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Desde hace tiempo los mexicanos hemos desarrollado un gran aprecio por
las plantas y flores. Desde entonces numerosos investigadores se dedicaron a
analizar y describir las plantas y flores medicinales de México. El presente trabajo
consiste en el estudio de los componentes quimicos de tres variedades mexicanas
de chiles {guajillo, ancho y mulato) cuyo nombre cientifico es Capsicum
annuum de la familia solanaceae. Los chiles de las tres variedades fueron
adquiridos en un centro comercial, enteros, maduros y deshidratados; a los cuales
les fueron separados las semillas, el pericarpio fue cortado en pedazos y molido.
Se extrajeron los componentes volatiles por medio de arrastre de vapor de agua,
al residuo se le extrajo con diclorometano, obteniendose componentes
carotenoides, y posteriormente se traté con metanol, del que se obtuvieron los
componentes flavonoides.

La separacion e identificacién de los componentes voldtiles se realizé
utilizando la técnica de cromatografia de gases acoplada a un espectrofotémetro
de masas. De los componentes separados e identificados, se obtuvieron 6 comunes
entre las tres variedades y, 31 componentes diferentes entre ellas. En el caso de
los componentes de origen carotenoide, la separacién e identificacién se realizd
utilizando la técnica de cromatografia de HPLC, en fase normal y en fase reversa
de extractos saponificados, en columna y en capa fina de extractos no
saponificados; ademds, se utilizaron 5 muestras auténticas de carotenos como
referencias. De ésta manera, se lograron identificar 16 componentes de origen
carotenoide comunes entre las variedades en estudio y, 12 componentes diferentes.
En los flavonoides, la separacion e identificacién se realizé utilizando la
cromatografia en placa bi-dimensional y en columna junto con la cromatografia
en placa preparativa. Este analisis fue incompleto, debido al tiempo disponible, ya
que solo se trabajé con una variedad, el guajillo.

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas entre las
variedades, principalmente en el grupo de componentes voldtiles, ya que en los de
origen carotenoide existe una mayor similitud entre las variedades. Lo anterior
concuerda con las caracteristicas que presentan las tres variedades: el aroma,
sabor, color y morfologia.
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E1 uso de las plantas medicinales es una de las actividades més antiguas del
hombre; asi, se define a la medicina tradicional como el conjunio de
conocimientos, creencias, priacticas y recursos provenientes de la cultura popular,
de lo que hace uso la poblacién del pais para resolver, en forma empirica sus
problemas de salud, al margen o a pesar de la existencia de una medicina oficial e
institucionalizada por el Estado (Lozoya, 1989).

México es un pais vasto y diverso en recursos vegetales. Sin embargo el
conocimiento y el estudio de las flora mexicana es ain deficiente, lo cual se
manifiesta por la escasa literatura cientifica sobre ella. No obstante, el desarrollo
del pais requiere cada dia mds de los conocimientos de los recursos naturales
especialmente los renovables (Cano, 1988). Dentro de este marco, las plantas de
uso medicinal tienen una gran importancia, ya que son utilizadas por grupos
étnicos y sociales que habitan nuestro pafs, cuyos conocimientos se han
transmitido a través de generaciones, basindose en un saber empirico. La
utilizacién de las plantas medicinales en una sociedad constituye parte de su
cultura médica y se debe de comprender como un proceso histérico continuo de
interaccidn hombre-naturaleza. '

Es un hecho que, desde hace dos décadas, en todo el mundo industrializado
se replantea la utilidad y la vigencia de la herbolaria medicinal bajo el enfoque de
una nueva biotecnologia que augura revolucionar el mundo de los medicameéntos
provenientes de plantas (Wagner, 1985).

Con base en lo anterior, el presente trabajo pretende dar a conocer los
resultados obtenidos del estudio quimico de tres variedades mexicanas de chiles:
guajillo, ancho y mulato (Capsicum annuum).
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2.1. HISTORIA DEL GENERO Capsicum.

Los "Chiles" han formado parte bisica de la dieta mexicana desde hace
mucho tiempo. Es un condimento a menudo usado en los pueblos de América para
la preparacién de diversos guisos. Estudios arqueolégicos han demostrado que las
dietas tipicas de las civilizaciones precolombinas, estaban basadas en maiz, chile,
frijol y calabacita. De estos cuatro componentes de la dieta mexicana, el chile
indudablemente ha inspirado mas historta, cuentos y leyendas que ningln otro.
Los Aztecas lo llamaban "chilli" y no solo lo utilizaban como condimento sino
ademads tenia usos medicinales. Los "ajis" como lo llamaban las tribus antillanas,
han provocado polémica en cuanto a su origen; algunos botanicos lo consideran
procedente de Asia, mientras que otros de América. Lo cierto es que ni los
hindiies, romanos, griegos, chinos, y ni tampoco los drabes, durante el apogeo de
su ciencia médica mencionan a esta planta.®2

El género Capsicum cuyo nombre significa literalmente "yo muerdo” fue
establecido por Tournefort en 1700 y descrito en s obra titulada "Instituciones
Rei Herbariae” y mas tarde en 1742 ratificado por Linneo en su obra "General
Plantarum".® Pero las evidencias arqueoldgicas en Tehuacdn (México),
demuestran que esta planta estaba domesticada 5,000 afios A.C., mucho mas
antiguas que las encontradas en Perd, cuya antigiiedad registrada es del orden de
2,000 anos A.C., por lo tanto, se puede decir que el origen del género Capsicum
es sin duda, México, y después fue transportada a otras partes de América tropical
por péjaros fruteros.?-» Asi mismo, se le atribuye a Cristobal Colén la llegada de
éste género a Europa, especificamente a Espaiia, pués llevé una gran cantidad de
frutos de su primer viaje al nuevo mundo, y; dada la resistencia de las semillas,
ésto permitié que fueran transportadas a la India y muchos tropicos y subtropicos
en la primera mitad del siglo XV1.0»

2.2. CLASIFICACION DE LOS CHILES (Capsicum).

Los chiles provienen de plantas del género Capsicum de la familia
solanaceae, la misma familia que incluye las papayas, el tabaco y los tomates.
Como se sabe, principalmente el clima y el tipo de suelo permiten desarrolar una
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gran cantidad de variedades, haciendo dificil la clasificacién, lo cual crea
confusidn en ella. En la actualidad se mencionan varias especies, por ejemplo: C.
pubescens, C. Chinense, C. pendulum C. minimum, C. frutescens y C.
annuaum, con mas de 50 variedades o razas.t-24 Los trabajos de Irish en 1896 con
respecto a la revisién del género Capsicum permitieron encauzar la opinion de
los botdnicos al considerar como una sola especte a C. annuum y C. frutescens
de Linneo. Actualmente existe la proposicién de reducir todas las variedades de
Capsicum a una sola especie debido a que por ejemplo Bailey y Erwin aseguran
que los caracteres morfolégicos que se han considerado diferenciables entre
ambas especies tienen variaciones tan amplias que en un momento dado pueden
pertenecer a las dos.® Aun cuando también es posible que dado el grado de
diversificacién, se presente el fenémeno contrario; es decir, algunas variedades de
Capsicum annuum hallan llegado a separarse tanto en caracteristicas genéticas
como para formar nuevas especies.

DATOS TAXONOMICOS®

Divisién Angiospermae Orden Tubiflorae
Clase Dicotyledoneae Familia solanaceae
Subclase Metachlamydae Género Capsicum

En México la clasificacion admitida considera solo dos especies:®

I. C. annuum, con seis variedades:

1. C. annuum L. var. conoides Miller.

2. C. annuam L. var. acuminatum Fingerh.
3. C. annuum L. var. longum Sendt.

4. C. annuum L. var. grossum Sendt.

5. C. annuum L. var. abbreviatum Fingerh.
6. C. annuum L. var. ceraciforme Miller.



1I. C. frutescens:

C. frutescens var. baccatum.

2.3. DESCRIPCION DE LOS Capsicum annuum.

Las plantas de Capsicum annuum crecen a nivel del mar hasta 1,800 m
o mids en los tropicos. Se tienen que proteger del frio y, usualmente demandan
una precipitacion de 750 a 1,500 mm. No aceptan el agua abundante y los dafia la
inundacién. Demandan suelos ricos en calcio y fésforo, con un pH entre 4.3 a 8.7.
Una buena produccion de chile llega a 2,500 kg por hectaria (en chile seco).®

El Capsicum es una planta anval, que puede crecer hasta un metro de
altura. Es de tallos empinados y ramosos con las hojas aovadas o entre aovadas y
lanceoladas, sobre un prolongado rabillo, de bordes enteros o apenas sinuados en
la-base. Las flores suelen nacer de una en una, con el cabillo torcido hacia abajo.
El ciliz, de una sola pieza; forma cinco dientecitos en el borde, los cuales
persisten y se endurecen hasta madurar el fruto. La corola es blanca, roticea, esto
es, también de una pieza, pero con el tubo muy corto, y dividida en cinco 16bulos
profundos (o en seis o siete, por excepcion, lo mismo que el céliz), ¢ figura 1.
Inmediatamente después de la floracién aparece segiin la especie, una baya (la
guindilla) de color rojo amarillento o verde, y de forma muy variada, por lo
regular prolongada y de 5 a 18 cm de longitud por 2 a 10 ¢cm de didametro. Dentro
de ella tiene de dos a cuatro tabiques incompletos que se distribuyen a lo largo del
pericarpo, esto es, de la pared del fruto, los cuales no llegan al centro, por lo cual
esta baya solo forma una cavidad. En estos tabiques incompletos, carnosos y de
color amarillento, y sobre todo en la base, donde concurren todos, se encuentran
las semillas, que son arrifionadas o cast discoidales, comprimidas, de 4 a 5 mm y
de color marfil. Dicho pericarpio o pared del fruto tiene un espesor variable,
pero, por lo comin, no mas de 5 a 7 mm.44

Los frutos del chile g uajillo o guagio (C. annuum L. var. longum Sendt)
tienen una longitud de 7 a 11 em por 2 a 4 cm de ancho y es de color rojizo. Los
del chile ancho y el mulato (C. annuwm L. var. grossum Sendt), los cuales, el
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Figura 1.

