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Glosario de Siglas Empleadas

CONAPROCH Consejo Nacional de Productores de Chile
DPPH 1,1-difenil-2-picril hidracilo

EPR Electronic Paramagnetic Resonance
IR Infrarrojo
MEFS Micro-Extraccién en Fase Solida
ROS Reactive Oxygen Species
RPE Resonancia Paramagnética Electronica
SPME Solid Phase Micro Extraction
TEMPOL 4-hidroxi -2,2,6,6 - tetrametilpiperidina 1-oxil



Resumen:

Los antioxidantes son sustancias que cuando se presentan en bajas
concentraciones con respecto a aquellas de un sustrato oxidable mitiga
considerablemente o previene la oxidacion de dicho sustrato. Generalmente son
sustancias coloridas debido a la conjugacion de sus dobles enlaces, en el caso de los
colores de los pimientos se deben a la concentracion de carotenoides. Es decir, el
color del pimiento morrén (rojo, verde, amarillo y naranja) puede estar relacionado

con la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante se evalu6 mediante la magnitud de la desaparicion de
las especies radicales activas DPPH y TEMPOL en presencia de los extractos de
pimiento, siendo el pimiento verde el que presenté mayor actividad antioxidante.

Se identificaron los carotenoides y, segln el caso, sus respectivos isbmeros a
través de HPLC con arreglo de diodos, siendo algunos de ellos: anteraxantina,
auroxantina, criptoxantina, crocetina, fitoeno, fitoflueno, licopeno, luteina,
neoxantina, pirroxantina, violaxantina, zeaxantina, a-caroteno, [B-caroteno , f-

zeacaroteno y e-caroteno.

Se determinaron los siguientes compuestos volatiles con micro extraccion en fase
sdlida (MEFS-CG-EM): l-isopropil-4-metilbenceno, 2-etilfenil-2-oxo propanamida,
4-(2,6,6-trimetil-ciclohex-2-en-1-il)-but-3-enol, 5-(hidroxiamino) pentanol, 5-metil-
2-(1-metiletil)-ciclo hexanol, &cido p-tert-butilbenzoico, adenosina, butanal,
ciclohexadienona, etoxiacetaldehido, fenilacetaldehido, hexanal, octanal, pentanal,
propanal y tetrametilpirazina.



Objetivo:

Identificar la presencia de compuestos carotenoides en pimientos de coloracién
rojo, naranja, amarillo y verde, mediante espectroscopia Raman y cromatografia de

liquidos de alta resolucién.

Determinar la actividad antioxidante con el empleo de radicales estables: DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidracilo) y Tempol (4-hidroxi -2,2,6,6 — tetrametil piperidina 1-

oxil).

Estudiar la composicién de los compuestos volatiles de estos pimientos.

Problema a Resolver

El conocer la composicion de los alimentos se ha convertido en una exigencia
para mantener la salud humana asi como realizar programas de siembra y de
procesamiento industrial. El proceso de busqueda y evaluacion que permite
identificar, seleccionar y aislar los componentes que pueden ser de valor comercial se

denomina bioprospeccion (281,

Uno de los problemas de la economia mexicana es la presencia de productos de
origen chino que ingresan al pais de manera ilegal. El contrabando incluye productos
agropecuarios entre los que se encuentran los chiles. El CONAPROCH establece que
en 2005 se importaron a México 45 mil toneladas de chiles de India y China, cuando

en el pais se produjeron 70 mil toneladas.

Durante el segundo semestre de 2006, campesinos del estado de Puebla
protestaron por la importacion ilegal de alrededor de 7000 toneladas de chiles

procedentes de la Reptiblica Popular China y Corea del Sur [55).

Ademas de China naciones como Chile, Pert y Ecuador han tratado de sacar
algunas especies del pais para registrarlas por lo que existe el riesgo de que puedan

solicitar regalias. Dicho riesgo ha llevado a buscar protecciones que impidan



reproducir las variedades mexicanas en otros territorios. Entre estas protecciones

esta la denominacién de origen.

Actualmente el chile habanero mexicano busca la denominacién de origen que lo
distinguira como el de mayor contenido de capsaicina. Estableciendo que esta
variedad es s6lo de México y delimitando la region exclusiva en la que crece, lo cual

proporcionard una ventaja competitiva frente a China e India.

La marca, que es el paso previo a la denominacién de origen, fue otorgada por el
Instituto Mexicano de Propiedad Industrial de manera que sélo cinco miembros de la
Asociacion de Productores de Chile Habanero de Yucatén tienen el derecho exclusivo

a usar esta marca en productos hechos a base de esta variedad [54.



Hipotesis

Se sabe que los pimientos son fuente de vitaminas E y C asi como de carotenoides
con valor de pro-vitamina A. También contienen compuestos fenélicos y flavonoides.
Se conoce que estos compuestos presentan actividad antioxidante, es decir, pueden
reducir los productos de oxidacién daninos para el cuerpo humano. Los colores de los
pimientos se deben a la concentracién de los compuestos mencionados, de esta
manera el color del pimiento morrén puede estar relacionado también con la

actividad antioxidante.

En este estudio se busca relacionar el contenido de carotenoides con el color
(rojo, verde, amarillo y naranja) para establecer si este esta relacionado con la

actividad antioxidante de los pimientos.



Introducciéon

Antioxidantes sintéticos como el hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado,
gallatos propilicos y tert-butilhidroguinona son empleados cominmente en la
industria alimenticia por su eficiencia y bajo precio. Sin embargo, el creciente interés
de los consumidores en la toxicidad de los conservadores alimenticios ha creado la
necesidad de identificar fuentes naturales y confiables de antioxidantes alimenticios
371, Por ejemplo, al aceite de ajonjoli contiene 10% de un antioxidante relacionado
con la vitamina E. Esto ha sido determinado en el Instituto de Quimica de la UNAM
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion.

