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Re.sum~n 

RESUl\IEN 

En el presente trabajo se investigó el efecto del alcohol vainilli1ico y del ácido 

protocatéquico sobre la biosintesis de capsaicina y compuestos fenólicos relacionados 

en cultivos in 1~·1ro de células de C'apsicun1 chinensc (Chile habanero). También se 

lle\.•aron a cabo experimentos para la evaluación de i..·ariación del medio de cultivo 

(medio MS y CH50} en las células alimentadas con el precursor. En estos últimos 

estudios se observó que el cambio del medio de cultivo sólo afectó el perfil de 

crecimiento de las células cuando se adicionab:s acido protocatéquico en medio CH50 

y que la cantidad de biomasa producida fue aproximadamente 50'}ó mas elevada que 

la de las células control. El análisis de compuestos fcnólicos y capsaicinoides que se 

llevó a cabo espectralmente usando un HPLC con detector de barrido en la región V"' 

tanto en el medio de cultivo como en biornasa. reveló que en medio MS las células 

transfonnilron el illcohol vainillilico a derivados del :icido vainiJlinico y vainillina 

observ:indosc un máximo de tr.lnsfonnación a los 15 dias. después de los cuales. la 

cantidad de estos compuestos de transformación disminuyó. Por otro lado. en medio 

CH50 no se observó la formación de estos compuestos sino que sólo se detectó un 

compuesto. que por sus propiedades espectrales pudo ser un intermediario hacia la 

formación de vainillina a partir del alcohol vainiltilico y que además permaneció 

estable durante toda la cinetica de crecimiento. En cuanto al análisis de 

biotransfonnac1ón del :icido protocatéquico. se observó un patrón constante en el 

an:ilisis de ambos medios de cultivo y de biomasa. En el medio de cultivo se 

detectaron escasos picos que exhibieron espectros relacionados a los fenilpropanoides. 

En biomasil sólo se detectó un pico que exhibió un espectro muy relacionado al del 

compuesto adicionado. lo que sugiere que es un posible deri,"3.do del ácido 

protoc.:nequico. 1..3 concentración de este pico se ve incrementada en la biomasa 

crecida. en medio CHSO~ en el cual se produjo un 50~ó mas de biomasa que en las 

células control. Estos resultados sugieren que este compuesto prob3blemente esl:i 

involucrado en alguna estructura como la pared celular. En cuanto a los 

capsaicinoidcs. el 3Jlálisis del medio de cultivo tanto de las células control como las 

alimentadas con los precursores no mostró ningU.n compuesto relacionado a 
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capsaicina o a sus homólogos en ninguno de Jos tiempos de muestreo durante la 

cinética de crecimiento. Así .. estos resultados sugieren que la adición del alcohol 

vainillitico favoreció el flujo metabólico hacia la formación de otros intermediarios de 

capsaicinoides como Ja vainillina. ácido vainillínico .. probables conjugados o dímeros 

de estos intermediarios. Sin embargo no favoreció la fonnación de capsaicinoides. El 

ácido protocatéquico fue asimilado por las células.. pero aparentemente no fue 

biotransfonnado a compuestos relacionados a fenilpropanoides ni capsaicinoides. 

TESIS CON 
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/nrruducción 

11'1RODUCCION 

La capsaicina (Figura 1) es el componente principal de los capsaicinoides. grupo de 

compuestos que le confiere la pungencia al fruto del chile (Cap~·ici1111 spp.) {Bennet y 

Kirby, 1968; l\.vai et al. .. 1977). La biosintesis de capsaicinoides involucra dos rutas 

metabólicas: una contribuye a Ja formación del ácido graso y la otra a la formación del 

componente aromático (Leete y Lauden, 1968). La parte de la ruta que provee el residuo 

aromático es compartida con la ruta general de los fenilpropanoides .. que es comlm en 

todas las plantas. Esta ruta incluye la formación de un rango amplio de compuestos 

fenólicos. corno cinamatos. benzoatos.. flavonoides. cumarinas. taninos, fcnólicos de 

pared celular y substancias relacionadas con la lignina. Todos estos compuestos compiten 

con los c::ipsaicinoides por precursores bioquímicos y enzimas comunes a la ruta de los 

fenilpropanoides (Sukrasno y Yeoman. 1992). 

Tf: - ..... ~.r 

H..CO~~ j N R 

HO ~ ~ 

FALLF ... ¡_;;.:; ~-..:1.i·EN 

Fieura l. Estrucrura de la Capsaicina. (E)-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)-metil]-8-metil-6-
nonenamida (Mcrck lndex. 1996). 

Las últimas etapas de la ruta de biosíntesis del residuo arornitico de los ca.psaicinoides. 

especialmente .a panir de la transformación del 3cido ferúlico a vainillilamina. son sólo 

encontradas en frutos (h.vai et al.. 1977), y en cultivos in \•itro de Caps1cu111 spp. que 

sintetizan capsaicinoides (Calva et al.. 1995). La formación de vainillilamina a panir de 

ilc1do ferúlico no ha sido completamente demostrada ~-a que no se han podido detectar las 

enzimas ni los intcnnediarios meiabóhcos involucrados. quizá debido a que el recunbio 

de estos intermediarios podria ser muy r:ipido, manteniéndose en concenttaciones 

indetectables. Un hecho muy importante es que la vainillilamina libre t::unpoco ha sido 

encont:rada en ninguna variedad de Capsicum .. lo que sugiere que puede haber una via 

metabólica alterna a la report3da para la biosintesis de capsaicinoides. 
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Experimentos de adición de precursores de caps:iicina a cultivos de células en suspensión. 

explantes de placenta e inyección a frutos de Capsicum (Calva et al.. 1995, 1997) 

sugieren que la biosintesis de capsaicinoides compite con la acumulación de sustancias 

como proteínas. lignina y otras derivadas de los fenilpropanoides. Es así como la fracción 

fenólica de la par~ celular puede actuar como un mecanismo de competencia por los 

precursores fenilpropanoides de la capsaicina. Si esto es verdad. la adición de este tipo de 

precursores o intermediarios metabólicos relacionados. a cultivos de células en 

suspensión de Capsicun1 podria incrementar la producción de capsaicinoides o la 

acumulación de sus derivados metabólicos respectivos. 

Con base en lo anterior. en este trabajo se evaluó el efecto de algunos de esos precursores 

metabólicos hipotéticos de capsaicin~ tales como el alcohol va.inillilico y el ácido 

protocatequico. así como el medio de cultivo utilizado. Con base a los resultados se 

exploró también la posibilidad de la existencia de una vía teórica alterna para la 

biosintesis de capsaicinoides ademñ.s de la formación y acumulación de fenilpropanoides 

y capsaicinoidcs. 

TESI~ r:n~r 
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L ANTECEDENTES 

A.CAPSICUM 

l. Antecedentes 

El nombre Capsic11m se deriva del término ""Kapsoº que quiere decir ""picar o picante•• en 

referencia a la pungencia. También puede ser derivado del latín ºCapsa'\ refiriéndose a la 

forma de la vaina del fruto (Heiser y Smith. 1953 ). Entre diversas especies. Capsic11m 

(chile) aparenta tener el uso más anti!;,ruO y hay evidencia de que estos frutos fueron 

ingeridos por los primeros pobladores de México alrededor del año 7000 a. C. De acuerdo 

con Heiser hay evidencias de que entre el año 5:?:00 y 3400 a. C .• los indígenas sembraban 

estas plantas. que podrian ser las especies cultivad.1S más anti.guas en América. A finales 

del siglo :>..'VI y ::i principios del A'"VIL el cultivo de Capsic11n1 se propagó de América a 

las regiones de Europa Central y el Mediterráneo. 

Los chiles son utilizados como alimentos y condimentos. En Ja mayoría de pai~es. el 

sabor dulce o no pungente de algunas vanecbdes es utilizado para la preparación de 

ensalru::ias. AJ mismo tiempo. Capsicun1 ha tenido una importancia considerable en la 

medicina tradicional: se utilizan como analgésicos contra el reumatismo o neuritis y para 

la inflamación de fa garganta. (Heiser y Smith. 1 953 ). 

A causa de su cipida distribución en varias áreas del mundo desde los siglos >...r•v y A""''VI, 

las fonnas cultivadas han sido bien estudiadas pero su clasificación no es muy cla.ra., 

debido a la gran cantidru::i de especies encontradas. No obstante. sólo se han descrito cinco 

especies cultivadas en A •. rnérica: e·. pc11d11/11n1. C. puhc:·•ccns. C. chi11cnsc. C. baccat111r1 y 

e·. ann1111n1 (Ocho:i y !\·t.alagón. ~001 ). 

2. Composición 

Los carboh1dratos. proteínas. f?T':l.Sas y fibra son los componentes mayores de los frutos. 

La ceniza soluble en agua forma fa mayor pane de la ceniza total. indicando que 

Capsicun1 es una fuente importante de minerales. La fructosa. glucosa y galactosa son los 

azUcares reductores principales que contiene el chile. siendo la fructosa y glucosa de 

TESIS CON 
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mayor contenido representando un 700/o de los azúcares totales. Su valor nutricional recae 

particularmente en su alto contenido de vitamina C -el fruto maduro contiene de 150 a 

1 80 mg/1 00 g de peso fresco-. El 3cido cítrico es el ácido con mayor frecuencia, los otros 

son el succínico. fumárico. málico y quínico. Los chiles también son fuente de vitamina A 

y B. El contenido de vitamina E depende del estado de madurez y de factores genéticos 

(Govindarajan, 1985). 

B. QUIMJCA DE LA PUNGENCIA 

1. Aspectos Generales 

Los frutos de Capsic:um han sido valorados por miles de años por darle un sabor especial 

a la carne y cereales insípidos y por sus efectos terapéuticos. Estos efectos han sido 

relacionados con los componentes que estimulan la pungencia. Thresh en J 846 reponó la 

crist:ilización de estos compuestos y los nombró cnpsaicina (Govindarajan. J 986). 

Los tipos más picosos de chiles son utilizados por la industria farmacéutica en la 

preparación de bálsamos estimulantes y para contrarrestar la irritación en 3plicación 

externa y en formul:aciones orales para disipar la flatulencia y estirnular el apetito. El 

principio activo. considerado primero como una sola sustancia. ··capsaicina··. en realidad 

es un:1. mezcfa de dos homólogos no saturados y tres saturados con estructura b:isica N-(4-

hidroxi-3-metoxibencil)alquil amida (Figura~). Con técnicas espectrales se comprobó la 

existencia de dos homólogos menores y ues análogos en la natura.Jez.a. Esta mezcla es 

ahora llamada. caps:iicino1des. en donde la c:ipsaicina y la dihidrocapsaicina son los 

componentes predominantes con un 80 a 9()'1%_ El contenido y composición de 

capsa1cinoides varia entre las especies de Cap.\·1c11m (Tabla 1 ). 

TESIS C()N 
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R Nomhl'C' 

Capsaicina 

HomocapsWcina 

Nordihidrcx:npsaicina 

Dihidroc:J.psaicinu 

l-Jomodihidroc:1ps:1icin:1 

Figura :?. Estructura de los capsaicinoides y sus análogos (Govindarajan, 1986). 

Tabla 1. Composición de frutos de diversas variedades de Capsic11n1 ('?-ó en peso seco) 
(Govindaraian. 1986). 

PorccnUtJC!. de Cnrsaicmoidci. 

Especi~ Muestra. ov NDC NV e oc nv HC HDC 

C """""' \;nr """""' L 0.63 13.% 067 4Q.66 ~5:? 0.5$ 

2 0.ft9 8.3$ 1.8 44.6:'.' 360:? 4.17 ....... 
" 345 1~9 6'.1<6 :?947 0.93 

C' foarcntrtn1 1."Ut 4 3.75 l.24 37.35 54.<~ 157 145 

rr11d11f11m 

e ·'"''''M:·c.,,s L. 0.55 0.35 C.6.97 :?8.73 066 :?.3:? 04:? 

C' d1t,,N1.qo 6 0.54 61Ll 106 61.66 :?4.75 ]. .... :?.73 ].79 

C.puh1°SC'rPls 7 3.47 1.23 3G.S7 45.97 0.6S- t:?.OI~ 

8 0.4:? 84:? 1.78 :?9.78 46.~ 8.61 -4-~8 

TESIS r,()}\1 
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En dos de ):is especies más arnpliamente cultivadas. C. a11nuun1 '\."ar. an11u11n1 y C. 

frutcsccns .. el contenido total de capsaicinoides en peso seco varia desde 0.1 a 1 % y 0.4-

1.0% respectivamente. La relación de Jos dos homólogos mayores en ia mezcla. 

capsaicina a dihidroc::ipsaicina varfa de 3:2 aproximadamente. Los capsaicinoides 

cristalinos funden a 64-65° C .. siendo muy poco solubles en agua. pero rn.is solubles en 

aceites y grasas. 1...3 capsaicina y dihidrocapsaicina aportan casi la misma pungenci~ 

mientras que los aruilogos varían de un 30 hasta un 70% del ·valor de los componentes 

principales (Go,•indarajan y Sathyanarayana. 1 991 ). 

La capsaicina (Fig. 1 ). que produce la pungencia más alta, tiene tres rasgos estructurales 

característicos: el agrupamiento 4-hidroxi-3-metoxi benzil (vainillil). la longitud y 

ramific:ición de la cadena alquilíca y eJ enlace amida. Las revisiones hechas por diversos 

investigadores (ver por ejemplo Govindaraja.n y S:ithyanarayana. 1991) indican que: 

;... Cualquier cambio en uno o truis de sus rasgos estructurales disminuyen ó 

desaparecen la pungencia. Con1puestos formados por otras bases. ules como 

guasila.mina, etanolamina y pirrolidina.. dan débil pungencia. 