PLANTA DE CHILE DEL GENERO CAPSICUM ANNUUM.'V
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primero es de color rojo obscuro de 8 a 12 cm de largo por 4 a 8 cm de
didmetro, cultivable en el estado de Veracruz, Coahuila, Jalisco, Chiapas y en el
Valle de México. El segundo al que se le denomina "chile poblano” cuando estd
fresco, se cultiva principalmente en todo el estado de Puebla. La forma del fruto
es casi igual que el anterior, o puede ser mds largo.®

2.4, COMPOSICION QUIMICA EN LOS FRUTOS DE Capsicum.

Como todo producto natural, los frutos de Capsicum contienen una amplia
gama de componentes quimicos, como las vitaminas C, B, B,, E, A y grasas,
entre otros componentes;% pero los que se encuentran en mayor proporcion, asi
como de importancia en éstos, son: los del grupo de la capsaicina, los de origen
carotenoides, los componentes voldtiles y los flavonoides.

2.4.1. CAPSAICINOIDES.

Los chiles son especialmente conocidos por ser picantes, (la sensacidén de
ardor en la boca). El principio pungente estd formado por un grupo de
compuestos llamados capsaicinoides, representados por la capsaicina y sus
homélogosa® (Figura 2). Su estructura se asigné como lo muestra la férmula
general 1. Recientes estudios farmacolégicos han revelado que las substancias
responsables del picor son protoalcaloides que forman parte del grupo de las
amidas (R-NH-COR).

En realidad la accidn picante de los chiles se debe a una mezcla de amidas,
en donde la capsaicina (II) forma aproximadamente el 69% del principio picante;
la dihidrocapsaicina (EIX) constituye el 22%; y los demds componentes solamente
se encuentran en trazas. Esto es en general, ya que en cada especie varia ¢l picor,
el sabor y el aroma. Otros homélogos presentes en el chile son la homocapsaicina
(1%), (IV), la homodihidrocapsaicina (1%), (V) y la nordihidrocapsaicina (7%),
(VI); (ver Figura 2). Los estudios quimicos sefialan que ¢l largo de la cadena (R)
estd ligado al picor de la amida, observando ademds que el mayor picor se
presenta cuando R contiene 9 dtomos de carbono, presentindose variaciones en
esta caracteristica al aumentar o al acortarse dicha cadena.2®
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HaCO CHp-NH-C-R

HO

R:

II. -(CH,)s-CH=CH-CH-(CH,),

II1. -(CH;)s-CH-(CH3);

IV. —(CH2)4-CH=CH-CH2-.CH -(CH3)»
V. ~(CHj};-CH-(CHs),

VI. -(CHz)s-CH-(CH3),

Figura 2. £JEMPLOS DE COMPUESTOS CAPSAICINOIDES.(?}

2.4.2. CAROTENOIDES.

En los chiles se han encontrado pigmentos de origen carotenoide; los cuales
son tetraterpenos, constituidos de 8 unidades isoprénicas, provenientes de la
condensacién de dos unidades idénticas de Ci,. La mayor parte de los carotenos
tienien un esqueleto de carbono Cyy y una unidad central de Ca,, conteniendo de 9 a

L1 dobles enlaces conjugados y 4 grupos metilos laterales en la cadena. El grupo
final puede o no estar ciclizado, siendo los anillos iguales o diferentes. Un

11
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caroteno ciclico cldsico contiene dos anillos en la molécula, por ejemplo, el B-
caroteno,” Figura 3.

Existen dos grupos principales de carotenos: Los hidrocarburos (carotenos)
y las xantofilas, Figura 3. Las xantofilas son derivados oxigenados de carotenos;
el grupo oxigenado se puede encontrar como: hidroxi-, metoxi-, epoxi-, carboxi-,
o grupo carbonilo. La mayor parte de las sustituciones se dan en la posicién 1-6 y
I'-6", aunque son la principal excepcién los 5,8-ep6xidos.(*10

Asi mismo, diversas propiedades de los carotenos se atribuyen a su variada
estructura quimica. Tienen la capacidad de amortiguar o inactivar los estados
exitados de las moléculas, como en los procesos que se presentan en las reacciones
fotosintéticas. Estas propiedades dependen de: la longitud y rigidez de las
moléculas; la longitud de los croméforos conjugados, y por lo tanto en el
amortiguamiento y en la absorcién de la luz, la naturaleza de los grupos finales
(ciclicos 0 no ciclicos), y de la presencia de sustituyentes.®

Por otro lado, mas de 30 carotenoides han sido encontrados en diferentes
variedades de Capsicum® rojos, entre los mis comunes se encuentran los
siguientes: anteraxantina, B-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina, violaxantina,
luteina, neoxantina, criptocapsina, criptoflavina, capsoluteina, luteoxantina,
capsantina, 5,6-epoxi-capsantina, capsorubina, mutatoxantina, auroxantina, etc. Ha
sido descrito que en la biosintesis de los carotenos en los chiles rojos, la
capsantina, capsorubina y criptocapsina, se forman a partir de los
correspondientes 5,6-epoxicarotenoides (anteraxantina, violaxantina y 5,6-epoxi-
criptoxantina),(At1415 (ver Figura 4).

Estudios realizados en diferentes variedades de Capsicum annuum,
revelan el comportamiento de los pigmentos durante la maduracién de los frutos,
(Gréfica 1y 2).00 La clorofila, principalmente la de tipo a desaparece mds
ripidamente que la &; asi como, la luteina (B, e-caroteno-3,3"-diol) y la
neoxantina (5',6"-epoxi-6,7-dihidro-5,6.5',6'-tetrahidro-B.B-caroteno-3.5,3-triol)
también desaparecen, mientras que otros incrementan su concentracién, como: el
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HIDROCARBUROS XANTOFILAS
H_OH
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0
HO
H Capsantina
H_OH

o\\\\\\\\\

HO H Capsorubina

N R N N N A N

HOY

Fitoflueno p-Criptoxantina

Figura 3. EJEMPLOS DE CAROTENOIDES.'"

B.B-caroteno y la violaxantina (5,6,5'.6"-diepoxi-5,6,5',6'-tetrahidro-pB,p-
caroteno-3,3"-diol); ademds, de que otros nuevos pigmentos se estan formando:
zeaxantina (§,B-caroteno-3,3"-diol), capsantina, capsorubina, P-criptoxantina y
capsoluteina.©'» En los primeros estados de maduracién de los chiles, la
concentracién del o-criptoxantina es alta, conforme va madurando, éste va
disminuyendo, y va aumentando la B-criptoxantina. Esto mismo ocusre con los o-
y B-. carotenos, con la excepcién de que el G-caroteno permanece en bajas
cantidades, tendiendo a disminuir, segin va madurando el chile. Es posible que la
desaparicion de la luteina desempeifie un papel muy importante en los procesos
fotosintéticos, detenidos durante la madurez. La criptocapsina se ha encontrado en
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muy pequeiias cantidades. Los chiles amarillos contienen un alto porcentaje de
carotenoides 5,6-epoxi, no asi, los chiles rojos. Los porcentajes de éstos
componentes varian segiin la variedad y estado de maduracién de los chiles. (146

Grafica 1. Cambios relativos en los caroteroides durante 1a maduracién.
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A principios de los 70's, en base a los estudios realizados a diversas
variedades de Capsicum en diferentes estados de maduracién, se propuso una
posible ruta biosintética para la formacién de los carotenoides a partir del J3-
caroteno, Figura 4. Por otro lado, Parkes er al, en 1986, aislaron cuatro nuevos
carotenoides: karpoxantina, cucurbitaxantina A, 3,6-epoxicapsantina y 5,6-
epoxicapsantina, de los chiles rojos. La presencia de estos nuevos componentes
que contienen los grupos finales 3,6-epoxi y 3,5,6-trihidroxt, revelan una nueva
ruta biosintética, Figura 5.