En este contexto las frutas y verduras son materias primas favorables para

obtener extractos ricos en compuestos con antioxidantes [B71.

Los métodos de control de calidad actuales de las legumbres se rigen por la
pureza visual (uniformidad de tamafo, forma y color tipico del cultivo, firmeza y
ausencia de defectos tales como grietas y quemaduras de sol [18) y el estado
microbioldgico (pudriciones). Sin embargo, este control de calidad resulta
insuficiente, pues no proporciona informacion de los compuestos con aroma y sabor

que son el verdadero valor del chile como condimento [361,

Su consumo se incrementa en Europa y la India, por lo que se requieren de
métodos simples de control de calidad. Sin embargo el andlisis de los carotenoides
resulta complicado de manera inherente. Los métodos desarrollados emplean
disolventes para la extraccién, sustancias causticas para su saponificacion [*°1 e
instrumental costoso (espectrofotometria, espectroscopia de masas, cromatografia de
gases-liquidos o cromatografia de liquidos de alta resolucidn) [¢5] para su separacion e
identificacion.

A continuacioén se describen los fundamentos de las técnicas empleadas para la
identificacion de los compuestos carotenoides, la determinacion de la actividad
antioxidante y de los compuestos volatiles en los pimientos.



Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia RAMAN se fundamenta en la irradiacion de una muestra
(solida, liquida o gas) a una longitud de onda determinada y la observacion de la
energia emitida por aquella a una longitud de onda mayor de acuerdo con un espectro
de emision caracteristico para dicha molécula. Este espectro se observa generalmente
en laregion del infrarrojo (666 cm™ a 3500 cm?).

La interaccion entre la radiaciéon electromagnética y los electrones provee las
herramientas para el estudio de las propiedades estructurales y electrénicas de las
sustancias [391. De esta manera el método RAMAN es una técnica no destructiva que

puede utilizarse in vivo ein situ parala determinacion de carotenoides [571.

Considere la vibracion de una molécula diatdmica en la que dos atomos estan
enlazados quimicamente, siendo m: y mz las masas de los &tomos 1y 2,y r1y r2 las
distancias desde el centro de gravedad (C.G.) a los atomos designados. De esta
manera r1 + rz2 es la distancia en equilibrio y x1 y x2 son los distanciamientos de los

atomos de sus posiciones de equilibrio.

mi C.G.

m;
x; ¢—F ) | Q > X

Iz

Fig. 1 Vibracion de una molécula diatdmica

Se considera que el enlace quimico es como un resorte que obedece la ley de
Hooke. Los atomos vibran con una frecuencia que depende de las masas y de la fuerza

del enlace. Asi, las vibraciones de cada molécula tienen frecuencias caracteristicas.




El origen del espectro Raman es muy diferente al de IR. En la espectroscopia
Raman la muestra es irradiada por un rayo laser intenso en la regién UV-Vis (vo) y la
fluorescencia se observa en una posicion perpendicular respecto al haz incidente en la
region del espectro infrarrojo [23],

lo (V) 1 (v)
> Muestra — >
IR
Vo
—p Muestra
Vot Vm
Raman Vo Reflexién
Reflexion Raman
Rayleigh

Fig. 2 Diferencias en la Obtencion de Espectros
Ramane IR

El haz reflejado consiste de dos tipos:
1) La dispersion Rayleigh, la cudl es fuerte y tiene la misma direccion que el

haz incidente (vo) y la otra denominada

2) Dispersion Raman, la cual es muy débil (=10-5) y tiene las frecuencias vo+ vm
donde vm es la frecuencia vibracional de una molécula. Las lineas vo - vm y
Vo + Vm son llamadas de Stockes y anti-Stockes respectivamente.

De esta manera en la espectroscopia Raman se mide la frecuencia vibracional

(vm) como un aumento en la frecuencia del rayo incidente (vo) [30].

Resonancia Raman

Ocurre cuando una muestra es irradiada con una energia que corresponde a la de
la transicién electronica de un grupo cromoforo particular. Bajo estas condiciones, las
intensidades de las bandas Raman originadas en este croméforo son aumentadas

selectivamente [301,



En el espectro Raman los carotenoides dan dos bandas intensas cerca de 1525
cm? y 1155 cm! atribuidos a la contraccion de los enlaces conjugados (C=C y C-C,
respectivamente) en la cadena central como se puede observar en las figuras 3y 4. La
posicion de la longitud de onda (vi) de la primera banda se relaciona con la longitud
de la cadena poliénica. Existe una correlacion lineal razonable entre vi y (N + 1)
donde N es el numero de dobles enlaces conjugados en la cadena principal 671, Asi
carotenoides con 11, 9, 8 y 7 dobles enlaces conjugados tienen sus bandas
caracteristicas alrededor de 1510, 1525, 1530 y 1536 cm! respectivamente.

Las bandas se emplean para la identificacion, aunque esta longitud de onda
puede verse ligeramente influenciada por los grupos adyacentes a los carotenoides y
su unién a otros constituyentes de las plantas [“l mediante la formacion de ésteres.