;,.... Cambios en l:i sustitución del 4-hidrox:i-3-rnetoxi del grupo arorriiltico, mi como 

un grupo dimetox:i. dimetileno o un cambio en l:i posición 2.3 .. no producen 

pungencia. 

;,.... El carbonilo presente en la capsaicina es esencial para la pungencia. 

,_ L:i longitud de la cadena alquilica que conserva la activid:id pungente. varia 

generalmente en rango de 7 a 1 1 carbonos. Compuestos con una cadena mas corta 

o con cadenas mis ram.ific:idas producen poca o nula pungencia. 

C. l\IETABOLISMO DEL RESIDUO AROMATICO DE LOS CAPSAICINOIDES 

t. Definición 

El metabolismo arom:itico de las plantas. del cual se deriva la vainillila.mina de los 

capsaicinoides. es un proceso bioquímico que no tiene complemento en los sistemas 
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mamíferos (Hra.zdina., t 99.2). El proceso es largo, complejo, e involucra tres procesos 

metabólicos: de carbohidratos. proteínas y lípidos. 

Ese metabolismo consiste de tres rutas: la rUla del ~·hikúnato, que produce los 

aminoicidos aromáticos fenilalanina. tirosina y triptófano; la r&11a fcnilprtl}"Hlnoidc que 

produce diversas cumarina.s. los deriv:idos del ácido cin3mico y un componente 

estructt.lral de la planta. la Jignin:i; y la rMta .fla1•onoide que produce los flavonoides 

(Hrazdina., 1992). Se ha sugerido que las tres vi:is funcionan como una sola unid:id 

metabólica y que no hay síntesis de fenilpropanoides sin fenil:ilanina., que es el producto 

de l:i ruta del shikimato, y la síntesis de flavonoides no puede tom:ir lugar sin p-coumariJ

CoA que es producido por Ja ruta de los fenilpropanoides. En Capsicum. la síntesis de Ja 

vainillilamina de los capsaicinoides también procede de Ja ruta del shikimato. 

2. Ruta del Shikimalo/A.ro~enato 

Esta ruta provee de tres aminoicidos aromiiticos. L-fenilalanina., L-tirosina y L-triptófuno 

(Fi_gura 3 ). Estos aminoácidos son precursores de hormonas del tipo auxina y varios tipos 

de compuestos como los f'enilpropanoides. L:I. secuencia de reacciones que forman 

fenil:ilanina y tirosina necesita al menos de I l enzim:is (cu:idro J ). 

Cuadro l. Enzimas rinci ales de la ruta Shikirn:ito/Aroc.enato 
E 1-1: 2-dehidro-3-deoxifosfoheptonato aldolasa (DAHP sin tasa. ~ 
E J -2: 3-dehidroquinato sintasa. 
El-3: 3-dehidroquinato deshidratasa. 
El-4: Shikimato 3-deshidrogenasa. 
E t-5: Shikimato-kinasa. 
E 1-6: 3-fosfoshikimato 1-carboxi"·iniltransfcrasa (EPSP sintasa). 
EJ-7: Corismato sinrasa. 
EJ-8: Corismato mutasa ... 
E 1 -9: Prefenato anunotransferasa. 
E 1-1 O: Arogenato desh1drogenasa. 
E 1-1 1: .t\..ro!.!enato desh1dratasa. 

La ruta cmpiez.a con dos reacciones de condensación. fonnando el esqueleto básico del 

ciclohex.ano (Figura 3). 
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El-7 
OH 

Corisrnato 

Figura 3. Ruta del Shikimato (Strack. 1997: para las claves EJ-1 a El-7. ver cuadro 1 ). 

L:i primera reacción (condensación aldol intermo1ecular). catalizad:i por la enzima EI-1. 

es la condensación de eritros:i 4-fosfi1to con fosfoenolpiruvato. Et producto es el azúcar 



9 
.4nteceden1e.s 

C7 de cadena abiena; el 2-dem<iarabinoheptulosonato-7-:fosfüto (DAHP). El segundo paso 

es la conversión de DAHP hacia 3-deshidroquinato (EI-2). Esta es una secuencia 

compJ~ja de reacciones que involucran una oxidación. una J3-eliminación. una reducción 

y una condensación aldólica intrarnolecular para formar Ja estructura cíclica. Una 

reducción final dependiente de NADH conduce hacia 3-deshidroquinato el cual es 

después cis deshidratado por la enzima El -3 a 3-deshidroshikirnato. Este último puede 

tomar dos vías: ser transformado a galato o reducido por una dcshidrogenasa dependiente 

de NADPH (El-4) a shikimato. Despues de una fosforilación (C3 ) (El-5), el shikimato 

reacciona con PEP (EPSP sintasa; El -6) para producir el éter 5-enolpinn:ilshik.imato-3-

fosfuto (EPSP). El siguiente paso en esta ruta es la eliminación del fosfuto del EPSP 

catalizada por la corismato sintasa (E 1-7) para formar corismato. A partir de este 

compuesto. las actividades enzimáticas subsecuentes crean la primera bifurc:ición del 

metabolismo aronlático de las plantas {Figura 4). La reacción de antranilato sintasa. 

conduce a la sintesis de triptófano. mientras la reacción de la corismato mutttsa (El-8) 

conduce a la ramificación de la síntesis de fenilalanina y tirosina. 

Corismato 

c..ri•m••o••••~ ~ Anu-anil .. nún .... 

Prefenato Antranilato 

L-arogenato 

~ TESIE! ron11.r 
L-triptófuno FALLA lJ:. -~EN 

---~-.::.-.::..::--4:.::'""~!-l 

L-tirosin:i L-fenil:ilanina 

Figura .:a. Perfil de la rut:i del shikimato/arogenato que forma a Jos aminoácidos 
arom:iticos en plantas superiores (Strack. J 997). 

En E-.·chcrichia coli y otras bacterias. t.anto la tirosina como la fenilalanin:.i son fonnados 

directamente del fenilpiruvato e hidroxifenilpiruvato (Figura 5). El fenilpiruvato es 
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formado del prefenato por una hidrolasa descarboxilantc (prefenato deshidratasa) y por 

una reacción de aminotrn.nsferaS3 hacia fenilalanina..., mientras el hidroxifenilpiruvato es 

formado por una oxidoreductasa dependiente de NAD- descarbox:ilante que conduce,. por 

una reacción de aminotransferasa. hacia tirosina. 

Buctcri:/ 
·ooc><1H:~coo· 

Y ~B.c1crias 
OH 

PrcfcnalO 

~o u l-
Fcnilpi'\' 

\ 

IEJ-9.· 
• coa· "º°?-s.... CH:--<::, 'l.__)l · NHz 

ÓH 
L-AruFfllllo 

El-l~El-10 

6
0

- ~oo-
NH, NH: 

1 
-""' 

OH L-F cnüabrma 
L-Tsrosirwa 

~o y b-
OH 

Hidroxifcnilpiru'\uto 

/ 
/ 

Fi::ura 5. Biosintesis de fenilala.nin::i y tirosina en E. co/i y plantas superiores (Strack,. 
1997)_ 

Aparentemente. los eucariotes y algunos procariotes usan arogenato como precursor 

intermediario de estos aminoácidos. La ruta del a.rogenato es I~ ruro ca.r.icterisrie3 hacia 

fcnilalanin:i y tirosin:t en plantas superiores. La conversión de prefenato hacia arogenato 

es cataliz.ad.i en presencia de gluta.mato por la prefenato aminotrn.nsferasa dependiente de 

5'-fosfuto pindoxal (EJ-9). Las dos subsecuentes ramas desde et arogenato son 
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controladas por las enzimas arogenato deshidrogenasa (El-10) y arogenato deshidratasa 

(El-11 ). que cataliz.an la formación de tirosina y fenilalanin~ respectivamente (Figura 5). 

3. Ruta de la fenüalanina/hidros.icinamato 

Esta ruta es referida como umetabolismo general de Jos fenilpropanoides· .. (Figura 6). que 

conduce la fenilalanina a los hidroxicinamatos y sus formas activadas: los tioésteres de 

coenzim:i A (CoA) y los 1-0-acilglucósidos. Los últimos se acumulan en algunas plantas 

como conjugados típicos del hidroxicinamato. El cuadro 2 lista siete enzimas (E2-1 a E:?-

7) que catalizan algunas reacciones de esta ruta. 

Cuadro 2. Enzimas de la ruta de los fenilpropanoidcs 

E2-J: Fenilalanina amonio-liasa (Pi~L) 

E2-2: Cinamato 4-hidroxilasa. 

E2-3: 4-cumarato 3-hidrox.ilasa; (rnonofenol monooxigenasa; fenolasa) 

E2-4: Ferulato 5-hidroxilasa. 

E2-5: Cafeato/5-hidroxiferulato metiltransferasa. 

E2-6: HidroxicinarnoiJ-CoA ligasa. 

E2-7: Hidroxicinamato 0-gJucosiltransferasa. 

Por ejemplo. la metilación e hidroxilación del cinamato ca.taJizada por las enzimas E.2-2 a 

E2-5 conduce .il. la formación secuencial de los hidroxicinam.atos comunes (Figura 6). 

Estos son el 4-cumarato. cafe:J.to. ferulato y sinapato. El 5-hidroxiferulato es eJ sustrato 

para la formación del sinapato. Los hidroxicinamatos en la naturaleza se encuentran en la 

forma 1ra11s (E)-isómeros. derivados del E-cinamato. (Strack,. 1997). 

L3.s hidroxilasas E2-2 y E:!-3 penene::en a las rnonooxigenasas. también referidas como 

oxidasas de función mixta. las cuales introducen un :itomo sencillo de oxigeno molecular 

hacia el sustrato. Un segundo sustrato que se requiere es el N .. J\.DPH u otro donador de 

ele;::trones. La fenolasa 4-cumarato h1droxilasa (E2-3) introduce un segundo grupo 

hidroxilo en la posición orto del 4-cwnarato. Esto conduce a la pérdida del protón orlo . 

... -·=•·•""•••ro••>=~ ,, ~··bro 'film•''™ =r ;df sb~ ci¡¡GEN L 
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¿:,¿:,_,t. 
. OH OH 

Fcnilalani- Cinama10 4-co-rato CAfe;mteo 

! E:!-0 

~ .,. ~~~. r 
H_.co~ocH-,-.,NocH, Yocu, 

OH OH OH 

S-hidro~ 

Figura 6. Biosintesis de hidroxicinamatos por hidroxilaciones secuenciales y reacciones 
de mctilación (Strack. 1997). 

La rnetilación del cafeato e hidroxiíerulato forma ferulato y sinapato respectivamente. La 

enzima E:!-5 utiliza S-adenosil-L-metionina (SAJVI) como donador de metilo. Durante la 

transferencia del metilo. SAM es convenida a S.~ (S-adenosil-L-homocisteína). S . ..\.H 

puede ser el sustrato para una hidrolasa conduciendo a adenosina y L-homocisteína. Esto 

favorece la f"ormación de productos metoxilados (Sttac~ 1 997). 

Los hidrox.icinalJ13tos son intenned1arios en varias rutas que realizan cuatro tipos 

predominantes de reacciones en la pane de la cadena: 

1. Condensación de la cadena lateral con malonil-CoA mediante la adicion de 

unidades acetato con liberación de C02 . Por ejemplo. las re.acciones secuenciales 

con tres molc!cula.s de malonil-CoA conduce a los flavonoides. 

Degradación ó acortamiento de la cadena lateral por remoción de una unidad 

acetato que conduce a los hidroxibenzoatos. 

TESIS CON 
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3. Reducción dependiente de NADPH que lleva a la formación de los precursores de 

Ja lignina. los hidrox.icinamoil alcoholes. 

4. Conjugación a través de la unión a un grupo amino o hidroxilo con liberación de 

H 20 que conduce a los ésteres o amidas. La unión de azúcares aJ hidroxilo 

fenólico lleva a los glicósidos. 

Al igual que los hidrox.icinamatos. varios hidroxibenzoatos (C<>-C1) parecen estar 

universalmente distribuidos en las plantas. Estos son el 4-hidroxibenzoato. 

protocatecoato. vainillato. galato y siringato (Figura 7). Estos pueden estar presentes en 

formas solubles conjugadas ó enlazadas a fracciones de pared celular. p.e. la lignina. El 

derivado trihidroxilico gallato. está frecuentemente presente en estructuras moleculares 

denominadas g:alotaninos: 

? 
coo· 

? ? OH OCH3 

H 

4-hidro"iben=ato Protocatecoato Vainillato 

Gala to Sirinsaao 

Figura i. Hidrox.ibenzo:nos encontrados en plantas. 

Es probable que h:iya varias rutas que lleven :i los hidrox.ibenzoatos individuales. 

dependiendo de l:l. planta. Una rut:i común es la degradación de los hidroxicinamatos por 
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FALLA DE ORIGEN 



14 
Antecedentes 

la remoción de acetato. Se ha propuesto que la secuencia de reacciones procede a ttavés 

del CoA-éster (Figura 8). análoga a la P-oxidación de los ácidos grasos. 

SCoA-SH ~ 1 -SCoA 
RJCJ~ 

Hidroxicinamatos Hidroxicinarnoit-CoA 

l l 
OH O 

r Acetato 

~SCoA 
l 

l 
~SCoA 

CoA-SH·i-- Acetil-CoA 

~cocf 

R~ dSCoA 
R SCoA 

Hidroxibenzo:nos 

Fi¡?ura 11. Rutas biosintéticas postuladas para los hidroxibenzoatos (Strack. 1997). 