Grélica 2. Cambios relativos en los carotenoides durante la maduracién

Capsorubina
Violaxantina
Anteraxantina
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Porter y Lincoln, 1950, asi como Weedon, 1971, dan una posible ruta
caroténogenética de los precursores que dan origen a las tres principales familias
de carotenos de tipo hidrocarburo: los que tienen dos anillos de B-ionona, que
dan origen a la serie de los B,B-carotenos, los que poseen tanto un anillo -
ionona y uno de e-ionona, que dan origen a la serie de B,e-carotenos; y
finalmente, 1os que poseen dos anillos e-ionona, y que dan origen a la serie de
g,e-carotenos. La existencia de los anilios ionona, de un tipo o de otro, se
originan cuando ocurre la ciclizacién en uno de los extremos del licopeno (y,y-
caroteno), por la accién de la enzima licopenociclasa, que da como resultado un
carbocatién. Esto se da por la liberacién de un protdn, que finalmente origina un
doble enlace; la posicién de éste depende de la localizacién del dtomo de
hidrégeno liberado, dando asi, origen a los anillos § 6 £,49 Figura 6.

2.4.3. COMPONENTES VOLATILES.

Otro grupo de componentes muy importantes en los frutos de Capsicum
son los voldtiles, responsables del aroma de éstos; entre los cuales se han
identificado pirazinas. Mds de 125 componentes voldtiles se han encontrado en
frutos de Capsicum frescos y procesados; aunque. ain no se ha determinado con
exactitud la importancia de todos éstos componentes en el aroma. Entre los que se
encuentran en una proporcidn importante en el chile campana, estédn: 1-penten-3-
ona, tolueno, hexanal, (Z)- y (E)-2-pentenal, (Z)-3-hexenal, (E)-2-hexenal, (E)-p-
ocimeno, 1-hexanol, (Z)-3-hexenol, y, 6-metilheptil-2-propenoato. Todos éstos
compuestos, excepto el (E)-2-hexenal, decrecen significativamente durante la
maduracién.u

Butter, er al (1969), determinaron que la 2-metoxi-3-isobutilpirazina, (E,
Z)-2,6-nonadienal, y el {E,E)-decadienal son componentes importantes en el
aroma de los chiles. Chitmood er af, (1983), suguieren que existe una relacion
entre los componentes voldtiles: 2-isobutil-3-metoxipirazina, 2-sec-butil-3-
metoxipirazina, (Z)-3-hexenol y algunos otros que caracterizan el aroma de 3
variedades de Capsicum cultivados en California, U.S.A.. La composicién de los
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componentes voldtiles en los chiles varia notablemente de acuerdo al estado de
maduracion.(19.20

CHa

N
=
2,3-dimetilpirazina
=
N
N
R
2,3,5-trimetilpirazina
P
N
N
=
2-etil-5-metilpirazina
N/

HiC

HaCH,C

Figura 7. ESTRUCTURA DE ALGUNOS COMPONENTES AROMATICOS PRESENTES
EN LOS FRUTOS DEL GENERO Capsicumpm.'

Se han encontrado 24 componentes en el aroma del chile tabasco; del chile
morrén rojo se aislaron 17 alcoholes, 20 compuestos carbonilicos, 14 dcidos
carboxilicos, 6 pirazinas, 21 éteres y 14 terpenos. De las pirazinas encontradas en
el pimiento morrén, la 2,3-dimetilpirazina, la 2,3,5-trimetilpirazina y la 2-metil-
S-etilpirazina (Figura 7) forman el 75% de su aroma.
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2.4.4. FLAVONOIDES.

Los flavonoides es otro grupo de componentes muy importantes que estan
presentes en los Capsicum. Debido a su biosintesis los flavonoides se encuentran
en todas las plantas verdes, excepto en algas y en ceratéfilas. Particularmente, los
flavonoides son hidrocarburos heterociclicos insaturados, con variaciones en su
estructura (Figura 8).

Las C-glicosilflavonas, como las: vitexinas, iso-vitexinas, orientinas, iso-
orientinas y vicentinas, asi como también, los O-glicésidos de flavonas, como las:
apigeninas, luteolinas y los crisoerioles, son los flavonoides que se encuentran con
mayor frecuencia en el género Capsicum.@n

2.5. METODOS Y TECNICAS PARA LA EXTRACCION, SEPARACION
PURIFICACION E IDENTIFICACION DE COMPONENTES QUIMICOS
EN PLANTAS.

2.5.1. PARA CAROTENOS.

Para el aislamiento e identificacién de carotenoides presentes en plantas,
existen muchos métodos y técnicas. En el caso particular de los pigmentos de
Capsicum; los cuales se encuentran en su gran mayoria esterificados con 4cidos
grasos. Se recomienda primeramente, extracciones via maceracién, con posterior
saponificacién bajo condiciones controladas. Después de ésto, la técnica mds
utilizada para el aislamiento ¢ identificacién ¢s la cromatografia, que puede ser:
en papel y en placa, solo que tienen ciertos inconvenientes, hay un aumento en la
inestabilidad de los carotenos, por la exposicién prolongada a la luz y el oxigeno
presentes en el sistema. Otros métodos se basan en la cromatografia en columna y
la cromatografia de gases; aungue éste Gltimo no es recomendable, va que los
carotenos son termoldbiles. La cromatografia més utilizada es la de HPLC.
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Aunque, lo mas viable es utilizar una combinacién de los diferentes métodos
cromatogdficos, principalmente la cromatografia en capa fina y la de HPLC.a»

En la actualidad, existen numerosos métodos de analisis por HPLC, el mds
utilizado es el desarrollado en fase inversa, siguiendole el de fase normal. Se debe
tener cuidado cuando se utiliza una fase polar, ya que puede provocar
1somerizacidn y transformaciones de los carotenoides durante la separacién, por
ejemplo, la violaxantina se transforma a su derivado 5,8-epéxido. En la
preparacién de los extractos, algunos autores argumentan que la saponificacién es
un método agresivo, que produce marcadas transformaciones; por lo que se
recomienda llevarlo acabo bajo condiciones suaves y controladas.(10.14

2.5.2. DEL GRUPO DE LOS VOLATILES.

En el aislamiento e identificacion de los componentes volatiles se utilizan
diversos métodos, entre los mds importantes estdn: la cromatografia de gases
acooplada a masas, la cromatografia en columna, el método de Osme (Miranda-
Lépez et al, 1992), y el método sensorial "Sniffing-port panel" (Linssen et al,
1993). Para la extraccién de componentes volatiles, el método més utilizado por
las grandes ventajas que proporciona, es el arrastre con vapor de agua; y para la
separacion e identificacién, se utiliza frecuentemente la cromatografia de gases-
masas.

2.5.3. DE ORIGEN FLAVONOIDE.

Asi mismo, las técnicas que se emplean con mayor frecuencia para la
extraccion y preaislamiento de los flavonoides, incluyen la utilizacion de diversos
disolventes, desde poco polares, como: benceno, cloroformo, acetato de etilo, etc.;
hasta muy polares, como: acetona, alcoholes, agua, etc.; y mezclas de éstos. Para
la purificacion e identificacién de los mismos, se utilizan las técnicas de:
cristalizacién; cromatografia en columna, en papel, en capa fina, en HPLC, en
gases-liquido; y las espectroscopias (masas, RMN, UV-VIS e [R).c526
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La técnica de cromatografia bi-dimensional en papel es una de las
mejores para una rapida separacién de mezclas de flavonoides de extractos crudos
de metanol o de metanol-agua. Para esta técnica, se emplea papel cromatografico
Whatman del no. 3 y dos sistemas de elucién:@3

1. TBA: T, alcohol terbutilico grado reactivo; B, dcido acético glacial y; A,
agua. _
2. HPAC: dcido acético glacial; 15 m! del 4cido en-85 ml de agua.

El material es revelado en luz UV en ausencia o en presencia de vapores de
amoniaco. La distribucidn de los flavonoides es muy caracteristica y reproducible
para cada tipo de componente, seglin se muestra en la Figura 9.

Flavoml 3-0-monoglictsids, 7-O-dighicdsidos
Flavenol 3-0-diglicsidos
Dihidroflavonod
3-0-monoglicosidos
| Isoflavona
Flavonol 7-0-diglicdsides flavonal 3,7-0-diglicdsidos
Dihidroflavanol 3-0-dilicdsidos
aglicones Iscflavena
7-0-monoglicdsidos
=" Flavorol
3-0-monoglicisidos I Flavona y flavonot HOAC
I 7-0-diglicgsidos
Isollavons
¥
Flavonona Flavona y flavonal
aglicanes 7-0-menoglicdsides
Flavona, Flavonol, Biftavonil, Chalcoma _|
y Aurony aglicones } TBA m
L

Figura 9. DISTRIBUCION DE FLAVONOIDES POR CROMATOGRAFIA
BI-DIMENSIONAL EN FPAPEL.'}®
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2.6. ACTIVIDAD BIOLOGICA Y USOS DE LA PLANTA DEL
GENERO Capsicum.