Se han reportado espectros Raman con maximos entre 1517 a 1526 cm !
atribuibles a vibraciones de estrechamiento de las cadenas conjugadas poliénicas de
nueve atomos de carbono pertenecientes a los carotenoides [4l. Asi las bandas en el
espectro Raman probables para los pimientos [3.59y60] se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1

Bandas Raman para los posibles carotenoides en pimientos

Compuesto Sefial
P Raman (cm-t)
1536
COOH

HOOCT SNSRI 1165
Crocetina

1020

1510

N NS NS N NS N AN N AN NS AN AN 1156
Licopeno

1004

1524

1157

p-caroteno
1009




Continuacion de Tabla 1

HO Luteina

1527

1157

1004

1517

1158

1004

cis-bixina

1518

1154

1007

CHy CHy o

N XN RN R Y Y
trans-bixina

OH CH, CH,

1523

1155

1008

R1 R2

COOR/ R4" R50
Clorofilas (porfirinas)

1606,
1327,
1286,

740.




Raman intensity

1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 1050

Wavenumber (cm™)

Fig. 3 Espectro NIR-FT-Raman del tallo de Pelargonium. a) parte central rojo
oscuro, b) cerca de borde del tallo c) tejido verde. Las bandas de carotenoides
(1525 y 1157 cm) y clorofilas (1327 cm-1) estan sefialadas [4]

Raman intensity
(2] o W
1526 1526
1517

1570 1560 1550 1540 1530 1520 1510 1500 1490 1480
Wavenumber (cm™)

Fig. 4 Espectro NIR-FT Raman de pimiento a) verde b) verde claro y
c) rojo. Se muestran luteina (1526 cm-)y capsantina (1517 cm-t) [4]



Entre las aplicaciones de la espectroscopia Raman se han realizado diversos
analisis de tejidos bioldgicos in situ, por lo que se analiza la posibilidad de realizar
diagndsticos biomédicos en diversos tejidos como corneas, constituyentes de la
sangre, colon, hueso para la detecciéon de artereoesclerosis, cancer y degeneracion

macular progresiva [401,

La sensibilidad de la espectroscopia NIR-FT-Raman es menor en comparacion a
otras técnicas analiticas, sin embargo en el caso de los carotenoides el limite de
deteccion de esta técnica es incrementado por el aumento de sefial causado por el
efecto de pre-resonancia del analito. Por este motivo su empleo en la identificacion de
carotenoides es posible con el apoyo de otras técnicas analiticas como la
cromatografia de liquidos de alta resolucion.



Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés)
no es un nuevo tipo de cromatografia sino la optimizacion de los efectos cinéticos.
Como consecuencia pequefias particulas uniformes con porosidad controlada son
indispensables, de otra forma la alta presion resultante hace necesario un sistema

cerrado.

La purificacion cromatografica es un paso esencial que precede la caracterizacion
de un carotenoide. El comportamiento cromatografico en HPLC provee la
informacion acerca de la polaridad de los carotenoides relativa a uno o mas
carotenoides de estructura conocida, asi se puede situar a un caroteno, mono-ol, diol

0 a un carotenoide mas polar con funciones mono-acido y di-acido.

Como hidrocarburos los carotenos son no-polares. Un aumento en la polaridad
puede atribuirse a la presencia de grupos funcionales con oxigeno, siendo la mayor
influencia la de los grupos hidroxilo, glicésilo, carboxilo, a-dicetonas y S-dicetonas
enolizadas, fenoles o grupos ionizados como sulfato [1.

Debido al intenso color de los carotenoides, su deteccion en la region del visible
es el mejor método. Los sistemas de deteccion de arreglo de diodos permiten la
deteccion simultanea a varias longitudes de onda, registrandose simultdneamente

durante la corrida de un cromatograma [56l.
Los componentes esenciales de un espectofotometro son:

Fuente luminosa: la lampara es usualmente de deuterio para la region UV (180 —
400 nm) y para la visible (arriba de 400 nm) es de filamento de tungsteno,
tungsteno-haldgeno o yoduro.

Medios de dispersion de luz: Se realiza convencionalmente a través de un prisma
o una gradilla de difraccion. Un conjunto de medios mecénicos permiten que la
longitud de onda de la luz que incide sobre la muestra varie con el tiempo.

Detector: Después de que la luz pasa a través de la muestra, la luz esencialmente
monocromatica es recibida por un detector, que es usualmente algin tipo de tubo



fotomultiplicador de electrones, que monitorea la intensidad de la luz transmitida a
cada longitud de onda.

Un disefio alternativo esta basado en la deteccion por arreglo de fotodiodos
acoplado con HPLC. En este caso la luz de todo el rango espectral incide sobre la
muestra, y la luz transmitida es entonces dispersada. La luz con todas las longitudes
de onda cae sobre el arreglo de diodos simultaneamente, pero el arreglo esta
posicionado de manera que cada diodo recibe una onda banda muy estrecha. La
respuesta de todos los fotodiodos se recolecta simultdneamente, de esta manera un
espectro completo puede ser registrado en muy poco tiempo (milisegundos) [71.

Con este sistema se obtiene el espectro de absorcion UV-Vis que permite su
identificacion. El sistema de dobles enlaces conjugados de los carotenoides provee un
espectro de absorcion con tres picos, con una longitud de onda (Amax) y forma
caracteristicas, la estructura fina del espectro se describe con la relacion de
intensidades %I11/11 521 También es probable observar otro méximo en la region
entre 320 y 380 nm, llamado "pico cis" pues aparece cuando hay una
estereoisomerizacion trans  cis [ty 721, Suele asumirse que estos isGmeros no ocurren
en la naturaleza, pues dicha isomerizacion se observa cuando los carotenoides se
exponen a altas temperaturas o por catalisis con yodo, aunque se han observado
series de carotenoides del tipo cis en algunas frutas [72].

Se sabe que los compuestos carotenoides presentan actividad antioxidante, para

medirla se puede utilizar la resonancia paramagnética electronica.