TESTS r'()~J 

FALLA 1Jt ulUGEN 



15 
Ankcedent~s 

D. BIOSl1'TESIS DE CAPSAICINOIDES 

1. Estudios PWTliminares 

Bennet y Kirby en 1968 esrudiaron la biosintesis de los compuestos relacionados a las 

V3ini11ilamid3.s. dos no saruradas y tres saturadas. por inyección de una solución acuosa 

de fenilalanina y tirosina marcada en la posición S con tritio. algunos ácidos 

hidroxicinámicos y vainillilamina dentro de vainas maduras de Capsicum annuum 

midiendo la incorporación de la marc:i. en fenoles totales y capsaicinoides. Estos 

resultados establecieron que la tirosina fue menos incorporada a Jos capsaicinoides que la 

fenilalanina en las vainas de Capsicum annuum y que tal vez la incorporación de estos 

aminoácidos a los capsaicinoides pudo ser por la vía de los ácidos cinámicos 

hidroxilados. Los capsaicinoides marcados en el aniJJo aromático con tritio en 

intercambio de la marca con trietilamina acuosa. la cual rerraucve específicmnente el tritio 

de la posición 59 perdió el 93~ó para tirosina y el 9~ó para fenilalanina de la actividad 

totaJ 9 revelando a la capsaicina como una (5-~) vainillilarnida. 

Leete y Louden (1968) también esrudiaron la biosintesis de capsaicin3 y 

dihidrocapsaicina en Capsic11m.fru1csccns utiliz.ando aminoácidos marcados. Enconb"aron 

que la tirosina fue muy pobremente incorporada. y que la metionina fue bien incorporada 

en el grupo metoxi. La valina fue eficientemente incorporada en el carbono 7, 8 y 9 del 

grupo ácido de la capsaicina. La porción ~enóJica total se dividió en un 47~ó de capsaicina 

y un 53~-ó de dihidrocapsaicina por argent.ación. Los frutos cultivados ::! y 16 semanas 

dt:sput!s de la alimentación con [3-l"'C]fcnilalanina. dieron la misma actividad especifica 

en los capsaicinoides. Esto mostró que la capsaicina y dihidrocapsaicina fueron productos 

metabólic~ente estables en el periodo estudiado. 

Rangoonv.-ala (1969). en estudios utili...zando secciones de eones de frutos jóvenes 

agitados con soluciones nutrientes conteniendo precursores niarcados llegó a las mismas 

conclusiones de Leete y Louden . .J·\.dicionalmente. encontraron que el á.cido mevalónico 

fue bien incorporado en la cadena alquilica de los capsaicinoides. y que el nitrógeno era 

proveniente de fenilalanina. Ln alin1ent.ación de L-[14C] y L-{1'N)-fenilalanina a plantas 
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de C. ann11um var. annuum fue estudiada por Koop et al..(1983 ). La relación de 14Cl"N 

en la mezcla de fenilala.nina alimentada (J ::?J ). fue incrementada 1 :30 en los 

capsaicinoides aislados de Jos frutos. Así. a pesar de la formación de vainillina por la 

pérdüia de nitrógeno vía los ácidos hidroxicinámicos. la fenilalanina también sirvió como 

donador del nitrógeno en la transaminación de vainilhna. 

Koop et al .• (1980) extendió los descubrimientos de Leete y Lauden del uso eficiente de 

la valina en el grupo acilo de la capsaicin:i y dihidrocapsaicina al mostrar que la valina era 

el precursor directo de los ácidos grasos ramificados (Fig. 9). mientras la Ieucina e 

isoleucina actuaron como precursores directos de todos los grupos grasos no ramificados 

de Jos capsaicinoides. Independientemente. Susuki et al..(1981 a). demostró a lra'-'és de la 

alimentación de sustratos marcados a cortes frescos de frutos de Capsicum y 

microanálisis de capsaicinoid~ por GC. que la L-[14C]-valina es incorporctda a capsaicina 

y dihidrocapsaicin~ que son las '\.'ainillila.midas de los ácidos grasos de cadena par. 

mientras que la [1 4 C]-Jeucina es incorporada en los capsaicinoides menores. 

nordihidrocapsaicina y homocapsaicina. las cuales son las vainillilamidas de los ácidos 

grasos de cadena impar. En e:\.-perimentos in t•itro con esferoplastos preparados de las 

pla.cent.a.s de frutos de Capsic11n1 por incubación con el precursor aminoácido marcado y 

el análisis del producto por GC. identificaron los intennediarios como el ácido isobutirico 

y ácido 8-metilnonanóico 3 partir de la valina y el ácido isopentanóico y ácido 9-

metildecanóico ::i panir de la Jeucina. El a-cctoiso\.'alerato o el a.-cetoisocaproato en la 

biosíntesis de los f,.~pos acilo de los capsaicinoides fue t.arnbien demostrada en 

experimentos 1n 1·itro utilizando extractos libres de células de la placenta de los frutos de 

Capsicum. Al estudiar l.a variación en los niveles de L-'\.-alina. L-leucina. y fenilalanina 

con los c.apsaicinoides individuales y totales formados en placenta durante 45 días 

despues deJ cre::imiento de los frutos. encontraron que la concentración de L-'\.-alina y L

leucin:i en la placenta varió con los capsaicinoides totales alcanz.ando un máximo cerca de 

los ::!~ dias despues de florecer y que después disminuyeron gradualmente. El contenido 

de L-leucina fue considerablemente mis bajo~ 13 a 31% que de L-valina a cualquier 

estado de crecimiento y reflejari::i los niveles bajos de nordihidrocapsaicin::i y 
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Fi2ura '9. Rut:l metabólica propuesta para. la sintesis de capsaicinoides Las enzimas 
involucradas en 13 ruta son: PAL~ fenilalanina amonio liasa.; CA4H. ácido cinámico-4-
hidroxilasa; CA3H. ácido cumárico-3-hidroxil:isa; CAOMT. ácido =füico-0-metil 
tr:mferasa; y CS. c:ipsaicinoide sintetasa (Bennet y Kirby. 1968; Iwai et al .• 1979). 

TESIS CON 
FALLA D;~ ORIGEN 



18 
Antecede11te.s 

homodihidrocapsaicina normalmente biosintetizadas en los frutos de Capsiclln1. 

Relativamente. la eficiencia de la utilización de L-valina para :formar capsaicina y 

dihidrocapsaicina es mucho más alta durante el periodo de biosíntesis activa de 

capsaicinoides. Los porcentajes relativos de los mayores componentes también variaron 

en este estudio. de una síntesis inicial rápida de cnpS3icina para dar una relación de 

capsaicina a dihidrocapsaicina de 2.4:1 a Jos 15 días a una relación de 1.2:1 a los :?5 días. 

Esta variación significativa en la velocidad de la síntesis de los dos capsaicinoides 

mayoritarios fue diferente de las obseT'\.·aciones anteriores que indicaban constancia. Koop 

y Jurennitsch ( 1981) encontraron que tras la administración de capsaicina marcada con 
14C en el mesocarpio dt: frutos de Cap.\icum inmaduros. no hubo interconversión de 

capsaicina a dihidrocapsaicina. confirmando las observaciones :i.nteriores sobre la 

estabilidad de la capsaicina y la constancia en la relación de capsaicina. La conversión de 

ácido saturado al no saturado. si es que ocurre. debería por lo tanto tomar lugar antes de la 

condensación con vainillilamina para f'ormar diferentes homólogos de capsaicina 

(Govindarajan, 1986 ). 

Por otro lado. Johnson et al., (1995) esrudiando la capacidad de cultivos de Capsic11m 

.fru1c.!;cc11s para biotransfonnar el ácido ferúlico y vainillilamina. propusieron que la 

formación de vainillina a partir de 3cido ferúlico podría ser por la vía del feruloil-CoA a 

u-avés de una reacción similar a la 13-oxidación de los ácidos grasos y a partir de 

vainillilamina por desaminación oxidath-:i. (Figura 1 O). 

La acumulación de v:iinillina en cultivos tratados con vainillilamina o 3cido fenJ.lico fue 

alta .. mostrando conversión preferencial de estos precursores hacia vainillina. La alta 

producción de vainillina también implica una alta activid3d de desam.inasa ox:idativa 

como se propone en la figura lo. sin embargo. la presencia de la reacción reversible 

l"·ainillilamina-vainillina) no se encontró en estos cultivos 
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Figura 10. Ruta propuesta para la fonnación de "ainillina y va.ini11ilamina a partir de 
ácido ferúlico. 1. Desaminación oxidativa de vainillilamina para formar vainillin~ una 
reacción reversible realizada en teoría por cultivos de células inmovilizad35 de C. 
frutcsccns (Johnson et al.. 1995). 

Más urde. Johnson et al... (J 996). encontraron que de todos los precursores alimenta.dos a 

tejidos de placenta inmoviliz.ada. el :icido cumárico fue el mejor para la formación de 

capsaicina y dihidrocapsaicina. La conversión máxima hacia estos compuestos en cultivos 

tratados con los precursores fenilpropanoides fue en el orden siguiente. de mayor a 

menor: ácido cumárico. ácido ciná.mico. ácido ferú1ico. ácido caféico. vainiJliJamina. L

valin:t. y fenilalanina. La baja conversión de fenilalanina a los productos finales se pudo 

deber .a que este aminoácido es un precursor distante de la capsaicina. utilizindose para la 

formación de proteínas y compuestos fenólicos. Por otra parte. se observó que la 

participación de vainillilarnina en la formación de capsaicinoides fue menor que la de los 

otros precursores. '\·a que el residuo aromático de capsaicina es derivado de fenilalanina y 

el acido !;.-ra50 es derivado de L-valina.. precursores distantes de capsaicin~ es 

comprensible que su adición :i los cultivos hay:i tenido poco efecto en la formación de 

capsaicin:i y dihidroc:ipsaicina. 

Ramachandra y Ravishankar (2000) realiz.aron estudios de biotransfomiación adicionando 

a.ldehido protocatéquico y :leido ca.féico a cultivos de células inmovilizadas y en 

suspensión de Capsicum .fn11c.,·c:ens. Detectaron que el cultivo ttansfonnó el aldehído 

l FALL118h~ ~o;GEN 1 
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protocatéquico a vainillina más que su conversión a capsaicina, mientras que los cultivos 

trata.dos con ácido caféico acumula.ron más capsaicina que vainillina. La máxima 

acumulación de vainillina y capsaicina se logró a los seis y quince días respectivamente, 

esto en cultivos de células inn1ovilizadas alimentadas con aldehído protocatéquico y fue 

1.8 y 1.4 veces mayor que en cultivos en suspensión. Los cultivos de células 

inmovilizadas alimentacbs con ácido caféico acumularon un máximo de ·v3inillina y 

capsaicina a los nueve y doce días~ el cual fue J .65 y 1.33 veces mayor que en cultivos en 

suspensión. Adicionalmente, alimentaron S-adenosil-L-metionina -un donador del grupo 

metilo- a cultivos de células inmovilizadas tratadas con aldehído protocatéquico y 

detectaron una acumulación de vainillin:i 2.5 veces mayor que en los cultivos sólo con el 

aldehído. sugiriendo la influencia de la S-adenosil-L-metionina en la metilación del 

aldehído protocatéquico. resultando en una mayor acumulación de vainillina. De los 

resultados anteriores. ellos sugirieron que puede existir una ruta altemativa para la 

formación de vainillina en cultivos celulares de C.fh11csccns (Figura 11 ). 

A SAM SAH 

VOH mc<il::: 
OH 

Aldch1d<> pr<Kocat.cquico 

A_~ 
VOCH, VocH, 

OH . OH 
'"aanilbn" 

A 
VoH 

OH 

~mcttlai:ion 

Figura J 1. Probable ruta biosintética de vainillina a partir de aldehído protocatéquico en 
cultivos celulares de C .. fn11csccns (R::unachandra y R:ivishankar. 2000). 

2~ Sitio de biosintesis de capsaicinoides 

Los capsaicinoides se sintetizan y acumulan en l::i placenta del fruto y no se han detectado 

en otr:is panes de la plnnta (lwai et al.. J 977). En las células. los capsaicinoides se 
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acumulan en vacuolas especializ.adas denominadas capsisomas. hasta que son excretados 

hacia la pared !amelada y las cavidades subcuticulares donde parecen almacenarse en un 

ambiente oleoso (h.,.:ai et al.. 1979). Sin embargo. la acumulación 1n 1·irro de 

capsaicinoides tiene lugar casi tot.almente en el medio de cultivo de células en suspensión 

e inmovilizac:l3s. Ohta (1962). de observaciones histoquímicas. concluyó que los 

receptáculos y órganos que secretan capsaicinoides son localizados en la placenta y en el 

septo interlobular del fruto y encontró que los capsaicinoides se encuentran en su mayoría 

en la pared exterior y en la placenta en proporción 2:1. La proporción relativa fue similar 

en frutos térmicamente procesados (enlatados). pero el contenido de capsaicinoides se 

incrementó 20 veces en la pared exterior y placent:i y algunos cientos de ve.ces en las 

semillas y pared exterior donde los valores fueron sólo el 1 ~ó del total en el fruto fresco. 

h.vai et al.. (1979) quien hizo extensivos estudios en la biosíntesis de los capsaicinoides, 

encontró que en todos Jos estados de crecimiento de los frutos. los capsaicinoides 

individuales y totales están siempre en concentraciones mayores en la placen:a que en el 

pericarpio (Tabla :?.). Concluyó que el sitio mayor de síntesis de capsa.icinoides es la 

placenta. Así. de Jos estudios mencionados arriba se puede sugerir que los capsaicinoides 

son sintetizados en su m::iyoria en subpaniculas celulares en la placenta 

3 .. Per1il dr acumulación 

Kosuge e lnagaki (1964). reportiron la formación y la relación de 

capsaicina:dihidroc::ipsaicin::i en dos variedades de chiles jalapeños. Los c:ipsaicinoides 

comenzaron a formarse entre el dia JO y 20 después de florecer. alcanzando el lll:i.xirno 

alrededor de los días 30 y 40 y después disminuyeron. La relación de capsaicina: 

dih1droc::ipsaicina permaneció entre 1:0.4 a 1:0.5. Neuman (1966) registró que la 

incorponu.:ión de 14CO: toma lugar sólo en fruto~ jóvenes. awique la actividad total d~ Jos 

capsaicmoides permaneció constante. indicando que estos fueron mer.abolitos estables. 
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Tabla 2. Composición de caps:Ucinoides en pericarpio y placenta a diferentes estados de 
crecimiento de frutos de Cap.'iicum ann11m ·var. a11num 

Concentración. mstms de tejido seco 
Dia .. d~-puCs de lo Pwie Total NDC e DC HC HDC 

ántesis 
JO Pericarpio nd nd nd nd Nd nd 

Placenta nd nd nd nd Nd nd 
20 Pericurpio 3.4 tr. 2.1 1,3 Nd tr. 