2.6.1. CAPSAICINAS.

Tanto a los chiles como a la capsaicina se les atribuye el de causar
indigestién y dlceras. Pero estudios recientes en el Instituto Médico de Baylor han
probado que el chile no es un irritante. Se ha visto con el uso de
videoendoscopias, que comidas suaves (carne y papas) fueron comparadas con
comidas que contenian chiles picantes y se ericontré que no habia mucha
diferencia en el grado de irritacién al estémago. Por el contrario, se encontré que
la aspirina es muy irritante a las paredes del estomago. En 1986 un grupo de
investigadores en Nebraska anunciaron que los chiles son mutagénicos y
posiblemente causan cincer. Estudios consecutivos demostraron que la capsaicina
es un antioxidante y retrasa la produccién de nitrosamina.®? En resumen, muchos
investigadores han concluido que la capsaicina tiene muy poco efecto en las
posibilidades de causar céncer. Otros estudios han demostrado que la capsaicina
tiene efectos benéficos sobre el corazén y las arterias. Primeramente, la capsaicina
disminuye el nimero de codgulos de sangre en las venas. Ademds, la presidn
arterial se reduce, porque las arterias se relajan. Finalmente, se fortalecen los
latidos del corazén, como consecuencia de los dos efectos anteriores. También se
ha demostrado que la capsaicina reduce la cantidad de triglicéridos en la sangre.
Ademids de estos efectos benéficos para el corazén y el sistema circulatorio
producida por la ingesta de chile, otros estudios permiten observar un aumento en
el metabolismo traducido como pérdida de peso corporal, aumento en el flujo y
cantidad de los jugos digestivos del estdmago, resultando en una mayor saciedad
alimenticia, sin los peligros asociados con la grasa animal y las comidas fritas.©7#

Actualmente la capsaicina se emplea combinada con otros farmacos con la
finalidad de potenciar el efecto anaigésico de los mismos. Lo anterior coustituye
una alterpativa importante para el tratamiento del dolor ya que otros
medicamentos del grupo de los opiodes, atin cuando se utilizan para controlar
dicho padecimiento, poseen efectos indeseables como el de la dependencia y
adiccién.(Len
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Otros estudios indican que la capsaicina actiia en proteinas especiales
llamadas receptores vainilloides que pueden encontrarse en neuronas, las cuales
envian el mensaje de dolor al cerebro, estas neuronas especiales se Haman
nnciceptores; los investigadores piensan ahora que la capsaicina, primero actia
con estos receptores para abrir puertas en estos nociceptores permitiendo asi que
un neuropéptido especifico llamado sustancia P sea liberado. La sustancia P actida
entonces en otros receptores de la neurona adjunta para enviar el mensaje de
dolor preciso al cerebro por medio del impulso electroquimico normal usado para
transmitir mensajes en el sistema nervioso. La capsaicina tiene la capacidad de
reducir la cantidad de substancia P en los nervios. Se ha demostrado también que
una aplicacién continua de capsaicina, prevendri a estas neuronas {a acumulacion
adicional de substancia P; como resultado, la capsaicina impide efectivamente la
transmisién del mensaje de dolor. Este efecto de 1a capsaicina se usa para tratar ¢l
dolor asociado con el estado avanzado de viruela y artritis reumatica.

2.6.2. CAROTENOS.

Los carotenoides constituyen uno de los grupos mds importantes de
pigmentos y se encuentran presentes en plantas, animales y unicelulares. Estos
carotenos son de gran importancia para el hombre, por ejemplo, el B-caroteno vy -
la B-criptoxantina son provitamina A, capsantina, capsorubina y criptocapsina, los
cuales se encuentran principalmente en los frutos de Capsicum, y son utilizados
como colorantes naturales en alimentos. Ademds, son muy importantes en el
proceso de maduracidn de los frutos. Aparentemente, algunos tipos de cancer de
piel son debidos a la falta de carotenos oxigenados (xantofilas) en la dieta, por lo
que, se consideran a éstos como posibles agentes antineoplasicos.(0.11.12.49

2.6.3. FLAVONAS.

Los flavonoides son una clase de componentes que le dan un color muy
especial a las plantas, ademds, presentan diversos efectos farmacolégicos, y se
utilizan en aplicaciones clinicas. Algunos de los efectos que producen estos
componentes son: 26




- Efectos antivirales en animales y humanos.

- Beneficios en la reconstruccién de tejidos humanos (cicatrizacién).
- Refuerzan los capilares y reducen las hemorragias.

- Activan la agregacion de eritrocitos en el torrente sanguineo.

- Actian contrarrestando la pungencia del chile.

- Algunos flavonoides son t6xicos.

Por todo lo anterior y como resultado de la evaluacidn farmacoldgica de
estos recursos, ahora se puede entender, el porqué nuestros antepasados y hasta la
actualidad, se han hecho preparados de extractos, tinturas, ungientos y emplastos
de guindillas, de efectos rubefacientes sobre la piel y las mucosas. Se emplean
sobre todo en caso de dolores reumdticos. de cidtica o de pleuresia, de lumbago y
torticolis. En tomas internas, la guindilla tiene una accién estomacal: estimula el
peristaltismo gastro intestinal y favorece la secrecion de jugos gistricos; por lo
que en Hawai, se utiliza en personas que tienen problemas de anorexia. En otros
paises se utiliza como afrodiciaco; en Indonesia, las raices se utilizan para
combatir la gonorrea. En resumen, los Capsicum tienen una amplia gama de
usos en muchos paises, pero sin duda el mds importante es como hortaliza y como
condimento en la preparacién de sopas, ensaladas, adobos, para diferentes clases
de embutidos, como sazonador, colorante, etc./.4# Sin embargo, es evidente que
las diferentes variedades de chiles, presentan diferencias en aroma , sabor, color,
etc., y este aspecto no ha sido debidamente valorado y estudiado en la literatura, y
menos con variedades mexicanas.
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Los frutos del género Capsicum se incluyen en la dieta de los pueblos del
hemisferio americano desde mucho tiempo antes del descubrimiento de América.
Después de la llegada de los europeos al Nuevo Mundo, las plantas de éste género
fueron dispersadas al resto del planeta, especialmente en las zonas tropicales y
subtropicales. En México, donde se ha cultivado el chile y se conoce desde hace 5
mil afios, y donde a veces es el tinico alimento, es uno de los paises que mds lo
consume. Los frutos, frescos o secos, son usados como especias y forman parte
importante en la dicta de millones de personas. Obviamente, la caracteristica
fundamental de estos frutos es ta sensacién de picor cuando se comen. Esta
caracteristica es variable y como algunos tienen gran picor s6lo se agregan en
pequeiias cantidades. Ademds de ello, muestran una amplia y agradable gama de
aromas, por lo que son un ingrediente popular de ciertos alimentos en algunas
etnias del mundo.®

La clasificacién botdnica del género Capsicum es muy confusa, pero
estudios recientes sefialan al menos dos especies mayores: C. annuum y C.
frutescens. Como una generalizacién se pude decir que los chiles de mayor
tamano pertenecen a C. annuum y son bajos en picor, mientras que C.
frutescens incluye a los mas pequefios pero mas picantes. Ademds de los
problemas de la clasificacién botdnica, existe una enorme lista de nombres
comunes, al menos en México, para las variedades individuales, entre las que hay
frutos de color rojo (cuando se les deja madurar), verdes y de variados tonos de
amarillo, aunque otros son violeta, casi negros y también blancos.

Por lo anterior, se requiere ampliar los conocimientos quimicos de las
variedades de Capsicum annuum. En este trabajo se realizé el estudio de los
componentes quimicos en tres variedades mexicanas del género Capsicum:
guajillo, ancho y mulato, siendo éstos los mas populares. Ademds, se necesitan
desarrollar métodos y técnicas de bajo costo para el aislamiento de los
componentes de interés comercial; dejando ast preparado el camino para que en el
futuro se puedan desarrollar las técnicas apropiadas para una explotacidn
comercial,
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1. OBJETIV O

Determinar las diferencias quimicas en tres variedades mexicanas de
Capsicum annuum (guajillo, ancho y mulato), y relacionar éstas diferencias con

v las aplicaciones de las distintas variedades. Aislar los diferentes componentes y
estudiar su rendimiento para considerar, de acuerdo con los resultados que se
obtengan, la posibilidad de desarrollar técnicas para utilizarlos con fines
comerciales como colorantes o como saborizantes.

¥y
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3. MIPOTESIS

Son evidentes las diferencias entre las tres variedades de chile en estudio;
en la morfologia, color, sabor y aroma; y desde luego, en su uso. Por lo tanto,
deben existir también diferencias en sus componentes quimicos. Por lo que resulta
de interés investigar éstas diferencias en composicién, que adicionalmente podrian
apoyar ¢l establecimiento de variedades diferentes en Capsicum annuum.
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6.1. MATERIALES.

6.1.1. MATERIA PRIMA.

Chiles enteros: guajillo, ancho y mulato; maduros y deshidratados, de
marca comercial "San Lazaro", procesados y envasados por DIGRANS, S.A,

Enrique Durante No. 20, colonia el partidor, Cuautitlan, Edo. Méx., México.