Resonancia Paramagnética Electronica

La resonancia paramagnética electronica (RPE) es la absorciéon de ondas
electromagnéticas (del dominio de las microondas) que interaccionan con el
momento magnético de los electrones libres de la muestra (interacciéon magnética por
tanto) siendo necesaria la aplicacién de un campo magnético externo, H [53, para que

se produzca.

El proceso de resonancia ocurre cuando una excitacion externa a un sistema
varia con la frecuencia propia de dicho sistema. En estas condiciones se produce una
respuesta amplificada del sistema, que absorbe potencia de la excitacion.

Las aplicaciones de la RPE son numerosas y se extienden a diversos campos de la
investigacion. En principio, la posesion de un momento neto de espin electrénico es
la Unica condicién necesaria de un material para poder ser estudiado por RPE. Son
numerosos los sistemas que satisfacen esta condicion:

-Radicales libres, en estado solido, liquido o gaseoso.
-La mayoria de los iones de elementos de transicion y tierras raras.
-Defectos en los cristales i6nicos.

-Electrones de conduccién en los semiconductores.
-Bi-radicales, sistemas en estado triplete, etc. [34

Una distincion especial en el proceso de interaccién es la que existe entre los
casos de intercambio energético entre radiacion y materia (ineléstica) y aquellos en
que tanto una como otra permanecen en el mismo estado tras la interaccion
(elastica). Entre las interacciones inelasticas se encuentra la RPE, que proporciona

informacion sobre los distintos estados energéticos de la materia.

Los intercambios de energia de radiacion y materia (quantos) describen la
radiacion dentro de un conjunto discreto de niveles energéticos. La energia
intercambiada permite clasificar el tipo de espectroscopia dentro del cuadro general

de la interaccion electromagnética inelastica.

Podemos describir 3 posibles procesos de interaccion inelastica:



— absorcion de un fotén con transicion de la materia a un nivel energético
superior (IR, VIS, UV, etc.)

— emisién espontanea de un foton al tiempo que la materia desciende a un
nivel energético inferior (tipico de fluorescencia y desintegracion
radioactiva)

— emisidn estimulada por la interaccion con un foton incidente de la misma
energia. En este caso el foton emitido lo es en la misma direccion y con igual
fase que el incidente produciéndose un haz de interaccion coherente.

El proceso fisico que da origen a la separacion entre niveles energéticos en la
materia es el efecto Zeeman o de interaccion entre un campo magnético externo y el
momento de los electrones (o nacleos en RMN) cuyo valor es siempre cercano a 1 us
(magnetdén de Bohr) = 9.27 x 1024 J-T-1. Esta energia depende del campo aplicado,
pero es del orden de: AE ~ 1 ug X 1 Tesla = 104eV =1 cm! =1 K para electrones en un

campo magnético de 1 Tesla =10,000 Gauss.

a,,,=50,68mT

!

| I

r

Fig. 5 Desdoblamiento de los niveles Zeeman del &tomo de hidrégeno por el
momento magnético nuclear. Existen solamente dos transiciones, por tanto el

espectro RPE esta compuesto por dos lineas resonantes [541,

La interaccion de los momentos magnéticos con un campo externo constante
produce un cambio de la energia del sistema y da origen al paramagnetismo, el cual
supone la respuesta a un campo estatico Bo. Ahora se pueden inducir transiciones



entre los estados de espin paralelo y anti-paralelo mediante la aplicacion de radiacién
electromagnética de frecuencia adecuada (wo) es decir aquella que cumple con la
condicion de resonancia a la que se produce absorcion de energia al estar mas

poblado el nivel de menor energia.

La respuesta de un momento magnético, es tipica de otros sistemas resonantes
en que una pequeria excitacion recibe una gran respuesta. Quiza el sistema resonante
mas sencillo sea el oscilador formado por una masa m suspendida de un resorte cuya
constante recuperadora representamos por Ky x el desplazamiento cuando se aplica

una fuerza.

Un sistema paramagnético no posee un campo magnético resultante, pero
adquiere un momento magnético en la direccion de un campo aplicado cuyo tamario
es funcion del campo. Dicho momento resulta en parte de los dipolos inducidos por

un cambio en el movimiento de los electrones constituyentes de cada &tomo o ién.

Los atomos o iones de las sustancias paramagnéticas tienen momentos
magnéticos permanentes de magnitud atébmica o nuclear. En ausencia de un campo
magnético externo los dipolos estan orientados al azar, pero la aplicacién de un
campo resulta en la redistribuciéon de esas variadas orientaciones de manera que la

sustancia adquiere un momento magnético neto [1.

Esta es la situacion mas habitualmente encontrada en el caso de atomos libres,
con la excepcion de los gases nobles o de atomos como Be 0 Zn. En estos casos el
numero de electrones es par y en el estado fundamental, los electrones llenan los
orbitales de energia. Los iones de metales de transicion son generalmente
paramagnéticos en virtud de que poseen orbitales d parcialmente llenos. Los
espectros RPE de iones d* se caracterizan por bandas espectrales con gett = 2.0, 3.3y
4.3. Sus intensidades relativas varian con la estructuray composicion.

El atomo de hidrdgeno es un ejemplo de un atomo paramagnético cuyo estado
fundamental 2s es un doblete ligado a las dos componentes m = + ¥% del espin del
electrdn. Si se introduce un campo magnético H se produce una separacion de ambos
estados, como se indica en la figura 5.



El paramagnetismo aparece siempre que un atomo, molécula o sistema mas
complejo presenta un namero impar de electrones, por lo que alguno de ellos esta
desapareado. No obstante cuando los atomos se agregan para dar lugar a moléculas
se facilita el apareamiento de los electrones dando lugar a un estado singulete y por
tanto a la ausencia de paramagnetismo. De este modo moléculas como Hz N20o F2 no
son paramagnéticas, aunque los atomos H, Ny F si lo sean.