Placenta 30.4 tr. 17.9 12.S Nd tr. 
30 Pericarpio 28.6 0.2 15,6( 12.8 Nd. tr. 

Placenta 164.4 tr. IOl,9 62.S Nd Ir. 
40 Pericarpio 40.9 tr. 25.,.l 15,8 Nd Ir. 

Placenta 250.7 3,8 137,9 109.4 Nd Ir. 
50 Pericurpio 4.2 tr. 2.,.7 1.S Nd Ir. 

Placenta 52.9 tr. 33,3 19.6 Nd Ir. 

Not:i: nd, no detect:ido; tr. trazas; (Govindarajan •• J 986). 

Balbaa et al.. ( 1 968) en sus estudios sobre el contenido de capsaicinoides en frutos de 

Capsicun1. notaron que los capsaicinoides no se detectaron sino hasta. el día :?1-:?8. y 

después se incrementaron hasta el dia 50. La composición de la mezcla de capsaicinoides 

en los diferentes estados de madurez mostró que la capsaicina fue el mayor componente .. 

seguido de la dihidrocapsaicina. Otros homólogos.. nordihidrocapsaicina y 

homodihidrocapsaicina, fueron encontrados en trazas a l .5%. La constancia de la 

composición a naves del crecimiento y madurez mostraron que no hubo interconversión 

de los componentes (Tabla:?). 

Como puede aprecia.t5e por los antecedentes presentados. a pesar de que la biosíntesis de 

caps:ucina h:i sido estudiada por diversos grupos de investigación. tales como el de 

Bennet y Kirby. h.vai y Susuki~ Lindsey y "1'"eoman. Ochoa y Calva. y Ravishankar. la ruta 

bios1ntet.ic:i de esta molCcula no se ha elucidado por completo. Por ejemplo. no se h3J1 

logrado detectar varios de los intermediarios hipotéticos involucrados en los Ultimas 

pasos de la via ni las enzimas participantes en los mismos. Esto es particularmente cieno 

a pa."'tir del ácido ferülico y h:ist:t los capsaicinoides. En consecuencia. es imponante 

realiz.ar estudios dirigidos a investigar esta pane obscura de la ruta.. por ejemplo. mediante 

la adición de precursores para estudiar su acumulación )' efecto en el perfil de 

caps:iicinoides y compuestos fenólicos relacionados. Por e o en este trabajo se llevaron a 

TESff: CON 
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cabo esrudios de adición de alcohol vainillilico y ácido protocatéquico (Figura 12). -

compuestos relacionados a esa última pane de la ruta- para investigar su posible 

biotransformac1ón e incorporación a los c:ipsaicinoides en cultivos de célulns en 

suspensión de Capsic11m chinc11sc. Los resultados se discuten en el marco del mecanismo 

de biosintesis y biotransfonnación que pudiera llevarse a cabo en los cultivos de células 

de Capsicum en suspensión sometidas a la adición de estos compuestos. 

Alcohol vainillilico Ácido protocal.6quico 

Fi~ura 12 .. Precursores adicionados a los cultivos de células en suspensión de C. chincnsc 
en el presente estudio. 
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IL PLANTEANIIENTO DEL PROBLEMA 

En los estudios realizados sobre la biosintesis de capsaicinoides. no se ha logrado 

identificar plenamente cual es la vía y el mecanismo de formación del residuo aromático 

de estos compuestos. Si bien se conoce por estudios de marcaje radioactivo que el 

nitrógeno y et anillo aromático proceden de la fenilalanina. los esrudios de adición de 

precursores como fenilalanina y tirosina marcados radioactivamente e intermediarios 

fenólicos no confirman la via propuesta. tales como la formación de vainillilamina o la 

vainillina. Otro aspecto que obscurece la hipótesis sobre la ruta biosintéti~ es que 

tampoco se h3J1 podido detectar las enzimas involucradas en la biosintesis de estos 

intermediarios. y que probablemente hay vías alternativas que pudieran US3r los frutos de 

Capsicum para su biosintesis. Con base en esto. en el presente trabajo se evaluó el efecto 

de dos intermediarios mettlbólicos. que est.3.n potencialmente relacionados con los 

precursores de capsaicinoidcs en eS3. p::irte obscura de la ruta. el alcohol vainillilico y el 

ácido protocatequico. Los esrudios se realizaron mediante experimentos de adición a 

cultivos de célul::i.s en suspensión de Capsic11n1 chincnse (chile habanero). Estos 

compuestos se seleccionaron debido a la similitud estructural que poseen con los 

precursores hipotéticos de la rut.a., tales como los fenilpropanoides y la ".-ainitlina, t:r:nando 

de favorecer el flujo metabólico hacia la pane final de la ruta y mediante la observación 

de la variación en el perfil y acumulación de compuestos fenólicos relacionados además 

de los capsaicinoides. 
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IIL OB.JETIVO GENERAL 

~5 

Ohjeli\'o General t• lfipótcsis 

Evaluar el efecto de algunos intermediarios metabólicos del residuo aromático de la 

capsaicina sobre la biosintesis y acumulación de capsaicinoides y compuestos fenólicos 

relacionados en cultivos in \•itro de Capsic11m chincnsc (chile habanero). 

IV. HIPOTESIS 

La adición de precursores metabólicos de los capsaicinoides a células de Capsic11m 

chincnsc fuvoreceni el flujo metabólico hacia estos compuestos y/o la acumulación de Jos 

productos fenólicos dependientes de los precursores adicionados. 
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V. MATERIALES Y l\IETODOS 

Substancias 

El ácido protocatéquico. alcohol vainillilico y ácido '\."ainiJiínico fueron grado analítico y 

obtenidos de ICN chernicals. La vainillina. ácido clorhídrico. hidróxido de sodio~ 

sacarosa,. cinetina. ácido 2.4-diclorofenoxiacético fueron grado analítico de Sigma 

Chemical Co. El etanol, metano! y acetato de etilo fueron grado HPLC de Buildrick 

J:r.ckson. El agua fue doblemente destilada y desionizada usando un sistema de 

desioniz.ación Millipore Simplicity ®. 

Material bioló~ico 

El establecimiento de los cultivos células de Capsicun1 chincn~sc. callos y suspensión se 

llevó a cabo bajo condiciones asépticas utilizando una campana de flujo laminar estéril en 

un cuarto de temperatura controlada (25° C :!:: ::?°' C). Todo el material se sometió a 

esterilización a. 121º C. por 15-18 minutos. 

l\trdios de cultk·o 

El medio de cultivo fue el reportado por Murashige y Skoog: (196:?). La composición se 

presenta en la tabla 3 (Sigma M55::!4). La composición del medio CH50 fue la misma que 

la del medio MS. pero con la mitad de la cantidad de nitrógeno (Sigma M8900). 

Culth·o de células en suspensión 

Se indujeron los cultivos de células en suspensión inoculando 3 g de peso fresco de 

tejidos de callo en 50 mL de medio liquido CH.50 contenidos en matraces Erlenmeyer de 

:!50 mL. Los cultivos se incubaron en un agitador orbital a 90-100 r.p.m .. a ~5° C::: :!ºC. 

Estos culti\.'OS se mantuvieron por subcultivo a intervalos de :!8-30 días. 

Se preparó el inóculo para los experimentos transfiriendo 3 s de peso fresco de los 

cultivos en suspensión en 50 mL de medio fresco contenidos en matraces Erlenmeyer de 

:!50 mL. Los cultivos se incubaron bajo las mismas condiciones experimentales que los 

cultivos normales. Después de cuatro semanas. el cultivo se transfirió a un matraz 

'PPSIS CON 
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Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 100 m.L de medio fresco. La biomasa de estos 

matraces se utilizó como inóculo para los experimentos en estudio. 

Métodos 

Tabla 3. Composición del medio Murashige y Skoog (MS) 

CONTITUYENTES (g/L) 

--NH.No, 
KNO, 
CaCI2. 2Hi0 
Msso •. 7H,o 
KH2PO. 
Kl 
H;;BO; 
MnS0 •. 4H20 
znso ... 7H20 
Nal\1004. 2H20 
cuso •. 5H,o 
CoCI2. 6H20 
Feso •. 7H20 
Na2. EDTA. 2H20 

\Tjtaminas 
lnositol 
Ácido nicotinico 
Piridoxina.HCI 
Tiamina-HCJ 
Glicina 

165 
190 
44 
37 
17 
.830 
6.2 
22.3 
8.6 
0.25 
0.025 
0.025 

27.8 

100 
o.s 
o.s 
0.5 
:?.O 

Pn.-paración dr lo5 mrdios dr cultR·o 

Se d;solvieron 4.3 g del medio mineral (Si!,.'tna No. J\.15524 para el J\.15) y 2.6 g de medio 

(Sigma M8900 p:u:i el CH50). en agua desionizada según el caso. Después se agregaron 

30 g de sacarosa a la solución anterior para el medio MS y :?O s para el medio CH50. A 

ambos medios se adicionaron 1 mL de Acido 2.4-diclorofexiacético 6.5 tnM y 1 mL de 

cinetina 500 µM por cada litro de medio. Se ajustó el pH a 5.8 con HCJ ó NaOH 0.1 N. El 

medio se dosificó en matraces erlenmeyer C:?OO..-o del volumen del matr.l.Z.) y se 

esterilizaron a l:?:JºC. 15 lb por 1.5 minutos. 

TF~TS r.ow 
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Se preparó igual que para el medio líquido anterior pero se agregaron 2 g de gelrite. La 

solución se mantuvo en agitación durante 5 minutos y se calentó a ebullición hasta que el 

gelrite se disolviera totalmente. El medio se dosificó en frascos de cultivo (~5-30 mL por 

frasco de 125 mL) y se esterilizaron a 121ºC. 15 lb por J 5 minutos. 

R~ulador de crecimiento 

La solución concentrada del ácido 2.4-diclorofenoxiacético (2.4-D) se preparó 

disolviendo 276.2 mg en aproximadaznente 15 mL de una solución de etanol absoluto/ 

Na OH 1 N ( 1 : 1 vfr). Después se af"oró " 1 00 mL con agua desioniz.ada y se almacenó a -

::?OºC 

Adición de precunores melabólicos a cultivos de células en suspensión 

El alcohol \."ainiJlilico y el ácido protocatéquico se disolvieron en :?O mL para tener una. 

solución concentrada de 0.02 M. La adición de los precursores al medio se calculó para 

obtener una concentración de :?00 µM de cada compuesto y en dos medios de cultivo 

como se propone en la tabla 4. El medio conteniendo el compuesto de interés se inoculó 

con 3 gramos de peso fresco de biomasa en matraces de ~50 mL conteniendo 50 mL de 

medio MS o CHSO según fue el caso. Esta suspensión. se incubó bajo las mismas 

condiciones que Jos cultivos normales. Para cada experimento. se incluyó una serie de 

matraces control sin ningún compuesto exógeno pero tratado del mismo modo y los 

tratamientos se ejecutaron por triplicado en forma aleatoria. 

Tabla 4. Matriz e>..-perimental para evaluar el efecto de compuestos exógenos sobre la 
producción de c.apsaicinoides y compuestos fenólicos relacionados en cultivos de 
c-apsicum. 

Alcohol Vainillilico (:!00 µM) Acido Protocatequico (:!00 µM) 

""M.-,;(ffoMS :! 

MedioCH50 3 4 

J-4. tratamientos a las condiciones respectivas. Para obtener la concentración señalada se 
adiciona.ron 500 µL de una solución stock a O.O:?M del compuesto disuelto en agua.. 
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E][tracción )' análisis de capsaicinoides y fenilpropanoides relacionados 

Et procedimiento de e~-tracción se basó en una combinación de metodologías reportadas 

por Cah.'3 (J 997). Los métodos involucrados o:iqui .. son técnicas de extracción liquido

liquido y líquido-sólido. Esta última se utilizó para extraer los capsaicinoides y 

fenilpropanoides de la biomasa mientras la primera se utilizó para la extracción a panir 

del medio de cultivo. En ambos casos .. con biomasa y medio .. una eKtracción múltiple (tres 

veces) se llevó a cabo para lograr una e>aracción cuantitativa de capsaicinoides y 

compuestos fenólicos relacionados. 