6.1.2. MATERIAL DE VIDRIO Y OTROS.

- Cdmaras de elucidon de 50 ml;

- Cimaras de elucién para placas preparativa;

- Capilares (de diferentes diametros);

- Tubos de vidrio para cromatografia en columna (de diferentes tamarios);

- Cromatoplacas de silicagel para cromatografia en placa preparativa, espesor de
2 mm (20x20) y de 0.5 mm (5x10), G-200UV2s4;

- Cromatofolios de aluminio con silicagel, ALUGRAM SilG/UV254 de 0.25 mm
de espesor;

- Embudos de separacién, de diferentes capacidades;

- Matraces bola de 50, 100, 250, 500 y 3000 ml;

- Matraz bola de tres bocas de 5000 ml;

- Trampa de agua;

- Matraces Kitazato, de diferentes capacidades;

- Matraces Ertenmeyer. de diferentes capacidades;

- Pipetas Pasteur;

- Probetas de 10, 25, 100 y 1000 m;

- Tubos de ensayo, de diferentes capacidades;

- Vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 500 m};

- Viales, de diferentes capacidades;
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- Refrigerantes;

- Pinzas de tres dedos con nuez;

- Soporte universal,

- Embudos de filtracidn rdpida y para vacio (Buchner),

- Tubos de vidrio con llave de teflén (diferentes tamaifios);

- Anillo de hierro;

- Papel filtro Whatman, de diferentes didmetros y calidades;
- Papel aluminio.

6.1.3. DISOLVENTES.

Los disolventes utilizados fueron grado reactivo, secados por métodos
descriptos en la literatura@® y destilados antes de ser empleadostsl. También se
utilizaron de grado HPLCw®,

- Hexanotahbl;

- Acetato de etilofal;
- Diclorometanota!;
- Eter etilicolal;

- Acetonatabl;

- Metanoliabl;

- Etanoll,

- Agualal;

- Acetonitrilotb;

- Dietilamidats).

6.1.4. REACTIVOS Y OTROS.
- Hidréxido de potasio,

- Sulfato de sodio;
- Acido acético glacial,
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- Cloruro de calcio;
- Alcohol terbutilico;
- Celita;
- Silicagel para columna (70-260 y 270-400 mesh},
- Alimina;
- Referencias de: capsantina, licopeno, B-caroteno, criptoxantina y prolicopenotel.

6.1.5. EQUIPOS.

- Cromatégrafo de HPLC, Waters Deltaprep 4000: Preparative Chromatography

System, Waters 4000: System controller, y Waters 486: Tunable Absorbance
Dectector; :

- Cromatégrafo de Gases, Hewlett Packard Series IT 5890;

- Espectrofotémetro UV-VIS, Shimadzu U-160 y Perkin-Elmer 283 B;

- Espectrofotémetro 1.R., Nicolet FT-IR Magna 750;

- Espectrémetro de masas, Jeol IMS-AXS505HA,

- Equipo de evaporacién de disolventes (rotavapor), Biichi, RE111, con baiio de

agua, Biichi 461;

- Balanza semianalitica Mettler PE 3600;

- Lampara de ultravioleta Listed INSP & MEAS 399-J;
- Reostato type 2PF1010;

- Molino de cuchillas, Pulvex 100 MINI MF10/30;

- Recirculador, Water Bath Cooler Sargent-Welch;

- Bomba para alto vacio;

- Canastilla de calentamiento.

IFIPROPORCIONADOS POR EL Dr. FERNANDO WALLS A, INSTITUTO DE QUEMICA, U.N.AM.
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6.2. METODOS.

Para el estudio de los componentes quimicos en Capsicum annuum, se
trabajaron tres variedades mexicanas: guajilo, ancho y mulato; se utilizé
dnicamente el pericarpio de los frutos. Los componentes quimicos se dividieron
en tres grandes grupos:

1. Componentes volitiles:
2. Carotenoides; y
3. Flavonoides.

6.2.1. PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA.

a. Adquisicién_del material. Las tres variedades de chiles se adquirieron en una
tienda de autoservicio, de marca "San Lazaro", 1,500 g por variedad.

b. Seleccién_ y limpieza del material. Se seleccionaron 1,000 g por cada
vartedad. Estos chiles seleccionados fueron limpiados del polvo y/o de otro

contaminante, uno por uno con toallas de papel y aire seco.

c. Separacién de las semillag y tallo del pericarpio. Se abrieron los frutos y se
extrajeron las semillas y el tallo; al pericarpio fue fraccionado en pedazos
pequenos.

d. Molienda y Pesada del] pericarpio. Los pedazos de pericarpio fueron
molidos y pesados, obteniéndose: 658.43 g del guajilio, 660.61 g del ancho y

683.20 g del mulato.

6.2.2. COMPONENTES VOLATILES.

a. Extraccign de los componentes. La extraccién de los volatiles se realizo
mediante arrastre con vapor de agua, para cada variedad. Utilizando un sistema de
arrastre que se compone de: un recipiente de cobre con espiral, que funcioné
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como bafio de vapor; un matraz bola de tres bocas de 5,000 ml de capacidad; un
inyector de vapor; un condensador con doble camisa de enfriamiento; dos trampas
con hielo seco cada uno y, un matraz Kitazato de 1,000 ml como receptor del
condensado.

La cantidad de los chiles obtenidos después de la molienda (ver pag. 36, d.)
se colocaron en un matraz de tres bocas, y se procedié a armar el sisterna de
destilacion. Una vez realizado ésto, se aplicé vapor directamente al matraz
conteniendo el chile; ademds, se estuvo calentando el matraz por medio de un
bafio de vapor; ésto fue para mantener una temperatura adecuada dentro del
matraz y no dejar que se condensara el vapor. Al condensador utilizado se le
adapté un circulador con agua fria (5° C), ademas de ponerle una camisa con

. hielo seco. En la salida del condensador se le adaptaron dos trampas con hielo

seco cada uno; y al final, un matraz kitazato donde se recolecté el condensado,
(agua + aceite).

Debido a que se obtuvo una cantidad muy pequefia de aceite, se realizaron
extracciones con diclorometano. Estos extractos fueron reunidos y secados con
sulfato de sodio;”se filtr y eliminé el diclorometano en un rotavapor, bajo
condiciones suaves y controladas (Temp. 30° C),.obteniéndose en promedio de
150 mg de un aceite amarillo-naranja por vartedad.

b. Separacién e identificacién. Una vez extraidos los volitiles, se analizaron
por cromatografia de gases-masas bajo las siguientes condiciones: 40° C a 7°
C/min. hasta 290° C; donde se lograron separar los componentes mds importantes,
identificindose a algunos de ellos.

6.2.3. CAROTENOIDES (Pigmentos).

a. Extraccién de los pigmentos. Para la extraccidon de carotenoides, se

emplearon diclorometano, acetona y una mezcla de hexano-acetona 4:1, de
acuerdo a lo descrito en la literatura
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Después de extraer los componentes voldtiles, el residuo vegetal de cada
variedad fue extraido con 3 litros de diclorometano via maceracién por 48 horas.
Se filtré y se concentré en rotavapor, obteniéndose un lignido viscoso que pesd
10.86 g de extracto de chile guajillo, 10.60 g de extracto de chile ancho y 10.54 ¢
de extracto de chile mulato.

b. Separacién y purificacién de los carotenoides. Para la separacién (S) y
purificacién (P) de carotenos se utilizaron las siguientes técnicas: cromatografia
en placa preparativa (c.p.p.), cromatografia en columna (c.c.), HPLC y
cristalizacion (c).

Separacién y purificacién por c.p.p.. Fue tomada una muestra de
cada extracto de las tres variedades, las cuales fueron aplicadas en cromatoplacas;
¢éstas fueron eluidas en un sistema Hexano-acetato de etilo 90:10. Hubo una
separacién de los pigmentos en bandas, entre 17 y 22, de diferentes colores y Ry;
de estas bandas, se tomaron las mds abundantes y coloridas, y que ademis
presentaban una mejor separacion. Las bandas fueron cortadas y extraidos los
pigmentos con acetato de etilo; éstas fueron recromatografiadas en c.p.p., de dos a
tres veces mds en diferentes sistemas de elucién (hexano, hexano-acetato de etilo:
9.5:0.5, 9:1, 7:3 y 1:1); hasta obtener una sola banda. Por medio de la c.c.f. se

verificé que solo eran una sola mancha; después, se les determiné el espectro de
UV-VIS y el Rf, (ver tabla VI, pagina 57).