La obtencion de un espectro de RPE precisaria de tres componentes esenciales:
una fuente de radiacion electromagnética una muestra y un detector. Variando la
frecuencia electromagnética y midiendo con el detector la cantidad de radiacion que
pasa a través de la muestra, registrariamos el espectro deseado.

En la mayoria de los equipos la fuente de radiacion electromagnética y el detector
se hallan en un accesorio que se denomina puente de microondas. La muestra se
coloca en el interior de la cavidad, una caja metdlica que permite amplificar las
débiles respuestas que proporciona la muestra. La cavidad se sitda entre los polos de
un electroiman, que permite ajustar la diferencia energética entre los niveles
electrdnicos a la frecuencia de la radiacion incidente. Finalmente se dispone de un
bloque de control que permite coordinar las diferentes unidades y registrar los datos
de salida.

Las especies radicales activas para evaluar la actividad antioxidante se generan
inmediatamente antes de las mediciones en RPE de la mezcla del extracto con DPPH
y TEMPOL. La magnitud de la desaparicion de los radicales en la presencia del
extracto permite evaluar la habilidad de secuestrar a los radicales (actividad
antioxidante) por parte de los extractos de pimiento.

El DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracilo, fig. 6) es un radical estable capaz de
aceptar electrones (o un radical H) de radicales activos, formando un producto
estable e irreversible comportandose asi como un secuestrador de radicales.



DPPH
Figura 6

Adicionalmente el DPPH actiia como un aceptor de electrones de antioxidantes
(HA) y permite la transferencia de electrones en reacciones con fenoles y aminas,

entre otros compuestos:

‘DPPH + HA = DPPH-H +"A
‘DPPH + A- = DPPH- + A

‘A + X = productos no radicales

El radical ‘A del antioxidante formado en la reaccion con DPPH puede ser a veces
observado por RPE (e.g. el radical tocoferoxil puede ser generado por este método)
pero generalmente su concentracion es baja. La disminucién del DPPH puede
cuantificarse por espectroscopia UV/visible (Amax. = 520), asf como con HPLC.

De acuerdo a investigaciones previas, la actividad antioxidante de compuestos
fenolicos estd determinada por su estructura, la posicion y grado de hidroxilacién en
la estructura del anillo. Se supone que la habilidad de los compuestos fendlicos para
secuestrar al radical DPPH depende del potencial redox [501,

Se ha reportado que a-tocoferol, el acido ascérbico y los carotenoides reaccionan
con DPPH siendo el orden de actividad: carotenoides =~ acido ascoérbico > a-
tocoferol, aunque la actividad de los carotenoides también se ve afectada por su
estructura [441,



ElI TEMPOL (4-hidroxi -2,2,6,6 — tetrametil piperidina 1-oxil, fig. 7) es un radical
nitréxido estable, usado ampliamente para investigar las propiedades de sistemas
biofisicos y bioquimicos.

OH

H4C N CH,
H3C | . CH3

Tempol
Figura 7

Generalmente el TEMPOL puede determinar radicales producidos en organismos
vivos, por ejemplo, se ha demostrado que la adicién de TEMPOL puede proteger
animales de laboratorio del dafio asociado con condiciones de estrés oxidativo y

nitrosoactivo [351,
"R+-NO" - NO-R

Ademas el TEMPOL puede reducirse a una hidroxilamina silente en RPE siendo
esta sustancia capaz de re-oxidarse nuevamente a un nitroxido paramagnético. De

acuerdo a la literatura TEMPOL oxida de manera eficaz al 4cido ascérbico [591,
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Figura 8 Estructura y espectros EPR de los nitroxidos en solucion: (a) TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidina 1-oxil), (b) TEMPOL (4-hidroxi-TEMPO), (c) perdeuterado - TEMPONE (4-oxo-
TEMPO-D16), (d) 15N-sustituido-perdeuterado TEMPONE (4-0xo-TEMPO-D16-15N) [35]

La espectroscopia RPE representa una valiosa herramienta para evaluar las
actividades antioxidantes. Los antioxidantes son sustancias que cuando se presentan
a bajas concentraciones con respecto a aquellas de un sustrato oxidable mitigan
considerablemente o previenen la oxidacion de dicho sustrato [371,

La importancia de incluir alimentos con una alta actividad antioxidante en la

dieta se explica con la Teoria del envejecimiento por radicales libres.



Teoria de los Radicales Libres

La teoria del envejecimiento por radicales libres fue propuesta por Denham
Harman al observar que la radiacién causa mutacién, cancer y envejecimiento.
Harman argument6é que los radicales libres de oxigeno producidos durante la
respiracion (el metabolismo del oxigeno en la mitocondria y los peroxisomas [291)
causa dafio acumulativo que eventualmente conducira al mal funcionamiento de los

organismos [151,

Para la mayoria de las estructuras bioldgicas el deterioro ocasionado por los
radicales libres se debe a procesos de oxidacion y se supone que provoca
enfermedades, principalmente en los tejidos expuestos a la luz, como cancer de piel,
envejecimiento prematuro de la piel, desdrdenes de fotosensibilidad o simplemente
quemaduras de sol, al igual que enfermedades oftdlmicas como cataratas y

degeneracion macular [241,

Los radicales de interés se denominan como especies reactivas de oxigeno,
representadas por sus siglas en inglés ROS, porque los radicales mas representativos
contienen oxigeno, aunque también se reconocen especies con nitrogeno (RNS) y
cloro (RCS). Existen radicales libres cloro (ClI'), superéxido (O2-), hidroxilo (OH),
perhidroxilo (HO2"), 6xido nitrico (NO'), peroxinitrito (ONOO-) y moléculas reactivas
no radicales como el peroxido de hidrégeno (H202), oxigeno singulete (102) e
hipoclorito y su base conjugada (HOCI, CIO").