Extracción de biomasa. 1....3 biomasa se separó del rnedio de cultivo por filtración a través 

de papel filtro \Vhatrnan No. 121 y después se molió en metano!. Una vez moti~ la 

biomasa se colocó en tubos de 50 mL y el volumen se ajustó a 15 mL con metano!. Estas 

muestras se colocaron en agitación durante I hora a 100 rpm en baño de hielo. La 

biomasa se filtró y el disolvente se evaporó en su totalidad en un rota\."3por a 400C. El 

residuo se .-edisoh:ió en 1 mL de met.anol al 80~ó para su anoilisis por HPLC. 

Exnacción del medio. Un volumen conocido de cultivo de células en suspensión 

(usualmente 25 mL) se filtró a traves de un papel filtro \\'hatman No. 121 .. y el medio 

libre de cClulas se extrajo 3 veces con acetato de etilo 1:1. Los extractos org3.nicos se 

combinaron dentro de un matraz y se evaporaron utiliz.ando un rotavapor a 400 C y a 

'-"aCÍO. El residuo se redisolvió en 1 mL de metanol al 80~0 para an:ilisis por HPLC. 

Ensayos 

Peso fresco. Para evaluar el peso fresco celular en los cultivos. el contenido completo de 

un matr:l.Z Erlenmeyer o un volumen conocido de cultivo se filtró al vacío a travCs de un 

papel filtro \\'h:iunan No. 1:!5. La biomasa se lavó 3 veces y se drenó por 3 minutos bajo 

vacio. 
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HPLC. El sistema de HPLC comprendió una bomba binaria (Thermo Separation 

Products), un automuestreador (Thermo Separation AS l 000) con un loop fijo de :?O µl y 

un detector de barrido ~'/Visible. Las señales del detector fueron capturadas y 

procesadas por el software PC!OOO (Thermo Separation Products) cargado en una 

computadora PC IBM modelo IBM-300PL. La separación de compuestos en las muestras 

se realiz.ó con columnas (200 x 4.5 mm i.d.) empacadas con ODS:? 5 µ. Capital ó una 

Prodigy ODS:?. y una precolumna Guard-Pack CJ8. 

Análisis de capsaicinoides y compuestos renólicos por llPLC 

Se utilizó una columna ODS:? Prodigy ó Capital y un gradiente de 1 mM TFA y 

Acetonitrilo. El flujo se mantuvo a 1 mL/ min y el gradiente fue: 

Toempo (rnin.) 
A:1 mMTFA(%) 
B: Acetonilrilo (%) 

o 5 10 
90 90 BO 
10 10 20 

2!5 3S 55 tlO 65 
BO 40 40 10 10 
20 60 60 90 90 

70 
90 
10 

llO 
90 
10 

Para el anilisis espectral. el espectro de absorción de los picos se registró entre los 200-

365 nm a una velocidad de 1 O espectros por segundo. La integración para los cálculos 

cuantitativos se realizó a ::?80 .. 260 y/o 230 nm. según las características espectrales de 

cada compuesto de interes. 
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION 

A.. EFECTO DEL MEDIO DE CUL TJVO SOBRE EL PERFIL DE 

CRECIMIEl'.TO DE CELULAS DE Capsicum chinensc 

El objetivo de este ex~rimento fue conocer el cambio en el perfil de crecimiento de los 

cultivos de células en suspensión de Cap.'ficum cllinen.-re variando la cantidad de nitrógeno 

en et medio de cultivo. Cabe señalar que estos cultivos sirvieron a la vez como cultivos 

control para los experimentos posteriores de adición de compuestos cxógenos. 

Para este e:>..-perimento. se re.atizó un3 cinética de crecimiento durante 27 dias tomando 

muestras cada tres días y cada punto se hizo por triplicado. En la figura l 3-A se observa 

el perfil de crecimiento típico observado en el medio MS. La fase de adaptación fue 

aproximadamente tres días. después se encuentra una fase e>..-ponencial desde los tres 

hasta los 12 días. donde .:::1.parece una curva diaúx:ica y luego la etapa estacionaria a los :?0-

27 días. El comportamiento del penUltimo punto pudo ser debido a que las cClulas en esa 

etapa y:1 no eran 100°/Ó viables o hubo lisis celular. 

Con respecto al perfil de crecimiento de las cClulas crecidas en medio CHSO (Figura 1 3-

B ). las condiciones experimentales fueron similares al experimento anterior. Se observó 

que la fa.se de adaptación fue mayor que en ?\1S. de aproximada.mente 7 dias y la etapa 

exponencial de los 7 a los l 8 días. A diferencia del cultivo en medio MS .. en el CHSO no 

se observó el comportamiento diaúxico. La fase estacionaria se observó de los J 8 a Jos "2.7 

dias. Comparando el comportamiento de los dos cultivos. se observó que hay diferencia 

en la fu.se de adaptación. siendo mis larga en Jos cultivos que fueron suplementados con 

la mitad del nitrógeno. Esto sugiere que posiblemente las células requirieron mayor 

consumo de este nutriente para iniciar sus procesos metabólicos en el menor tiempo 

posible. La fuse exponencial de las celulas crecidas en medio CH.50 fue más corta que la 

del medio MS. qui.zas porque al contener menos cantidad de nitrógeno y carbono. estos 

elementos son agotados en menor tiempo por las células que en el medio con una mayor 
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c:mtidad de estos nutrientes. No obstante, la cantidad de biomasa. producida fue similar en 

ambos medios. aunque los puntos rná.ximos de crecimiento se presentaron con una 

diferencia de tres días. Nuñez (1997) utilizando cultivos en suspensiones de Capsic11m 

annum L. tipo serrano, también reponó un perfil de crecimiento similar a Jos mostrados 

en este trabajo. En estudios hechos por Rarnach:mdra y Ravishankar (2000) sobre 

biotransfonnación de precursores en cultivo de células en suspensión de Capsicum 

.fi-11tesccns, también observaron que el perfil de la cinética mosttaba un comportamiento 

similar al encontrado en Capsicum chinensc, al menos hasta los 15 días, indicando que tal 

vez las diferentes especies de Capsicum se componen de manera similar en cuanto a su 

cinética de crecimiento. 

_, 
;::;: 
Q.. ... 

'40~ 120 ~ 
100 ~ 
80 _J 

:~ J 
20 1 

o ' . ' 
o 5 10 15 

Tiempo (días) 
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140 ~¡~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 
120 _, 
100 J 
80 -
60 ~ 

40 -20 ;;,._ _________ _ 

o 
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A 

B 

Figura 13.. Perfil de crecimiento de cu1ti"'º de célul:is en suspensión de Capsicum 
chincnsc en medio MS (A) y CHSO (B). 
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B. EFECTO DEL ALCOHOL '\'AINILLILICO SOBRE EL PERFIL DE 

CRECIMIENTO DE CELULAS DE Capsicum chincnsc E1" MEDIO MS Y CUSO 

Este experimento tuvo como objetivo evaluar el efecto del alcohol vainillilico (200 µM) 

en el perfil de crecimiento de las células de Capsicum chinc:n.~e tanto en medio MS como 

en CH50. 

La cinCtica de crecimiento se realizó durante 27 días. tomando muestras cada tres días y 

por triplicado. En la figura 14-A para el medio MS. de manera similar a los cultivos 

control. se observó una fase de adaptación de aproximadamente 8 días. después de la cual 

Je siguió la etapa CX'J>Onencial hasta los 2 J dias. Posteriormente se observó. la declinación 

a los :?:5-27 días. Con respecto a los cultivos control (Fig. 13-A). las células alimentadas 

con alcohol vainillilico ruvieron una fase de adapta.ción ligeramente más larg~ 

posiblemente debido a su toxicidad y tiempo de adaptación del cultivo para asimilar el 

compuesto adicionado y poder transformarlo ó incorporarlo a sus estructuras. En cuanto a 

la fu.se exponencial en ambos cultivos. alimentados y control. no se observaron 

diferencias en el tiempo de duración de est:i fil.se ni en la producción de biomasa. De esta 

manera. la adición del alcohol ·va.inillilico no afectó significativamente el crecimiento de 

las cClulas en este medio. 

Con respecto a los cultivos crecidos en medio CH 50 (Figura 14-B). se observó una fu.se 

de adaptación hasta los 7 días. seguida de la fase e>.-ponencial hasta los 1 8 dias y la fu.se 

de declinación se presentó hasta los 27 días. Comparando este comportamiento con los 

cultivos control (Fig. 13-B). las células aliment:idas mostraron un periodo de adaptación 

más cono. sin embargo. al igu.:il que en el medio MS. la duración de la fu.se exponencial 

fue menor para las células control. 

TESJc:; r.OT\T 
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Figura 14. Cinética de crecimiento de células de Capsic11n1 chinensc alimentadas con 

<llcohol vainillilico :?DO mM en medio MS (A) y CH 50 (B). 

Al comparar los dos e>..-perimentos en diferentes medios de cultivo .. se observó que no hay 

diferencias significativas de duración en cuanto a las fu.ses de la curva de crecimiento ya 

que las etapas de adaptación y C>.."Jlonencial fueron sólo ligeramente diferentes en las 

celulas crecidas en medio MS que en las de CH50. Aunque se hay:i presentado esta ligera 

diferencia. la cantidad de nitrógeno y carbono no afectó significativamente la cantidad de 

biomasa producida en p..-esencia de alcohol ·vainillihco. Esto sugiere que en presencia de 

alcohol vainillilico .. las células pueden activar la maquinaria necesaria p:ira optimizar los 

niveles de nutrientes suplementados y regular su crecimiento. Estos resultados 

concuerdan con Nuñez (1997). en los estudios que realizó sobre efecto de adición de 

diversos precursores aromáticos a suspensiones celulares de chile serrano (Capsicum 

annum L.). en donde encontró que ninguno de Jos compuestos adicionados (fenilalanin~ 
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el ácido cumárico. ácido caf'éico, ácido ferúlico. vainillina, vainillilamin~ y ácido 

cinámico) afectaron de manera significativa el perfil de crecimiento celular. excepto 

cuando Jos últimos tres se adicionaban en una concentración de 1000 µM. Los resultados 

también concuerdan con lo encontrado por Ramachandra y Ravishankar (2000) al 

alimentar cultivos en suspensión de Cap.-oicum .frutcsccns con ácido ca.féico a una 

concentración 1.25 mM. En el presente estudio. la adición de alcohol vainitliJico no 

afectó el crecimiento de las células de Capsicum chincnsc en ambos medios probados, 

debido probablemente a que no fueron niveles tóxicos y que posee una estructura muy 

similar a la de los fenoles comúnmente encontrados en estas plantas, como la vainiliina. 

que es un precursor de la ruta biosintétic.:i propuesta para la formación de capsaicinoides. 

C. EFECTO DEL ACIDO PROTOCATEQUICO SOBRE EL PERFIL DE 

CRECIMIENTO DE CELULAS DE Capsicum chincnsc EN MEDIO MS Y CH!!iO 

Este e>..tJerimento tuvo como objetivo evaluar el efecto del ácido protocatéquico (200 µM) 

sobre el perfil de crecimiento de las cClulas de Capsicum chinen.se tanto en medio f\.15 

corno en CH50. 

En medio MS. la cinética de cJ"ecimiento se realizó durante 27 dias. tomando muestras 

cada tres dias y por triplicado. En la figura 15-A se observó una fase de adaptación de 

nueve días y una et:ipa ext><Jnencial que llegó hasta los 12-21 dias. Por Ultimo, se observó 

una fase estacionaria desde los 24 a los 27 días. Al compara.reste comportamiento con los 

cultivos control (Fig. 13-A). se observó que en la fase de adaptación hay una diferencia 

de ues dias. siendo mas larga en las células alimentadas con ácido protocatequico. pero la 

duración de la fuse ex-ponencia! fue similar. No se observaron diferencias significativas en 

la cantidad de biomasa producida en ambos cultivos. Probablemente la fa.se de adaptación 

fue rntts larga en las células alimentadas para asimilar el compuesto y poder utilizarlo en 

otros procesos propios de la célula. 
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Figura 15. Cinética de crecimiento de células de Capsic11m chinen.se alimentadas con 
::icido protocatéquico 200 µM en medio MS (A) y CHSO (B). Nótese que la escala de la 
gr:ifica B, para cultivos crecidos en CHSO, es mayor que para la A y las figuras. 13 y 14. 

Con respecto a los cultivos crecidos en medio CH50 (Fig. 15-Bl. se observó que la fu.se 

de adaptación fue de 6 dias y la fa.se exponencial fue entre los 6 y 1 8 dias. L:i etapa 

estacionaria observada comprendió sólo dos puntos. de los 18 hasta los :!1 días. y por 

Ultimo se observó la fuse de declinación a panir de los 2 l días. En comparación con los 

cultivos control (Fig. 13-B). las células alimentadas con ácido protoc:itéquico presentaron 

una fu.se de adaptación mas corta y una etapa exponencial mas larga. Los cultivos control 

llegaron a una etap:i de declinación como la que se observó con las cClula.s alimentadas 

con el acido protocatéquico. 

Como puede observarse. el comportanJ.iento en la curva de crecimiento fue similar al 

comparar los cultivos alimentados en ambos medios (Fig. 15). No obstante. Las células 
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crecidas en medio CHSO presentaron una adaptación más rápida y una fa.se ex:ponencial 

más cona que las crecidas en MS. La cantidad de biomasa fue S~ó mayor en CHSO que 

la producida en MS. Este componamiento probablemente se debió a que el ácido 

protocatéquico pudo actuar mejor como precursor en reacciones involucradas en la 

biosintesis de pared celular en condiciones limitantes de nitrógeno y que esto orientara el 

flujo metabólico hacia la producción de este compuestos unidos a pared celular. como se 

ha observado en estudios realizados con fenilalanina y ácido sinápico hechos por Hall y 

Yeoma.n (1991 ). Así, la variación en la cantidad de nitrógeno en las células alimentadas 

afectó negativamente la cantidad de bioma.sa producida. es decir. en el rango probado. a 

mayor concentración de nitrógeno. menor crecimiento. 