Separacién por c.c. y c.p.p.. Se utilizaron columnas de vidrio (40 cm x
5 c¢m) y, columnas con bulbo y llave de teflén (65 ¢cm x 3 c¢cm), empacadas con
silicagel para columna. El primer tipo de columna se utilizé para percolada
(aprox. 5 g), y la segunda, para separar (1 a 2 g). Se realizé una primera
separacidén con la percolada, el sistema de elucién utilizado fue: hexano pasando
por mezclas de hexano-acetato de etilo, hasta acetato de etilo); se tomaron las
bandas mds abundantes, con una mejor separacién y de color intenso (rojo.
naranja y amarilo). Después, estas bandas se volvieron a eluir en una columna
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preparativa; donde se obtuvo una mejor separacién, e igualmente como en los
casos anteriores, se tomaron las bandas mis abundantes y de mayor coloracién y
mejor separacion. En los dos tipos de columnas se inicié con hexano, continuando
con: mezclas de hexano-acetato de etilo, mezclas de diclorometano-acetona, para
terminar con acetona. Las bandas colectadas se continuaron purificando en p.p.,
hasta obtener una sola banda. Después de detectar por c.c.f. la pureza de los
pigmentos, se analizaron por UV-VIS, y se les determind su Rf (ver tabla VI,
pigina 57).

Saponificacién. De los extractos de diclorometano obtenidos de cada
variedad se tomaron 5 g y fueron saponificados en éter (1 g de muestra en 6 ml
de éter), con hidréxido de potasio en metanol al 30% (1 g de muestra en | ml de
disolucién). Esta muestra se agité por 8 hrs. a temperatura ambiente y cubierto de
la luz; después de ésto, se mantuvo el extracto saponificado en refrigeracién. 19

Separacién e identificacién por HPLC. Se utilizaron dos métodos en
la separacién e identificacion de pigmentos saponificados por HPLC. En el
primero, se siguié el método empleado por Almela et al, 1990,2% con algunas
pequeiias modificaciones. Se utilizé una columna para fase normal (i-porasil 125
A 10 pum, 3.9x150 mm, Waters Division of MILLIPORE), bajo las siguientes
condiciones: velocidad de flujo, 1 ml/min; longitud de onda, 460 nm. La elucién
se inici6 con una mezcla de hexano-acetona (9.5:0.5), y después de la inyeccién, se
continuo con el siguiente gradiente: la proporcién de hexano se disminuyé a un
75% en 30 min.; se mantuvo esta proporcién por 5 min., para después aumentar
el hexano a 95% en 5 min.

En el segundo sistema se utilizé el método empleado por JSzsef Deli et al,
1996.01 Se empled una columna para fase inversa (i-Bondapak Cg. 3.9x300 mm,
Waters Division of MILLIPORE); bajo las siguientes condiciones: velocidad de
tlujo, 1.5 ml/min; longitud de onda, 450 nm; ¢l sistema de elucién fue utilizando
el siguiente gradiente: se inicié con 100% de A por 8 min.; a 80% de A y 20% de
B en 8 min.; a 50% de A y 50% de B en 8 min.; a 100% de B en 7 min.; 100%
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de B por 2 min., a 100% de C en 6 min.; 100% de C por 5 min. Donde: A, es la
mezcla agua en metanol al 12% (v/v); B, es metanol 100% y; C, es la mezcla
acetona en metanol al 50% (v/v}1. En los dos sistemas, se corrié una mezcla de
dos muestras conocidas ([-caroteno y capsantina); ésta sirvié como referencia.

c. Cristalizacién de capsantina. Se tomaron 5 g del extracto de diclorometano,
los cuales se saponificaron utilizando el método mencionado anteriormente. Una
vez saponificado, la fase del éter se lavé y se seco (con sulfato de sodio), para
después concentrarlo. Se diluyé con hexano (1 g por mililitro de hexano). Se dejé
reposar por 24 hrs. en refrigeracién. Después de éste tiempo se formaron
cristales; los cuales se filtraron al vacio. Los cristales recuperados se volvieron a

recristalizar varias veces mds, hasta que, por c.c.f. se determiné una buena
pureza. De esta manera, se le realizaron andlisis de UV-VIS y comparacién con
una referencia.

d. Identificacién de carotenoides. Para la identificacién de los carotenos
aislados por los métodos anteriormente mencionados, éste se realizé de la
siguiente manera. Por un lado, se utilizaron 5 referencias {B—caroteno, -
criptoxantina, licopeno, prolicopeno y capsantina); a éstas se les determind su
espectro de UV-VIS, LR. y de masas. Las cuales, tomandolas como referencias, se
compararon por c.c.f. con los extractos de cada variedad, y por Ry se determiné si

se encontraba este componente en los extractos de cada variedad. Asi también, los
pigmentos que se lograron separar y purificar, se les determiné su espectro de
UV-VIS, R y pigmentacién (tabla VI). Finalmente, por HPLC y tomando en
cuenta los tiempos de retencién, se lograron identificar de manera tentativa
algunos otros componentes de origen carotenoide (tablas Iil, IV, paginas: 51 y 55,
respectivamente).

6.2.4. FLAVONOIDES.

a. Extraccién de flavonoides. Después de la extraccion de los pigmentos; al

residuo vegetal, le fue adicionada una mezcla de metanol-agua (9:1), y se dejé
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macerar por 3 dias en ausencia de luz. Posteriormente, se filtré y se le evaporé la
mezcla de solventes en un rotavapor utilizando una bomba de alto vacfo. Se
obtuvo un polve café-rojizo, con un promedio de 60 g por variedad.

b. Separacidn e identificacién de los componentes. Una muestra de 6.0 g del

extracto metandlico de la variedad guajitlo, fue preadsorbido en silicagel para
columna (70-260 mesh) y, se adiciond a una columna cromatogréfica previamente
empacada con celita en el fondo de la misma y el resto con silicagel. La columna
fue eluida utilizando diferentes disolventes, el orden de adicién fue el siguiente:
hexano, mezclas de hexano-acetato de etilo, diclorometano, mezclas de
diclorometano-acetona, acetona y para finalizar con metanol. Cada fraccién de
disotvente fue concentrada y analizada en placas cromatograficas para controlar y
detectar la separacién de los diversos componentes segiin su polaridad.

Las fracciones aceténicas y metandlicas se analizaron utilizando la técnica
bi-dimensional@® en placas cromatografica (ALUGRAM o Sil G/UV,s4 de 10x10
cm y 5x5 cm). Para la elucién de las mismas, se utilizaron dos sistemas:

1. TBA: T, alcohol terbutilico; B, dcido acético y: A, agua (3:1:1).
2. HOAC: 4cido acético glacial, 15 ml del mismo en 85 ml de agua.

Después del secado de las placas, éstas fueron reveladas en presencia de luz
ultravioleta y determinada la posicién de las mismas (Figura 10, pagina 60).
Algunas de las fracciones menos polares se purificaron en c.p.p. y fueron
analizadas por UV-VIS (tabla VII, pigina 59). El anilisis de los componentes
flavonoides fue de manera tentativa analizando iinicamente una variedad, el
guajillo.
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En el estudio quimico de tres variedades mexicanas de Capsicum
annuum (guajillo, ancho y mulato ), se obtuvieron los resultados siguientes:

7.1. COMPONENTES VOLATILES.

Los extractos obtenidos por arrastre de vapor de agua de las tres variedades
de chiles, fueron separados por cromatografia de gases acoplada a un
espectrofotémetro de masas. Los picos separados y en una buena proporcion
fueron: 22 en el chile guajillo, 46 para el chile mulato y 43 en el chile ancho,
cromatograma I:a.b.yc. respectivamente. De éstos picos separados, se
identificaron algunos componentes, al compararlos con ¢l banco de memoria del
equipo de masas, como se puede observar en la tabla I, cuyas estructuras se
muestran en la tabla II.
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Tablal. COMPRARACION OE LOS COMPONENTES UOLATILES IDENTIFICARODS
POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A MASAS EN LAS TRES
UARIEDADES DE CHILES (guajillo, anche y mulato).

| ABUNDANCIAS RELATIVAS (%) |

[No.l COMPONENTE GUAJILLO JANCHO MULATO |

1 1,3, 5-cicloheptatrieno 10.96
2 Furfural 8.2 63.48
3 1-(1H-pirrol-2-il)etanona 17.78 58.50 92.23
4 | Tetrametilpirazina 743
5 2,3,5,6-tetrametilfencl 1.66
-] 5,6,7 7a-tetrahidro-4,4,7a-trime
til-(R)-2(4H)-benzofuranona 19.17 14.74 100.00
7 4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-
-1-il)-3-buten-2-ona 5.07 50.33
8 3-ciclohexen-1-ol-5-metilen-6-
(1-metiletenil)acetato 4.85
9 Etilfenoxibenceno 45.28 5.05
18 2,3,4,7,8 8a-hexahidro-3,6,8,8-
tetrametil-1H-3a,7-metanoazulenc 142
n 1-etenil-1-metil-2,4-bis-(1-metil-
etenil)-1s-Ciclohexano 0.72
12 decahidro-1,1,7-trimetil-4-metileno-
1H-ciclopropenazuleno 3.4
13 1-etenil-1-metil-2-(1-metileten-
il)-4-(1-metiletiNCiclohexanc 5.64