Las mayores fuentes de radicales libres son: trauma mecénico, luz y otras fuentes
de energia, metales en las células, enzimas, xenobidticos, ejercicio exhaustivo y estrés
psicoldgico. También son producidos por los alimentos que se consumen, induciendo
la oxidacion de lipidos, proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos [291,

La capacidad desigual de disipar a los radicales libres por las células hace
necesario tener estrategias para contrarrestarlos. Las sustancias quimicas
encontradas en los alimentos son la base de varias intervenciones farmacologicas

(terapia antioxidante) y en particular de la medicina ortomolecular 151,



El principal motivo del interés actual por los carotenoides es la formacion de sus
radicales al apagar a los radicales libres. Los procesos antioxidantes y pro-oxidantes
se deben a dichas reacciones [221. Por ejemplo, el comportamiento de licopeno, [-
caroteno y luteina dependen de su concentracion en las células, ademas su polaridad
determina la orientacién de los carotenoides en la membrana celular y su interaccion

con los intermediarios reactivos [241,

De igual manera, se ha observado que algunos radicales de carotenoides, como el
[B-caroteno*, reaccionan con las vitaminas C y E convirtiendo al radical en el
carotenoide progenitor (reaccion de "reparacion™). Estas interacciones pueden

relacionarse con los efectos sinérgicos de algunas combinaciones de antioxidantes

[iError! No se encuentra el origen de la referencia.]

Los carotenoides pueden encontrarse en las plantas en forma degradada, siendo
aquellos formados por cadenas de 9 a 13 atomos de carbono parte de los compuestos
volatiles[26l, que también pueden poseer actividad antioxidante. Al tratarse de
compuestos con un bajo punto de ebullicion se analizan por cromatografia de gases.



Cromatografia de Gases

Una mezcla de compuestos para ser analizados se inyectan en el CG en donde la
mezcla es vaporizada en una camara caliente. La mezcla de gases viaja a través de de
una columna de CG, donde los compuestos se separan a medida que interactdan con
la columna. En el cromatograma resultante se observan picos resultantes de esta
separacion. Estos compuestos asi separados entran entonces al espectrometro de

masas.

Un espectrometro de masas crea particulas cargadas (iones) a partir de
moléculas. Después analiza esos iones para brindar informacion acerca del peso

molecular del compuestoy su estructura quimica.
Todos los espectrometros de masas consisten de tres regiones distintivas:

1) lonizador: Los iones necesarios para el analisis de masas son formados por
impacto electronico (EI, por sus siglas en inglés). Las moléculas de gas provenientes
del CG son bombardeadas por rayo de alta energia (70 eV). Un electron que impacte a
una molécula puede impartir energia suficiente para remover otro electron de esa

molécula.

La ionizacion por impacto electronico produce iones con una carga conteniendo
solo un electron desapareado. Una molécula cargada que permanece intacta se
denomina el i6n molecular. La importancia de reconocer este pico es que
proporciona el peso molecular del compuesto. La energia impartida por el impacto
del electrén y la inestabilidad del ion molecular puede provocar que el ién se rompa
en partes mas pequefias (fragmentos).

2) Analizador de iones. Los iones moleculares y fragmentos son acelerados por
la carga de las particulas a través del espectrometro de masas mientras que las
moléculas y fragmentos sin carga son bombeados fuera. El cuadropolo del analizador
de iones emplea voltajes positivos y negativos para controlar la ruta de los iones. Los

iones viajan a través de la ruta basados en su relaciéon masa carga (m/z)

3) Detector: Existen varios tipos de detectores pero la mayoria funcionan

produciendo una sefial electrénica cuando colisionan con un i6n. El analizador de



masas clasifica los iones de acuerdo a m/z y el detector registra la abundancia de cada
m/z. La calibracidn regular de la escala m/z es necesaria para mantener la precision
del instrumento. La calibracién se realiza al introducir un compuesto conocido en el
instrumento vy ajustar los circuitos para que el ion molecular y sus fragmentos se

reporten de manera adecuada [641.,

Una forma de obtener los compuestos volatiles para realizar la cromatografia de

gases es con la micro-extraccion en fase sélida.



Micro-Extraccion en Fase Sélida

La Micro-Extraccién en Fase Sélida (MEFS) es una técnica de adsorcion /
desorcion desarrollada en 1990 por J. Pawliszyn en la Universidad de Waterloo,
Ontario, Canada.

La MEFS se basa en la particion de los analitos entre la matriz de la muestra y el
recubrimiento de la fibra (una fase estacionaria) desde el momento en que la fibra
entra en contacto con la muestra hasta que se alcanza el equilibrio de distribucion
entre la fibray la muestra.

Se obtiene una relacion proporcional de los analitos adsorbidos por la fibra con la
concentracion inicial en la matriz. Por esta razén se considera un analisis proximal,

aunque los resultados son comparables a los obtenidos por otras metodologias.

La fibra estd unida a un émbolo de acero inoxidable instalado en un contenedor
que parece una jeringa. El émbolo mueve a la fibra de silice fundida dentro y fuera de
una aguja hueca. Para utilizar la unidad, el analista ubica la fibra en la aguja, la aguja
pasa a través del séptum que sella el vial de la muestra, y presiona del émbolo para
exponer la fibra a la muestra (Fig. 18).