Ramach=dra y Ravishankar (2000), en sus estudios de biotransforrnación del aldehído 

protocatCquico como probable precursor de capsaicinoides. encontraron que en cultivos 

de células en suspensión de Capsicum .frute~·cens. éste afectó negativamente el 

crecimiento de las células. En contraste con sus resulta.dos. en este trabajo donde se 

adicionó el ácido protocatCquico. se encontró que en condiciones limitantes de nitrógeno 

en el medio CH50. hubo una producción de bioma.sa 50% rn:tyor que la de los cultivos 

control. Esto indica que el ácido protocatéquico no fue tóxico para las células a la 

concentración usada. en contraste con el aldehído protocatéquico probado por los autores 

citados. 

D. PERFIL DE COMPUESTOS FENOLICOS Y ACUMULACJON DE 

CAPSAJCL""10JDES EN' CE LULAS DE Capsicum chincnse EN MEDIO MS Y CHSO 

Para facilitar la presentación de los resultados y su análisis. en la figura 16 se muestran 

los cromatogramas de diversos fenilpropanoides estándar. los cuales eslá.n involucrados 

en la ruta biosíntética de capsaicinoides. Los tiempos de retención (TR) característicos a 

los cu:1.les son detectados se muestran en l3 tabb 5. 

TESIS r:nT\T 
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Tabla 5. Tiempos de retención característicos para algunos compuestos de la ruta de 
capsaicinoides 

______ c_o_rn_. puesto Tiempo de retención (min) 
Alcohol vaiñillil'lCO (VOH)° 6.79 

Vainillilarnina (VM) 1.91 
Vainillina (V) 16.22 

Ácido curnárico (COU) 1 7.99 
Ácido ferúlico (FER) 18.57 

Ácido caféico 1 ::?..32 
Capsaicina (C) 40.07 

Ácido protocatequico (PROT) 7.36 
Ácido vainillinico (A 'T) 13.:?6 

-Los TR fueron tornados de Jos cromatogramas mostrados en la figura l 6 

La columna ODS:? utilizada en combinación con el gradiente de solventes. tiene la 

caracteristica de que los compuestos mas polares eluyen mas rápido, por lo que sus 

tiempos de retención son más bajos. detectándose al inicio de la corrida.. mientrilS que las 

moléculas menos polares eluyen a tiempos más lejanos y los tiempos de retención son 

m:iyores. Una vez establecido lo anterior. se presentaron primero los resultados sobre el 

perfil de fenilpropanoides y acumulación de capsaicinoides en los cultivos control de 

cClulas en suspensión de Capsic11n1 chincnsc. Se analizó tanto el medio de cultivo como Ja 

biomasa de los cultivos crecidos en medio MS y CHSO. 

l. Culth·os crrcidos en medio MS 

a) Mrdio de cultR·o 

TESIS 0~ 
VALLA DE _:__Jfil]J 

En Ja figura J 7 se obsen:an Jos cromatogra.mas a :?30 nm de los extractos orgánicos del 

medio de cultivo de cClul:i.s sin alimentar despuCs de 3-15 dias de incubación. Se 

detectaI""on algunos picos que presentaron espectros de absorción relacionados a los 

fenilpmpanoides (Fig. J 8 ). Debe notarse que estos compuestos no se produjeron de 

manera constante a travCs del tiempo (Fig. J 7) y que al comparar sus espectros y el TR 

(tiempo de retención) con los de Jos compuestos estlindar (Fig. 16 y 18). el pico 1 

correspondió a un derivado del alcohol vainillilico~ el pico :! a la vainillina.,. y el pico 3 

posiblemente sea de un derivado del 3cido vainillinico. ya que la parte inicial del espectro 

se deforma pero la pa.ne restante que le confiere la pane aromática la conserva. En estos 
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Figura 16. HPLC-cromatogramas a ::!80 nm de dos mezclas (A y B) de compuestos 
fenólicos est:indar relacionados a la ruta biosintética de los capsaicinoides. 

cultivos no se observaron picos con espectros relacionados a capsaicinoides a ninguno de 

los tiempos analiza.dos. 
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Figura 17: HPLC-Cromatogramas (230 nm) del e»"tracto organico del medio de cultivo 
de las células control en medio MS a los 3. 6. 9. 12 y 15 días de incubación. 

Abs 

\ 

TESIS C0"'-T 

FALLA DE 1... • • EN 

.. 
ºL-~~~~~~-'-~~~~-''-=--""-'~~~-"'-"'--'"""~ 
200 240 280 320 36(1 

Nanómetros 

FÍJ™ra 18. Espectros de absorción de algunos c.ompuestos detectados a los 18 días en los 
e>..""tI'aetoS orgarticos del medio de cultivos de las células control en medio f\.fS. Los 
nU.meros corresponden con los picos de la figum J 7. 
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La figura 1 9 muestra los espectros de absorción de compuestos detectados en la biomasa 

de Jos cultivos crecidos en MS. Los espectros 4 y 5 tienen similitud con el espectro del 

ácido ferúlico y se obsen.'aron a lo largo de toda la cinética. El espectro 6 corresponde al 

ácido 2.4-dicJorofenoxiacético. que es un regulador del crecimiento adicionado al medio 

pero que posee un espectro similar al de la capsa.icina (7). Al igual que en el medio de 

cultivo. en biomasa no se detecta.ron compuestos relacionados a los capsaicinoides. 

2. Culth.•os crecidos en medio CILC90 

a) Medio dr culti••o 

En la figura :?.O se muestran los espectros de absorción de algunos de los compuestos 

detectados en los extractos orgánicos del medio de cultivo. Sólo se detectaron dos 

compuestos relacionados a los fenilpropa.noides. El primero es el espectro 8. que tiene 

una similitud muy grande con el alcohol vainillilico (9) pero con un tiempo de retención 

de tres minutos m::í.s alto, por Jo que puede ser algún derivado del alcohol, pero menos 

polar que este. Otro compuesto f"onnado es el que exhibe el espectro 10 (TR= 11.7 min) 

que es muy parecido al de la '-'ainillina (11, TR= J 6 min.). pero que mostró una diferencia 

de aproximadamente cinco minutos abajo del tiempo de retención, por Jo que muy 

probablemente se trate de algún derivado más polar que la vainillina. La presencia de 

estos dos compuestos no fue constante a Jo largo de la cinética. ni tampoco se detectaron 

capsaicinoides en los tiempos de muestreo. 

TESIS CON 
FALLA DE OH.IGEN 



Abs 

' ' . . . 
i 

..... \,,- ........ '' . . . . 
o 

:!00 

\ . 
' '. 6 
'::.---- ... 

. . 
'-;--".:\. "" --__ .._..-.r------... ~-

:!40 280 
Minulos 

42 
Resuitados y Di$CUsión 

Figura 19. Espectros de absorción de compuestos detectados en Jos extractos orgánicos 
de biomasa de cultivos sin alimentar en medio MS. 4: compuesto detectado a un TR= 
4.01 min.; 5: compuesto a un TR= 19.07 min.; 6: compuesto detectado a los 9 días con un 
TR= 38.5 min.~ 7: capsaicina estándar con un TR= 40.07 min. 
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Fii?ura 20. Espectros de absorción de diversos compuestos observados en los e~1:r.lctos 
del medio de cultivo de células crecidas en medio CHSO. 8. compuesto detectado n los 12 
días (TR= 10.19 min. ); 9. alcohol vainillilico estandar (TR= 7.44 min. ); 1 O. compuesto 
detectado a los 15 dia.s (TR= 11 .74 min.) 11. vainillina estandar (TR= 16.:!:: min.). 
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b) Biomasa de cultivos en CH50 

En la figura 21 se observan los espectros de absorción de dos de los compuestos 

detectados en los extractos de biomasa de cultivos crecidos en medio CH50 y su 

comparación con compuestos estándar. El espectro 12 (TR= 4.12 min.), que se logró 

detectar a todo lo largo de la cinética de crecimiento. posee mucha similitud con el 

espectro del ácido fenilico (13. TR= 18.5 min.). sin embargo la diíerencia en el tiempo de 

retención y el desplazamiento del espectro hacia la izquierda indican que es un derivado 

mucho m.:ís polar del ácido ferúlico debido a las características del gradiente. El 

compuesto 14, aunque con espectro similar al de los cap53icinoides. no fue posible 

relacionarlo ya que se trató del ácido 2,4-diclorofenoxiacético. el regulador del 

crecimiento adicionado al medio de cultivo. 
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Fit:ura 21. Espectros de absorción de algunos detectados en los e>..-rractos de biomasa de 
cultivos sin alimentar y crecidos en medio CHSO. 1.2. compuesto detectado a los tres dias 
a un TR= 4.125 min.; 13. ácido f"erúlico escindar (TR= 18.57 min.); 14. compuesto 
detectado a los 18 dias (TR= 38.75 min.); 7: capsaicina escindar (TR= 40.07 min.). 

Cah.':1 y Rios (1999). en estudios de acumulación de metabolitos secundarios en callos de 

Capsic11m annum. detectaron dos picos de producción de capsaicinoides. uno al inicio de 



44 
Resu/Jado.'i y D1scu ... ión 

la cinética durante la fuse lag. y el segundo alrededor de los 45 días durante la etapa de 

desaceleración o estacionaria. Ra.machandra y Ravishankar (:?000) detecta.ron la 

producción de ca.psaicina en cultivos de células en suspensión a Jos 1 S días de incubación 

cerca de la fuse estacionaria. Yeoman (1990) mostró que diferentes líneas celulares 

obtenidas de una sola planta se podían componar de manera distinta y concluyó que las 

diferencias en la producción de algún compuesto dependían del patrón de su actividad 

enzimática. En el presente esrudio, en ambos medios de cultivo (CH50 y MS) no se 

detectaron compuestos relacionados a los capsaicinoides. Esto pudo ser debido a 

diferentes razones; una de ellas es que la biosíntesis de estos compuestos se llevó a cabo 

en los días en que no se tomaron muestras para el an3lisis. Otro motivo pudo ser que estos 

cultivos no sinteticen estos metabolitos. ya que se ha observado que puede haber 

variaciones en las lineas celulares y que algunas de ellas no formen Jos compuestos de 

interés. manteniendo atenuada esa pane del metabolismo. característica de éste género de 

plantas. 

E. EFECTO DEL ALCOHOL \' AINILLILICO SOBRE EL PERFIL DE 

COMPUESTOS FENOLICOS EN CULTIVOS DE CELULAS EN SUSPENSION 

DE Capsicum chincnsc (CHILE HABANERO) 

Con base en las cinéticas de crecimiento realiz.adas .. en este e>..~rimento se estudió el 

efecto del alcohol vainillílico sobre el perfil de compuestos fenólicos y su acumulación de 

capsaicinoides por cultivos de células en suspensión de Cap.\·ic11n1 chincnsc crecidos en 

medio MS y CHSO. Se analizó el medio de cultivo y la biomasa. 

l. Cultivos Cn!cidos en medio MS 

a) A.nálisis del medio de cultivo 

En la figura 22. se muestran los cromatogramas de los extractos orgánicos del medio de 

cultivo después de 0-27 dias de incubación en presencia de alcohol vainillílico (pico 9). 

Se observa que el alcohol vainillíiico fue removido totalmente del medio a los 6 días de 

incubación. Por otro lado. a los 3 días se detectó un compuesto (pico 1 5) que se mantuvo 

presente hasta los 12 días. Este compuesto mostró lD1 espectro semejante aJ del espectro 
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del alcohol vainillilico pero con un corrimiento a la derecha (Fig. 23 ). A los 1 S días, se 

detectó la presencia de vainillina en concentraciones muy altas (pico 11) y algunos 

derivados del ácido vainillinico también en concentraciones muy altas (pico 16). Esos 

compuestos fueron disminuyendo gradualmente hasta los 27 días. Los espectros de 

absorción de estos compuestos que se muestran en la figura 23 sugieren claramente que el 

espectro 16 corresponde a un derivado del ácido vainillinico. debido a su correlación 

(990/o) que posee con este compuesto. De manera similar. el espectro 11 corresponde a 

vainillina. En el anexo 1 y .2 (pags. 60 y 61) se comparan los espectros de absorción del 

alcohol vainillilico. vainiilina y ácido vainillinico con respecto a los espectros de Jos 

compuestos detectados en el medio de cultivo. 

Estos resultados sugieren que el alcohol fue asimilado por las células desde tiempos 

iniciales y/o adsorbido a su estructura celular. por ejemplo en la pared celular. 

Aparentemente.. el alcohol vainillilico fue primero ttansfonnado a un compuesto 

conjugado menos polar (pico 15) que podría ser menos tóxico para la célula o más fácil 

de metabolizar como se ha observado en mamíferos. Posteriormente .. la célula pudo haber 

oxidado enzimá.ticamente este compuesto a vainillina y algún derivado del :icido 

vainillínico que 01 su vez pudieron ser excretados al medio de cultivo donde fueron 

detectados. 