14 2,7 10-trimetildodecano 191

15 | Heptadecano 1.09

16 Acido (9E,12E}-octadecadienoico-

metilester 598

17 Acetato de n-hexadecanilo 6.00

1 Metiletilester del acido

hexadecanoico 1.82

19 Pentanal 32.58

20 2-metilbutanal 25.50

21 Tolueno 8.41

22 1-(2-furanil)-etanona 32.59

23 5-metil-2-furancarboxaldehido 23.62

24 Decano 13.78

25 1-fenil-1, 2-propadiona 11.88

26 1-metoxi-4-(1-propenil)-benceno 42.24

21 4-metildecano 5.28

28 Undecano 11.08
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CONTINUACION...(Tabls 1),

ABUNDANCIAS RELATIVAS (%)

No.] COMPONENTE GUAJLLO | ANCHO MULATO |

29 11-(2-metilbutil)-1-(1-metil-

propil)-ciclopropano 3.37
38 Acido 3-(m-aminobenzoil}-2-

metilpropionico 12.02 87.23
3 5-(hidroximetil)furfural 33.68
32 2-metil-6-propilpirazina 27.98
33 N-(fenilmetil)-1,2-etanodiamina 92.23
M 4-(2,6,6-trimetilciclohexil-

3-buten-2-ona 27.44
35 Acido dodecanoico ©907
36 Acido tetradecanoico 6.78
37 13-metilpentadecanoato de metilo 14.03
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Tabla II. ESTRUCTUHAS DE ALGUNOS OE LOS COMPONENTES DEL RCEITE
ESENCIAL DE CHILE, IDENTIFICADOS POR CROMATOGRAFIA
DE GASES ACOPLADA A ESPECTAOMETARIA BE MASAS.

4
5
1 \N = OH
O oo Y XX
C/Hy 92 CsHy Oy 96 CSHTON 159 CyH;Ny 136 CiH O 150
2,
O
éi\)k T ®
Culig0; 180 CizHzu0 CyzH (0, 19 CH,,0 198
1
"’zf 4§ -
CysHzs 204 CisHyy 204 CisHzy 204 CysHag '20:4
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15 16
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*NY\/L/ /\/(Cﬂg)ﬁ\/\ /(CHz)d\/\/\\\/(CHZ)T\n, -
Cisfip 212 Cirlly, 240 Colty0, 294 O
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17 - o 19 28
ACHy) O pCN el | Yo
(e~ :‘)I/ ik PN
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CONTINUACION...(Tabla 1)

23 o
21 22 23 °
0 - 0 24
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7.2. CAROTENOIDES.

Componentes separados e identificados por HPLC. Los estractos de
diclorometano saponificados fueron analizados por medio de la técnica de

cromatografia de HPLC en fase normal y en fase reversa. En la fase normal, cuyo
cromatograma 2 se muestra en la pagina 50, se separaron 26 componentes para el
chile guajitlo, de los cuales 12 fueron identificados; 31 componentes se separaron
en el chile mulato, identificandose i5 de ellos, y; en el chile ancho, 22
componentes fueron separados, de los cuales se identificaron 9 de éstos; dichos
resultados se muestran en la tabla [I1. En la fase reversa, cuyos cromatogramas (3,
4 y 5) se muestran en las paginas 52, 53 y 54 respectivamente, se separaron 21
componentes para el chile guajillo, identificandose 12 de ellos; en el chile mulato,
se separaron 16 componentes, de los cuales 8 fueron identificados, y; 25
componentes fueron separados en el chile ancho, identificandose 7 de ellos. Estos
resultados se muestran en la tabla IV,

Resultados comparativos. Los extractos de diclorometano no saponificados
de cada variedad de Capsicum, fueron separados por cromatografia en capa fina,
preparativa y por columna de vidrio empacada con silicagel. Al comparar {os
compuestos separados con muestras auténticas de carotenoides y tomando encuenta
sus caracteristicas (tabla V1), se lograron identificar algunos de ellos, asi junto
con los identificados por HPLC, se establecieron diferencias en las tres variedades
estudiadas, las cuales se muestran en la tabla V.
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Tabla V. COMPARACIGN OE LOS COMPONENTES CAROTENDIDES
IDENTIFICADOS EN LAS TRES UARIEDRDES DE CHILES

(guajilto, anche y mulato).

No.| COMPONENTE GUAJILLO | ANCHO MULATO ]
1 B-caroteno S1 S1 51
2 o-caroteno 51 51 51
3 Criptocapsina Sl 51 S1
4 Criptoflavina SI 51 51
5 B-criptoxantina SI 51 51
6 a-criptoxantina SI 51 51
7 Anteraxantina S1 SI SI
8 Capsantina 51 51 SI
9 Violaxantina Sl1 S S1
10 Capsorubina S SI 51
11 Epoxicapsantina 51 51 51
12 9-cis-capsantina Sl SI 51
13 Cicloviolaxantina SI NO NO
14 Mutatoxantina SI NO NO
i5 15-cis-zeaxantina SI NO NO
‘|16 Latoxantina SI NO SI
17 Neoxantina S1 NO S1
18 Zeaxantina 51 NO 51
19 Luteina NO NO Sl
20 Luteoxantina NO NO SI
21 Capsoluteina NO NO S1
22 f3,¢-caroteno SI NO NC
23 Astaxantina NO NO SI
24 f3.p-caroteno-5,6-epéxido NO NO Sl
25 Echinencna NO NO Sl
26 8'-apo-B-caroten-8'-al St NO 51
27 Auroxantina NO NO SI
28 B,e-caroteno NO Sl NO
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7.3. FLAVONOIDES.

En el extracto metanélico de los chiles guajillo y mulato, analizados
por cromatografia en columna empacada con silicagel y celita, se lograron
separar 9 componentes para el chile guajillo y 4 para el mulato, los cuales se
les determinaron sus valores de longitudes maéximas (Amax.), éstos se
muestran en la tabla VIIL

Otra parte del extracto metandlico del chile guajillo fue analizado
utilizando la técnica bi-dimensional descrito en su oportunidad, dando como
resultado 11 posibles componentes de origen flavonoides, dichos resultados
se muestran en la figura 10.

Tabla VII. UALDRES DE A MARIMAS {cm~') DE UU-BIS DE FLAVONOIDES
SEPARADOS PDR COLUMNA ¥ C. P. P, DE LAS UARIEDADES:
guajillo y mulato.

GUAJILLO MULATO
UV-VIS UV-VIS
605, 208,330 276, 336
284 278, 325
287 583, 657
266, 244 603, 625, 659
275
776. 762
322
325
272
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IDENTIFICACION
TENTATIVA:

1,2,3: Flavona,
Flavoneot,
Biflavonil,
Chalconas
0 Auronas.

4: Isoflavona
o Flavonona,

Sy6: Dihidroflavonol
aglicones.

7y8: Dihidroflavonel
3-0-monoglicdsido.

9,10y11: Flavonol
3-0-mono,
di y 7-0-di,
glicosidos.

Figura 9. DISTRUBUCION DE FLAVONOIDES EN PLACA  CROMATOGRAFICA
BI-DIMENSIONAL, REVELADG CON LUZ ULTRAVIOLETA, DE LA

VARIEDAD GUAJILLO.
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El estudio de los componentes quimicos a tres variedades Mexicanas de
chiles {guajillo, mulato y ancho), se llevé a cabo dividiéndolos en tres grandes
grupos: /. Componentes Voldtiles, 2. Carotenoides y 3. Flavonoides. Para de esta
manera hacer comparaciones y determinar las diferencias entre las tres
variedades.

Se determiné que el material a wtilizar: chiles fuera de marca comercial,
maduros y deshidratados (pigina 33), pués éstos van directamente para el
consumo. También, se determind trabajar unicamente con la pulpa de éstos. La

cantidad de chiles empleados fue constante para las tres variedades, en promedio
de 647.4 g.

Primero se extrajeron los componentes volatiles para cada una de las tres
variedades en estudio. Se utilizaron las mismas técnicas de extraccién asi como de
separacién e identificacién, ver pagina 36 y 37; y siempre bajo las mismas
condiciones. La identificacién se realizé comparando los espectros de masas con
los datos que posee el sistema de computo del mismo equipo.

Los resultados de este primer grupo de componentes muestran diferencias
significativas entre las tres variedades: seglin se observa en el cromatograma 1,
aqui se pueden detectar diferencias tanto en el nitmero como en la distribucién de
los picos resueltos. De los componentes que se identificaron, como nos muestra la
tabla 1, pdgina 45, son muy pocos los comunes; de hecho, s6lo uno el 5,6, 7, 7a-
tetrahidro-4,4,7a-trimetil-(R)-2{4H)-benzofuranona €s comun entre las
tres variedades; tres fueron comunes entre el guajillo y el ancho (2 -
furanocarboxaldehido, l1-{lH-pirrol-2-il)etanona 3
Etilfenoxibenceno); uno entre el guajillo y el mulato (4- (2,6, 6-trimetil-i-
ciclohexen-1~il)-3-buten-2-ona). y, uno mis entre el ancho y el mulato
(dcido 3-({m-aminobenzoil) -2-metilpropionico). Los demas compénentes
identificados son diferentes entre ellos.