Después de que el equilibrio de adsorcion se alcanza, por lo general de 2 a 30
minutos, la fibra se retrae en la aguja y se retira del vial. Por Gltimo, la aguja se
introduce en el inyector del Cromatdgrafo de Gases, donde los analitos adsorbidos
son térmicamente desorbidos y llevados a la columna del CG, o en la interfaz MEFS /
HPLC (fig. 18).

El tiempo de extraccion esta determinado por el lapso necesario para obtener
extracciones precisas de los analitos con las constantes de distribucién mas altas. La
constante de distribucién en general aumenta con un mayor peso molecular y punto

de ebullicién del analito.



La selectividad puede ser alterada al cambiar el polimero que cubre la fibra o el
espesor del revestimiento, de acuerdo a las caracteristicas de los analitos de interés.
En general, compuestos volatiles requieren un recubrimiento grueso y un

recubrimiento fino es mas eficaz para adsorber / desorber analitos semi-volatiles.

Para liquidos la cantidad de analito adsorbido por el recubrimiento en el
equilibrio esta directamente relacionada con la concentraciéon del analito en la
muestra dada la ecuacion 1:

n = KisViCoVs
KrsVi+ Vs ec. (1)

Donde n = masa de analito adsorbida por el revestimiento, Co = concentracion
inicial del analito en la muestra, Kfs = coeficiente de particion de analito entre el
revestimiento y la matriz de la muestra, Vf = volumen del revestimiento Vs =

volumen de la muestra.

La relacion entre la concentracion inicial de analito en la muestra y la cantidad de
analito adsorbido por el revestimiento es lineal y al tener los recubrimientos fuertes
afinidades para los compuestos organicos que estan destinados a extraer y con una
adecuada calibracion, la MEFS se puede utilizar para determinar las concentraciones

de analitos de interés en una muestra.

Ademas de cambiar el tipo de recubrimiento o espesor, un analista puede
mejorar la recuperacion del analito, o alterar la selectividad en favor de los
compuestos mas volatiles o menos volatiles, cambiando las condiciones de analisis: la
adicion de un electrolito a la muestra, cambiando el pH, muestreo del espacio

superior en lugar de la inmersién en la muestra o viceversa.

La fibra es reutilizable. Los compuestos mas polares (dimetilftalato y
dietilftalato) exhiben una pobre recuperacién en la fibra no polar de
Polidimetilsiloxano. Una fibra con una fase de revestimiento polar (poliacrilato) se

necesita para extraer de manera efectiva estos compuestos [¢3].



Antecedentes del Capsicum Annuum

Por otra parte, se trabajé con los carotenoides presentes en los pimientos cuyo
nombre taxonémico es Capsicumannuum

En México, se conoce como chile al fruto de las plantas pertenecientes al género
Capsicum, procedente de la palabra griega kapto que significa "morder" para aludir a
su acritud.

El chile tiene una larga tradicion cultural en México, se consume junto con el
maiz y el frijol, desde hace mas de 6,000 afios ['7). Su trascendencia radica tanto en
sus propiedades organolépticas (color, sabor y potencia como picante) asi como en su
valor nutricional.

El género Capsicum incluye a una gran cantidad de plantas, de 20 a 30 especies
nativas de las regiones tropicales de América, de acuerdo con las investigaciones
botanicas y etimoldgicas [48Y 661,

Los nombres comunes son ambiguos pues dependen de la regién geografica y la
variedad. A los frutos picantes se les nombra aji en el Caribe y América del Sur,
paprika (mejor conocida en polvo que como verdura fresca) en los Balcanes, chile en
México y Centroamérica, mientras que los tipos "dulces"” (de sabor muy diferente) se
nombran como pimiento morrén y en inglés bell o sweet pepper [38] por ser las variedades

de mayor consumo en paises fuera de Latinoamérica.

En varias lenguas el Capsicum lleva un nombre relacionado con la pimienta. En
inglés se llama pepper, en francés piment enragé o poivre rouge, en italiano peperone.
En muchos escritos espafioles del siglo XVI lo llaman "pimienta de las Indias" a pesar

de no tener ninguna relacion con la pimienta (Piper nigrum).

La confusidn se origind en 1494, cuando Pedro Martir escribi6 que Colon habia
encontrado "pimienta mas picante que la del Caucaso" [38], pues sinti6 la sensacion
picante que le provocaba la pimienta negra [!2, a pesar de que su sabor es muy
diferente, pues el principio picante de la pimienta es el alcaloide piperina [5°] mientras
que el del chile es la capsaicina.



La capsaicina ademas, es capaz de combatir las sustancias inflamatorias por lo
gue se ha empleado al chile en la medicina tradicional en contra del reumatismo [251.

Taxonomia del Género Capsicum

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Las plantas se clasifican por la posesion o ausencia de varios caracteres, por lo
que su reconocimiento depende de la combinacion de los mismos. Los chiles
presentan ciertos atributos comunes a la familia de las solanéaceas (papa, jitomate,
berenjena y tabaco) y otros especificos del género Capsicum: una antera dehiscente
longitudinal o capside (parte donde se almacena el polen capaz de abrirse para

esparcir el polen o las semillas) [38. 47y 61],

El género Capsicum fue denominado en el siglo XVI por los herbarios europeos y
adoptado por J. P. Tournefort en su trabajo Institutiones rei herbarie, publicado en
1700 381, Esen"Hortus Cliffortianus” ("El Jardin de Cliffort"; Amsterdam, 1737) en
el que Linneo describe, continuando con la denominacién, dos especies de Capsicum
(C. annuum y C. frutescens) y en su "Mantissa"™ (1767) dos especies adicionales

C.grossum y C. baccatum [61,

La clasificacion del naturalista sueco Carl Linné (1707-1778) (castellanizado
Linneo), considera a los estambres y la fructificacion como los caracteres evaluables y
obliga a que las especies sean conocidas mediante dos nombres: el primero es el de
género; el segundo el restrictivo especifico [331.



