLC y no interfieren en 1los tiempos de retencidén de --
capsaicinoides son com-

los compuestos de interés. Los

mayores de 65°C se descompo

puestos que a temperaturas

nen o degradan.

5. Los capsaicinoides separados en el caso del fruto fue

a los del estidndar. Se encontrd que, en

ron similares
mayor es de capsaicina

todos los casos, el contenido

y dihidrocapsaicina.

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

que Se encuentra en mayor cantidad en la especie analji

zada, es la NDC; esto se verific6 mediante coinyeccién -

con el estélndar.

7. Para extraer los capsaicinoides presentes en células

en suspensidén se adapt6 1la técnica de Lindsey (ver mé--
todos, inciso B.3), con la cual se obtuvo buena recupe-
racién. Para 1la especie que se analizé en este caso, la

mayor <cantidad encontrada fué de C.

v

8. El1 contenido de capsaicinoides en las distintas muestras

puede variar dependiendo de varios factores, entre los -~

cuales se enumeran los siguientes:

- especie
- condiciones de luz ¥y temperatura
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- medio de cultivo utilizado para crecer 1los

,callos o 1as celulas ‘en suspens1on

'precursores

9. iclnoides
es. mayor con respecto a los del callo in suspen -
fc16n. E1 chile habanero es el que contle; vCQhﬁ{dqd
siderable

mente en comparacién con o;ras espec1es.
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