Los componentes: pentanal y tolueno identificados en el chile ancho, asi
como, el 2-furanocarboxaldehido identificado en el chile guajillo y ancho; han
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sido encontrados en otras variedades de Capsicum;t otros componentes como:
la tetrametilpirazina, el 5- (hidroximetil)-2-furanocarboxaldehido, Ja
2-metil-6-propilpirazina,la4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il1)-3-
buten-2-ona, la 1-(2-furanil)-etanona, ¢l 5-metil-2-
furancarboxaldehido ¥ la 1-fenil-1, 2-propadiona, entre otros; también se
han encontrado componentes semejantes a estos en otras variedades de Capsicum.
Los demds componentes, al parecer, no han sido encontrados en éste género Lo
anterior concuerda conque las tres variedades de chiles en estudio tienen diferente
aroma, asi como sabor.

Para el segundo grupo de componentes, los carotenoides; se probaron dos
diferentes disolventes y una mezcla: /. diclorometano, 2. hexano-acetona 4:1 y, J.
acetona , €sto de acuerdo a lo descrito en la literatura.1 Después de hacer un
seguimiento por c.c.f., se concluyd que el diclorometano es el disolvente que
mejor extrajo los pigmentos del chile; por lo tanto, se ocupé este disolvente para
la extraccion de éstos en las tres variedades de Capsicum en estudio. Para la
separacion e identificacién de la mayoria de ellas se realizé por medio de HPLC:
en fase normal y en fase reversa, en base a lo descrito en la literatura.(t.23 Qiros
carotenoides, como lo muestra la tabla VI, pdgina 57, fueron separados y
purificados por cromatografia en columna y por placa preparativa; obteniendo de
cada uno de éstos, su color caracteristico, el Ry y las longitudes (A) mdximas, para
de esta manera identificar de manera tentativa a estos carotenoides. Las cuatro
referencias de carotenos con los que se contaron fueron comparados en c.c.f. con
extractos, de los cuales: el B-caroteno, la capsantina y criptoxantina fueron los
Unicos que se encontraron en los extractos. El licopeno y prolicopeno, no se
encontraron en ningun extracto de las variedades de chiles estudiadas; ésto
concuerda también con las referencias, las cuales mencionan, que no han
encontrado €stos componentes en los Capsicum.

Se puede afirmar que la fase normal y la fase reversa son complementarios,
pués, como se muestra en el cromatograma 2, que es de la fase normal, hay una
mejor separacién para los carotenoides menos polares; el cromatograma 3,4y 5,
que son de la fase inversa; nos muestran que es mejor para la separacién de los
carotenoides mds polares. También, se puede observar que hay ciertas diferencias;
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pero hay mds semejanza en este grupo de componentes a diferencia del anterior;
segun se observa en la tabla V (pagina 56). De los componentes identificados, la
mayoria son comunes entre las tres variedades (12 carotenoides), estos
carotenoides comunes son: B-caroteno, 0.-caroteno, criptocapsina,
criptoflavina, P-criptoxantina, o-criptoxantina, anteraxantina,
capsantina, violaxantina, capsorubina, epoxicapsantina Y S-cis-
capsantina. Entre el guajillo y el mulato, 3 son comunes: latoxantina,
neoxantina y zeaxantina. En el guajillo dnicamente, 3 componentes son
particulares para esta variedad, y son: cicloviolaxantina, mutatoxantina vy
15-cis-zeaxantina. Y, en el mulato, séto 3 componentes son particulares y son:
luteina, luteoxantina y capsoluteina. En resumen, las tres variedades

tienen en promedio la misma cantidad de picos, 23 por variedad; ésto segin nos
demuestra la siguiente tabla;

GUAJILLO MULATO ANCHO

NO. DE PICOS  NO. DE PICOS  NO, DE PICOS

RESUELTOS RESUELTOS RESUELTOS
FASE NORMAL 26 31 22
FASE REVERSA 21 16 25
PROMEDIO 23.5 23.5 23.5

La identificacién de carotenoides por HPLC fué por medio del tiempo de
retencidn, tomando encuenta las referencias ya mencionadas; y que concuerdan
con los separados por c.c. y por c.p.p. Ademds, se contd con muestras conocidas
de carotenoides (ver pigina 35), los cuales sirvieron como referencias.

En cuanto al grupe de flavonoides, la extraccidn de éstos en las tres
variedades se logré por medio del solvente utilizado para su extraccién que fué
acetona, metanol y agua; y se pudieron caracterizar por medio de la
cromatografia en placa bi-dimensional vy revelados por la fluorescencia
caracteristica para este tipo de componentes (ver figura 10, pag. 60).
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Como se muestra en la parte de resuitados, figura 10 paginas 59 y 60; la
identificacién fué de manera tentativa y general para una sola variedad, el
guajillo, identificandose los siguientes grupos de flavonoides: 1. flavona o
flavonol O biflavonil, chalconas 0 auronas; 2. isoflaveona 0 flavononas;
3. dihidroflavonol aglicones; 4. dihidroflavonol-3-0-monoglicésidos;y,

5. flavenol: 3-0-mono, di ¥ 7-0-di, glicésidos.

Utilizando la cromatografia en columna y en p.p. se lograron separar
algunos flavonoides de las variedades guajillo y mulato, de los cuales, nueve
componentes del chile guajitlo se les determind sus longitudes () méximas, y
cuatro del chile mulato; en el caso del chile ancho ya no se logré obtener
niniguno, ésto debido al tiempo. La gran diferencia en las longitudes (A) maximas
obtenidas, nos hace pensar que en estas variedades existen diferentes clases de
tflavonoides presentes; confirmandolo y complementandolo los resultados de ia
ptaca bi-dimensional del chile guajiilo.

Para poder utilizar a las muestras como estandares (J-caroteno, capsantina,
licopeno, cniptoxantina y prolicopeno), se determinaron nuevamente, sus
constantes espectroscopicas; las cuales si concuerdan con las establecidas. Durante
el desarrollo de ésta practica, se observd que en el caso particular del B-caroteno,
éste, después de un cierto tiempo y determinadas sus longitudes (A) mdximas que
corresponden exactamente al del f-caroteno (ver anexo |); al analizarlo por
espectroscopia de masas esta misma muestra, €ste corresponde a la estructura base
del B-caroteno pero con un grupo peroxido (ver anexo 2); va que el peso
molecular de) B-caroteno es de 536 y el que s¢ obtuvo después fue de 600; o sea
64 mds, que corresponden al de un doble grupo perdxido. Para confirmar lo
anterior, se tomd una nueva muestra del estandar de B-caroteno y se le determing
su espectro de masas, el cual si corresponde at del B-caroteno. Las referencias
confirman ésta posibilidad. Lo anterior nos demuestra la escasa estabilidad de
es10s COmponenies.
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La determinacién de las diferencias de las tres variedades estudiadas se
hicieron €n base especificamente con dos grupos de componentes: voldtiles y
carotenoides. De esta manera; con el presente trabajo se ha comprobado que las
diferencias "evidentes": en la morfologia, color, sabor y aroma, en las tres
variedades de chiles estudiadas; se deben a sus diferencias en los componentes
quimicos, principalmente en el grupo de los voldtiles; pués, como ya se ha
discutido, se encontraron diferencias importantes en las tres variedades de chiles
en estudio. Lo anterior, tomdndolo como base, puede dar pauta para una mejor
clasificacion de éstos chiles, ya que como se ha mencionado, alin no existe una
clasificacién confiable para los Capsicum; siendo éste otro de los objetivos de
este trabajo.

En el chile muiato y ancho se encontré un alto contenido de clorofila, a
diferencia del guajillo que no se encontré nada; tomando encuenta que se

* trabajaron con chiles maduros y que siguen el mismo proceso de secado; significa

que existen diferencias durante el proceso de maduracién, dada por diferencias
significativas en la biosintesis de éstos. Lo anterior es muy importante tomarlo en
cuenta para establecer las diferencias entre estos chiles.

El manejo de estos componentes es muy dificil debido a su alta
inestabilidad; principalmente el grupo de los carotenoides, como se comprobé
durante el desarrollo de este trabajo. Pero si se trabajan y se usan mezclados,
como extractos, se puede pensar en una explotacién a nivel industrial de éstos
componentes; de hecho ya existe ésto en otros paises, pués como se ha mencionado
en su oportunidad, una gran cantidad de componentes de Capsicum tienen una
amplia aplicacién en los alimentos, cosméticos, medicamentos, etc.. En México
atin no es tan explotado este campo y menos con variedades Mexicanas; he aqui la
importancias de estos trabajos. En la comida y medicina tradicional en nuestro
pais es donde tienen una gran importancia las variedades de Capsicum.
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El estudio de identificacién con el grupo de los flavonoides fue de manera
tentativa; quedando asi el camino iniciado para trabajos posteriores. Asi también,
se demostrd la inestabilidad del B-caroteno, el cual como se menciond, hay la
posibilidad de que forme grupos de peréxido; siendo ésto muy importante, por lo
cual se requiere profundizar mds sobre €sto en otros trabajos. De esta manera, se
concluye con éste; aunque evidentemente queda mucho por hacer.
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