En estos cultivos se cuantificó la cantidad de '\-':linillina detectada a los 15 días de la 

cinCtica. donde se observó el pico y :ireas m:iximas de este compuesto. Para ello .. se 

comparó con un est:indar y a panir de su concentración y 3.rea se calculó la concentración 

final de vainillina en la muestra.. la cual fue 1.48 g/L (9771 µM). Esta cantidad de 

producto no pudo provenir del alcohol vainillilico exógeno da.do que fue muy alta (48 

veces). si se toma en cuenm que sólo se adicionó una concentración de precursor de :?00 

µM. Una explicación posible para este resultado podria ser que la cantidad de nutrientes .. 

junto con la adición de este precursor .. pudo haber activado algún mecanismo bioquímico 

para la biosintesis de vainillina en estas cantidades. 
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Fi~ura 22. Crom:nogramas a 230 nm de la fase orgoinica de los extractos del medio de 
cultivo de células alimentadas con alcohol vainillilico (200 µM) despues de 12 (A) y 27 
(B) dias de cultivo en medio MS. 9. alcohol vainillilico; 15. compuesto detectado entre 
los 3 )' l:?. dias; 11. ·vainillina: 16. compuesto detectado a los 15 y 18 dias. El número de 
traza indica los días de cultivo. 
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Fieura 23. Espectras de absorción de diversos compuestos detectados en el medio de 
cultivo de células alimentadas con alcohol vainillilico (200 µM) en medio MS. 9, alcohol 
vainillilico al tiempo O (RT= 6.79 min.); 15, compuesto observado entre los 3 y 14 di:is 
(RT= 14.46 min.); 16. compuesto observado a los 15 dí:is (RT= 13.32 mín.); 11, 
vainillina detectada a los 15 di:is (RT= 16.52 min.). 

L3 formación de capsaicinoides fue muy baja tanto en Jos cultivos alimentados como en 

Jos cultivos control donde también se detectaron compuestos de descomposición de 

capsaicinoides en ambos cultivos. 

b) Biomasa 

La figura 24 muestra el espectro (17) de uno de los compuestos detectados en los 

e>...~ctos org3nicos de biomasa alimentada con alcohol vainillilico. Tiene espectro similar 

al de la capsaícina estándar (TR= 40 min.). sin embargo, el tiempo de retención es 

ligeramente diferente. Este compuesto corresponde al acido :?,.4-diclorofenoxiacetico (:?.4-

D) que eluye a los 38-39 min. 
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Figura 24. Espectros de absorción de un compuesto (17) detectado en los extractos 
orgánicos de las células alimentadas con alcohol vainillilico (200 µM) en medio MS. 7. 
c:ipsaicina estándar (TR= 40.07 min.); 17. compuesto detecta.do a los nueve di:is de 
cultivo (TR= 39.5 min.). 

A lo largo de la cinética. se detectaron otros picos con espectros de absorción que no 

guardaron correlación con Jos compuestos fenólicos relacionados a capsaicinoides. tanto 

en la biomasa de cultivos alimentados como en cultivos control. 

2. Culth·os crecidos en medio CH50 

a) Análisis del medio dr Cultivo 

En la figura 25. se muestran los cromatogramas de los extractos orgánicos del medio de 

cultivo alimentado de células en suspensión con alcohol vainillilico (pico 9). El precursor 

adicionado {pico 9. TR=S.8 min.) fue remo'-·ido en su totalidad a los tres días. 

PosteriofTllentc. desde los tres días de cultivo. se detectó. pero con un corrimiento a la 

derecha. (fig. 26) un pico (18) con un tiempo de retención de 14.6 minutos y espectro 

similar al alcohol vainillilico. el cual permaneció en los cultivos desde los seis y hast3 los 

:'.!7 dias. 
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Fi2ura 25. Cromatogramas a 230 nm de la fase orgánica de los extractos del medio de 
cultivo de células alimentadas con alcohol vainillilico a 200 µ.M" en medio CHSO. Los 
números indican los di:i.s de cultivo. 

Los niveles de Jos picos detectados aumentaron gradualmente hasta los 12 días y después 

no .. -a.rió hasta el final de la cinética Jos 27 días. Al igual que lo obsen.·ado en el medio 

MS. a lo largo de la cinétic:i no se observaron picos que presentaran espectros de 

absorción relacionados a los capsaicinoides tanto en cultivos con y sin alimentar. C.abe 

señalar que en contraste con lo observado en el medio MS .. en este medio no se detectaron 

compuestos como vainillina o derivados del ácido vainillinico en los tiempos de 

muestreo. Esto puede indicar que en estos cultivos no se encontraban las enzimas 

necesarias para catalizar las reacciones que hicieran posible la fbnnación de vainillina y 

de los derivados del acido vainillinico. 
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Figura 26. Espectros de absorción de un compuesto (18) detectado en Jos extractos 
orgánicos del medio de cultivo alimentados con alcohol vainillilico (.:?.00 f.ll\if) en medio 
CHSO. 9. alcohol vainillilico al tiempo O (TR= 8.79 min.); 18. compuesw formado a los 
l:? dias (TR= 14.6 min.) 

b) Biomasa 

La figura '27 muestra los espectros de absorción de dos de los compuestos (19. TR=4.1 y 

'20. TR= J 4 .3) detectados en los extractos orgánicos de las cClulas alimentadas con 

alcohol vainillilico y despues de los O y 9 dia.s de cultivo. Estos espe....-tros corresponden a 

los Unicos compuestos relacionados a los fenilpropanoides detectados a lo largo de la 

cinética a niveles constantes. Como puede apreciarse. presentaron altas correlaciones con 

el ácido ferúlico (~1. TR.= 18.6) y ácido vainillinico estándar(.:!:!. TR=l 3.6). Al igual que 

en el medio de cultivo. no se detectaron picos que presentaran espectros de absorción 

relacionados a los capsaicinoides en ningún tiempo durante la cinetica. 
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FiJ?ura 27. Espectros de absorción de compuestos detectados en los extractos orgánicos 
de las células alimentadas con alcohol vainillilico (::!00 µM) en medio CHSO. 19. 
compuesto detectado al tiempo O (TR.= 4.1.:?. min.); 20. compuesto deteetado a los nueve 
di::is (TR= 14.35 min.); :!l. acido ferulico estandar (TR= 18.57 min.); ::?::?. :icido 
vainillinico est:i.ndar con un TR= 13.08 min.) 

Como se observó. los cultivos pueden realizar varias reacciones de biotransfonnación de 

los compuestos exógenos. Así. las células en suspensión pueden ser manipuladas para la 

producción de compuestos de interés mediante bioconversiones. Se han hecho diversos 

estudios de biotransfonnación de fenilpropanoides en células inmovilizadas como en 

suspensión de Capsic11m. La adición de estos precursores algunas veces ha incrementado 

la producción de capsaicina en varios modelos de estudio. Se ha reportado. por ejemplo. 

que la adición de iscido ferúlico y vainillilamina incrementan Jos niveles de vainillina 

(Johnson et al.. 1996). Nuñez (1997). estudiando el efecto de adición de precursores 
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aromáticos eu cultivos celulares de Cap.sicum annum. encontró que los cultivos tratados 

con vainillina fueron los que produjeron una mayor cantidad de capsaicinoides con 

respecto a los demás precursores. Ramachandra y Ravishankar (2000) encontraron que al 

adicionar ácido caféico a cultivos de células en suspensión de Capsicum fn1tescens se 

incrementaban los niveles de capsaicina. siendo aún mayor estos niveles en células 

inmovilizadas. De manera similar. en el presente trabajo. se observó que en los 

experimentos realizados con células alimentadas con alcohol vainillilico en medio MS. 

hubo una producción muy ah.a de vainitlina (48 veces la cantidad alimentada de alcohol 

vainillilico) a los 15 días de incubación. al igual que algún probable derivado del ácido 

vainillínico. Esto no se refl~ió de la misma manera en los e>eperimentos realizados en 

medio CH50. indicando que el uso de una concentración dos veces mayor de nitrógeno 

junto con la adición del alcohol vainillilico afectó positivamente en la formación y 

acumulación de precursores fenólicos. como la vainillina y algunos derivados del ácido 

vainillinico. pudiendo ser una probable alternativa para la obtención de vainillina natural 

usando células de Capsic11n1 chincnsc. 

F. EFECTO DEL ACIDO PROTOCATEQUICO SOBRE El. PERFIL DE LOS 

COMPUESTOS FENOLICOS "\' CO!\TENIDO DE CAPSAICINOIDES EN 

CULTIVOS DE CELULAS EN SUSPENSION DE Capsicum chincnse (CHILE 

H.-..BANERO) 

Con b:ise a los resultados anteriores, en este experimento se estudió el efecto de la adición 

del 3.cido protocatCquico sobre la producción de compuestos fenólicos y contenido de 

capsaicinoides en cultivos de células en suspensión de Cap.sicum chincnse tanto en medio 

f\.1S como en CH50 y analizando el medio de cultivo y la biomas:i.. A diferencia de los 

resultados anteriores. a continuación se hace referencia a ambos medios de cultivo. ya que 

se obsen.~aron resultados similares. 
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l. Culti,•os crecidos en medio MS y CUSO alimentados con ácido protocatéquico 

a) Medio de cultivo 

En la fi&"Ura 28. se muestran Jos cromatogramas a :?.30 nm. de los exttactos orgánicos del 

medio de cultivo alimentado con ácido protocatéquico (200 µM). Se observó que el ácido 

protocatéquico (pico 23. TR=7.4 min.) fue removido totalmente a los 3 días de cultivo. 

Posterionnente. a las 72 horas no se detectó ningUn pico que presentara espectros 

relacionados con Jos fenilpropanoides (Fig. 28). No obstante. a los nueve días se observó 

la aparición de un sólo pico (24. TR=l4.7 min.) que posee un espectro parecido al del 

ácido vainillinico (espectro 22. TR=13.1 min.) (Fig 29). Esta similitud se observó en la 

parte espectral que es debida a la parte arom3tica., pero se deforma en la región de los 220 

nm. Después de este tiempo. ya no se detectaron compuestos con espectros de interés 

hasta el final de la cinética. razón por la cual no se presentan Jos cromatogramas de los 

días restantes. Al no detectarse el compuesto adicionado en el medio de cultivo a panir de 

los tres dias, se deduce que este fue asimilado. uansfonnado o que fue requerido para 

otros procesos metabólicos que tuvieran lugar dentro de la célula. 
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Fi2ura 28. Cromatograrnas a 260 nm de los extractos orgánicos del medio de cultivo de 
células alimentadas con ácido protocatéquico 200 µM (23) en medio MS. 
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b) Biomasa 

En Ja figura 30 se muestra el espectro de absorción de un compuesto (25. TR=3.8 min.) 

detectado a lo largo de la cinética en la biomasa alimentada con ácido protocatéquico :?.00 

µM y su comparación con un estándar de ácido protocatéquico (23. TR.= 6.8 min.). El 

espectro del compuesto :?.S. del cual e1 pico en et cromatograma permaneció constante 

durante los 27 días._ mostró una gran similitud con el compuesto adicionado, sólo que su 

espectro cambia en la sección inicial aproximadamente a los 21 O nm. Cabe señalar que 

hubo una diferencia notable en la cantidad de biomasa producida en el medio CHSO que 

fue mayor que en el MS. Posiblemente la disminución en la cantidad de nutrientes y la 

presencia del compuesto exógeno activaron algún mecanismo que compitió por el 

precursor adicionado y permitió asimilarlo rápidamente. ya que se ha observado que 

puede haber una relación inversa entre el metabolismo secundario y la síntesis de 

compuestos que están involucrados en el metabolismo primario (Hall et al .• 1991 )_ 
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Fi!!:ura 29. Espectro de absorción del acido protocatéquico (::?.3l (TR= 7.36) y del 
compuesto detectado a los nueve días en medio MS con un TR= 14.7'2 min. en 
comparación del espectro del 3cido vainillinico (~~ TR= 13. 1 7 min.) 
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Fi¡?ura 30. 23: espectro de absorción del ácido protocatéquico estándar (TR= 6.81 min.); 
25. Espectro de absorción de un compuesto detectado en los exttactos orgánicos de las 
células alimentadas con ácido protocatéquico 200 µM en medio MS y CHSO (TR= 3.86 
min.} 

Ramachandra y Ravishankar (2000) usando aldehído protocatéquico como probable 

p.-ecursor de la ruta biosintCtica de c:apsaicionoides. encontraron que en presencia de este 

precursor. las células de C. fi-utcscens acumulaban más \.-ainillina que capsaicina. En 

contraste. el 3.cido protocatéquico empleado en este trabajo fue removido wtalmente. pero 

no hubo formación de capsaicinoidcs ni compuestos fenólicos relacionados a la ruta de 

interCs. Lo anterior sugiere que las células no lofITTlron tener las enzimas requeridas para 

llevar a C".abo esas biotransformaciones. 

De los resultados globales del presente estudio. se pudo observar que cuando las células 

fueron alimenta.das con alcohol vainillilico en medio MS. estas tuvieron la capacidad de 

asimilarlo y transformarlo a vainilli.na y otros probables derivados del ácido vainillinico 

en concentraciones muy altas. Con base a estos resultados. se pue • Re.<iul~~o.'t i·DL<i;u.sió,; 

que utilizaron las células para transformar el alcohol fue la siguiente: 
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L3 primera reacción (1) que con1prende la transformación de alcohol vainillilico a 

"-ainillina pudo ser Jlevada ::i cabo por un.a enzima como la ::ilcohol vainillílico oxidasa... 

que podria ser una enzima cons1itutiva o inducida. Cabe señalar que la concentración 

encontrada de vainillina en los cultivos fue casi 48 veces mayor que la del sustrato 

adicionado. por lo cual. las células deben haber producido vainillina de novo. Es decir~ la 

cantidad de vainillina encontrada no pudo provenir del alcohol vainillílico adicionado ya 

que este se adicionó en una concentración mucho menor que la vainillina detectada. Así. 

la adición del alcohol vainillilico pudo haber inhibido la enzima que cataliz.a en teoria la 

reacción de vainillina a vainillilamina en Capsicum y por ello se observó tal acumulación 

de vainillina en los cultivos. Otra posibilidad es que la vainillina formada se haya 

sintetiz.ado a panir de una ruta metabólica alterna., desc.artando la descomposición de 

lignina. ya que al formar pane de la pared celular. las células hubieran sufrido daños 

importantes como lisis. disminuyendo la viabilidad celular. proceso que no se observó en 

Jos cultivos. Por otro lado. la vainillina no se detectó en los cultivos de células incubadas 

en medio CHSO. pero se observaron posibles derivados del 8cido vainillínico. Esto indica 

que fo. transformación de vainillina a ácido vainillinico fue mas eficiente en CH50 que en 
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MS,. es decir .. que la deficiencia en nitrógeno favorece la formación de ácido vainillinico. 

La posibilidad de que la vainillina se transformara hacia la vainillilamina y capsaicinoides 

es baja porque estos compuestos no se detectaron en Jos cultivos Esto motiva a seguir 

esUJdiando el mecanismo de biosíntesis de capsaicinoides en esa última pan.e de la ruta. 

ya que al producirse Ja vainillina en concentraciones tan altas .. se podria otra técnica 

ex:periment.aJ para tratar de detectar los compuestos finales de la ruta .. ademas de poder 

estudiar la enzimologia involucrada en est:t transformación. 

En cuanto a las células alimentadas con ácido protocatéquico. el espectro detectado en el 

medio MS puede representar un conjugado del ácido protocatéquico o del ácido 

vainillínico dado que el espectro sólo muestra una modificación en la región de los 220 

nm. Si esto fuera asi 9 tal vez el ácido protocatéquico se ttansforme finalmente a un 

derivado del ;icido vainillinico. Por otra parte. en los cultivos crecidos en medio CHSO 

suplementado con ácido protocatéquiC09 hubo mayor formación de biomasa y el análisis 

de esta permitió obsen.·ar un compuesto con un espectrO parecido al del ácido aliment.ado9 

lo que indica que pudo ser un derivado de este. Así 9 Jos posibles pasos para la 

biotransfonnación dc:l :icido protocatequico serian: 

COOH 

~ 
OH 

COOH 

~. 
OH 

~H, 
Ácido protocatéquico Ácido v1:1inillínico 

OH 
·vainillina 

'-----....... Biomasa / 

Finalmente. a) contrario de lo que se observó en los cultivos alimentados con alcohol 

, .. J.inil1ilico9 el ácido protocatCquico no favoreció el flujo metabólico hacia los 
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fenilpropanoides ni capsaicinoides. ya que no se lograron detectar estos compuestos en 

Jos cultivos. 
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VU. CONCLUSIONES 

J. La adición del alcohol vainillilico favoreció el flujo metabólico hacia la formación 

de intermediarios más inmediatos de los capsaicinoides. como la vainillina.. ácido 

vainillínico y probables conjugados o dímeros de estos intermediarios. Sin 

embargo no favoreció la f"ormación de capsaicinoides 

2. El nitrógeno afectó positivamente la biosíntesis de algunos productos fenólicos 

cuando las células se alimentaron con alcohol vainillilico. 

3. El alcohol vainillílico fue oxidado a vainillina, ácido vainillinico y algunos 

conjugados de estos compuestos. 

4. La cantidad de vainillina f"onnada en cultivos alimentados con alcohol vainillílico 

en medio MS fue de 1 .4 g/L a los 1 S días de la cinética. Esto indica que la técnica 

utilizada puede ser una alternativa para la sin tesis de vainillina. 

S. El ácido protocatéquico fue asimilado por la biomasa, pero aparentemente no fue 

biotransfonnado a compuestos relacionados a fenilpropanoides ni capsaicinoides. 
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Anesol. A: Espectro de absorción correspondiente al alcohol vainillílico estándar (A) 
(TR= 9.66 min.). y al alcohol vainillílico (B. TR=7.44 min.) adicionado a las células de 
chile habanero en medio MS. 
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Anexo 2. Espectros de absorción para: A. vainillina estándar (TR= 17.04 min.); B. 
"·ainillina detectada a los 15 días en los extractos orgánicos del medio de cultivo 
alimentado con ak.ohol vainillilico :?00 µM en medio MS (TR= 16.44 rnin.); C. ácido 
vainillinico estándar (TR= 13.17 min.); D. compuesto detectado a los 1 S dias en las 
mismas condiciones que el compuesto B (TR= 14.66 min.). 

TESIS r.nN 
FALLA J._;t:, 1..>f¡LGEN 



IX.. REFERENCIAS 

62 
Referencias 

Balbaa S.L .• Karawya. M.S. and Girgis A.N. (1968). The Capsaicin Content ofCapsicum 
Fruits at Different Stages ofMadurity. Lloydia, 31 :272. 

Bennet D.J. and Kirby G.V.'. (1968). Constitution and Biosynthesis of Capsaicin. J. qr 
Chem. Soc.: 442-446. 

Calva C. G., Narbad J .• Eagles E. J., Parr M. J .• Rodes M. J. C .. V.'alton ?-:. J .• Amito M. 
J. and Robins J. Phenolic Tra.nsfonnation by Capsicun1 spp. In Current Trends in Fruit 
and Vegetables Phytochermstry. Garcia-Viguera C. M .• Castañer M .. Gil M. l., Ferreres 
F ... Tomas-Barbera.n F. A. Eds. España: Consejo Nacional de Investigaciones Científicas~ 
1995: 205-209. 

Calva C. G. Glycosylation and Synthesis of Capsaicin in Cell Cultures and Fruits of 
Capsicum spp. Thesis submitted for the degree ofDoctor ofPhilosophy. lnstitute ofFood 
Research-No,.,,.,·ich. Genetic and Microbiology Departrnent. 1997: 256. 

Calva C. G. Y Rios L. E. Cultivo de Callos y su Acumulación de Metabolitos de 
Metabolitos Secundarios. en Aspectos aplicados de la Biotecnología. Vazquez R.R., 
Calva C. G .• Ramos R. E. y Salazar M. A. México: Instituto Politécnico Nacional. 1999: 
290-296. 

Govindarnjan V. S. (1985). Capsicum- Production. Technology. Chemistry and Quality. 
Pan 1: History,. Botany .. Culti,.-ation and Primary Processing. in Critica/ Rc1•icH'S 1n Food 
ScicnccNutrition 22 (2): 109-144. 

Govindarajan V. S. (1986). Capsicum- Production. Technology, Chemistry and Quality. 
Pan ID: Chemistry of tlle Color_ Aroma and Pungency Stimuli_ in c.-n·1ica/ Ret•it?ws in 
Food Scicncc Nurrition. 24 (3 ): 313-348. 

Govindamjan V. S. and Sathyanarayan:i M. N. (1991 ).Capsicum- Production. 
Technology. Chemis~· and Quality. Part V. lmpact on Physiology. Pharrnacology. 
Nutntion and Metabolism: Structure .. Pungen~·. Pain and Desensitization Sequences. in 
Critica/ RcwClt'S in Food .. '>Cic11cc l\Jurrition. 29(6): 345-460. 

Hall R. and Yeoman M. (1991 ). The influence of lntracellular Pools of Phenylalanine 
Derivatives upan Synthesis of Capsaicin by lmmobilized Cell Cultures of the Chilli 
Pepper- Cap.wcun1.fn1tcsccn.s .. Planta .. 185: 72-80. 

He1sser Ch. B .. Smith P. (1953) The Cultivated Capsicum Peppers. Econonric Botany, 7: 
::?14-226. 

Hra.zdina G. Comp:irnnentation in Aromatic Metabolism. ln Phcno/ic .A-lciaboli..rmz in 
Planrs. (Stafford H and Ibrahim R). U.S.A. Plenum Press. 26.1992: 1-4. 

TF.SIS (;Oi\T 
FALL.h Fi'. 1. • .1.rí.lGEN 



63 
Referencias 

Iwai K .• Lee K. R.. Kobashi M. and Susuki T. (1977). Fonnation ofPungent Princioles in 
Fruits of Sweet Pepper, Capsicum annum L. var. grossum during Post-haf" Referencias 
under Continuous Light. Agric. Biol. Chcm .• 41 (1 O): 1873-1876. 

1 .... .,.; K., Susuki T.and Fujiwake H. (1979). Forrnation and Metabolism of Pungent 
Principies ofCapsicum Fruits. TV. Fonnation and Accumulation of Pungent Principies of 
Capsicum anuum var. anuum cv. kara.J,'atsubusa at Different Stages after Flowering. 
Ap;ric. Biol. Chcm. 43: ::!493. 

Johnson T. S .• Ravishankar G.A. and Venkataraman L.V. (1995). Biotransformation of 
Ferulic Acid and '\l'anillylamine to Capsaicin and '-'anillin in lmrnobilized Cell Cultures 
ofCapsicum.frutcsccns, P/ant Ce//, Tissuc and Organ Culture. 44:11 7-121 

Johnson T. S. and Ravishankar G.A. (1996). Precursor Biotransformation in Immobilized 
Placenta) Tissues of Capsicum .fruu:sccns MiJI. lnfluence of Feeding lntennediat.e 
Metabolites of the Capsaicinoid Pathv.':ly on Capsaicin and Dihydrocapsaicin 
A=umulation.J. Plant Physio/., 147: 481 -485. 

Koop B .• Jurenitsch J. and Kubelka W. (1980). Biosynthesis of Capsaicinoids in 
Capsicum annuum L. var. anuum. Planta Afedica, 39 (3); :?89, 

Koop B. and Juren.itsch J. (1981 ). Biosynthesis of Capsaicinoids in Capsicun1 an11urn. 2. 
Fonnation ofthe Fatty Acid Moiety of the Capsaicino.ids from L-\taline., L Referencias 
L-isoleucine .. Plan1a Medica .. 43(3 ): 272. 

Koop B .• Jurenitsch J. Woginger R. and Hawnold E. (1983). Biosynthesis of 
Capsaicinoids in Capsicum annuum L. \.'Dr. anuum IV. On the Incorporation of Nitrogen . ., 
Sci. Pharm . ., 51: :?74. 

Kosuge S. and lnagaki Y. (1964). Pungent Principies of Red Peppers. XI. Determination 
and Contents ofthe Two Principies. Chcm. Abstr .• 61.: 76::!0f. 

Leete E. and Lauden M.C.L. (1968). Biosynthesis ofCapsaicin and Dihydrocapsaicin in 
Capsicumfn1tcs=ns . .l. Amcr. Chcm. Soc .• 90 (::!4): 6837-6841. 

Lindsey K. and Yeoman M. M. (1984). The Synthetic Potential of1mmobilized Cell of 
Capsicun1~fn11e~·c.::ns Mili. cv. an11uum .. Plan1a. 162(6); 195-501. 

Merck lndex. Ed. Budavari S. U.S.A .• Twelfih Edition. Merck Research Labor.ttories. 
1996. p. ::!87-:!88. 

Murashige T. and Skoog F. (196::!). A Revised Medium f"or Rapid Growth and Bioassays 
with Tobacco Tissue Cultures. Physio/. Planr. 15 (3): 473-497. 

Neumann D. (1966). On the Biosynthesis ofCapsaicin. Naturwissenchqftcn, 53: 131. 

TESI{~ r'nN 

FALLA 0.i'~ .... nil.iEN 



64 
Referencias 

Nuñez Palenius Hector Gordon. Efecto de Jos Precursores Aromáticos sobre la 
Acumulación de Capsaicinoides en Suspensiones Celulares de chile (Capsicum annum 
L.). Tésis de Maestría. Centro de Investigación y Estudios Avanzados del Instituto 
Politécnico Nacional- Unidad lrapuato. Irapuato. Guanajuato. Mexico. 1997: 91. 

M. M. (1992). Phenylpropanoid Mctabolism During GTOwth and Development of 
CapsicumfTutesccns Fruits._ Phy1ochcn1is1ry·.32 (4): 839-844. 

Susuki T .• Kawada T. and lwai (1981 ). K. Formation and Metabolism of the Pungent 
Principie ofCapsicum Fruits. Part D.:. Biosynthesis of Acyl Moietics ofCapsaicin and its 
Analogs from Valine and Leuc111e in Capsicum Fruits<> P/ant Ce// Physiol.~ :?2(1 ): 23. 

Susuki T .• Kav.."ada T. and lwai K. (1981 ). Formation and Metabolism of the Pungent 
Principie of Capsicum Fruits. Pan X. The Precursors Affecting the Comoosition of 
Capsaicin and its Analogs in the Fruits of Capsicum anu11m var. Referencias 
karayatsubusa~Agn·c. Biol. Chem.~ 45; 535. 

Susuki T. and lw:ii K. (J 984).Constituents of Red Pepper Species; Chemistry. 
Biochemis~·. Phannacology and Food Science of the Pungenc¡.· Principie of Capsicum 
species. in The Allcaloids. Brossi E .• Ed. Academic Press, Orlando. Fla .• :?4. 

Yeoman M. M .• Miedzybrodska M. B .• Lindsey K. and McLauchlan "\.\'. R. The Synthetic 
Potential ofCultured Plant Cells. In Plant Cell Cultures. Results and Perspectives. Sala F .• 
Parisi B .• Cella R. and Cifferri O. Eds. Elsevier-North Holland Biomedical Press. 
Amstcrdam. The Nctherlands. 1990: 327-343. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	I. Antecedentes
	II. Planteamiento del Problema
	III. Objetivo General   IV. Hipótesis
	V. Materiales y Métodos
	VI. Resultados y Discusión
	VII. Conclusiones
	VIII. Anexos
	IX. Referencias