Sigue en uso la nomenclatura propuesta por Linneo [, aunque la clasificacion
taxonémica es motivo de confusion entre los botéanicos 4. Se reconocen las

siguientes especies de Capsicum por ser las mas importantes econ6micamente [611;

e Capsicum annuum
Etimologia: anuum significa anual.
Variedades:
-annuum Incluye las variedades mas comunes: jalapefio, paprika,
chilpetin, poblano, cherry, campana, serrano y ancho
-aviculare es la variedad espontanea [38]
e Capsicum frutescens.
Etimologia: frutescens significa matorral o arbusto.
Esta especie incluye el chile tabasco, el piquiny los chiles de arbol.
e Capsicum chinense.
Etimologia: chinense significa de China
Esta especie incluye a los chiles mas picosos, como el habanero y el
scotch bonnet.
e Capsicum pubescens.
Etimologia: pubescens significa velludo
Esta especie incluye al chile manzano y rocoto
e Capsicum baccatum.
Etimologia: baccatum significa como moras.
Esta especie incluye al aji escabeche y amarillo, endémicas de Peru.
Variedades: - pendulum. - baccatum

Las especies a su vez poseen humerosas variedades generadas por diferencias en
el clima, seleccién natural (variedades nativas o espontaneas), seleccion humana

(variedades naturalizadas) y el tipo de suelo.

Las sociedades precolombinas domesticaron 5 especies de Capsicum (C. annuum
L., C. frutescens L., C. chinense, C. baccatum L., y C. pubescens)
independientemente y en localidades separadas geograficamente de América [5 Y 66]
gue permanecen especulativas, pero las evidencias arqueoldgicas y los estudios
genéticos sugieren que C. annuum fue domesticado inicialmente en México, C.
frutescens en el Caribe, C. chinense al norte del Amazonas, C. baccatum en las tierras
bajas de Boliviay C. pubescens al sur de los Andes [48],



C. chinense and
C. frutescens

C. annuum

o

Fig. 9 Distribucién Geogréfica de las especies domesticadas de Capsicum (circulos negros) y
sus progenitores silvestres (circulos blancos) [27]

Su cultivo en Esparfia empez6 a finales del siglo XV después de que fue llevado
por Diego Alvarez Chanca, médico del segundo viaje de Colén a las Indias
occidentales, quién escribié sobre sus efectos medicinales en 1494. El sencillo
crecimiento del chile combinado con el aumento del apetito por las especias durante
el siglo XVI impulso la diseminacion de este cultivo a través de las rutas comerciales
de Esparia y Portugal incorporandose a las cocinas locales [14y 661,

Se inicia asi la dispersion, cultivo y amplia diversificacion bioldgica que excede a
la clasificacion en variedades en todo el mundo.



Caracteristicas de Capsicum annuum

Capsicum annuum var. Annuum es la variedad mas importante econémicamente por su
produccién, distribucion geogréfica, variedades y diversidad de usos. Se conoce en
todo el mundo y en algunos paises es la fuente de vitamina C mas importante [271,

El género Capsicum annuum se cultiva en las principales regiones tropicales,
subtropicales y templadas de México, de 0 a 2500 m de altura. En los estados de
Puebla, Morelos y Querétaro se encuentra la mayor diversidad de chiles cultivados y

silvestres.

La planta de Capsicum annuum es de tallo lefioso, forma un arbusto normalmente de
30 cm hasta 1.5 m de altura, 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.

Los pedunculos son solitarios, rara vez se presentan en pares, en el mismo

noédulo y generalmente estan colgantes.

Fig. 10 Pedlnculos de Capsicum Annuum

Las flores tienen céliz dentado, forman cinco dientecitos en el borde, los cuales
persisten y se endurecen hasta madurar el fruto. La corola es grande blanca o
verdosa, una por nédulo, con el cabillo torcido hacia abajo y poseen anteras azules o

moradas [27y61],



Después de la floracién, aparece una baya de color rojo, verde o amarillo en
estado tierno, pero que adquiere color rojo, amarillo o café en el maduro [38l. Las
semillas son amarillas arrifionadas o casi discoidales de 3 a 5 mm en su diametro

mayor, la mayor parte se alojan en la parte superior, junto al tallo.

El fruto varia en la coloracién y tamafio, de acuerdo a la variedad su forma puede
ser cubica, conica o esférica(Fig. 11) [6l. Esta dividido en dos o cuatro costillas
verticales interiores que portan las semillas. Estas se distribuyen a lo largo de la
pared del fruto, no llegan al centro por lo cual, dentro del fruto existe una sola
cavidad. La carnosidad varia de acuerdo a la especie aunque por lo general esde5a 7
mm.

Fig. 11 Variacion en tamafio y forma del
fruto de C. annuum A. Chile California, B.
California Wonder, C. Mirasol D. Floral
Gem, E. Piquin, F. Paprika [61

El andlisis citogenético de los chiles en México demuestra que en Puebla se
encuentran en un mayor avance en el proceso de domesticacion. Esto coincide con la
evidencia arqueoldgica de restos de semillas de chile en el valle de Tehuacan, Puebla
con una antigliedad de 5 a 7 mil afios A.C. [2l. Es notable que este mismo sitio se ha

sefialado como el origen de la domesticacién del maiz.



Variedad a Estudiar

Las variedades cultivadas ofrecen dificultades en su clasificacion debido a su gran
numero, el estado transitorio de algunas de ellas y la constante creaciéon de nuevas
variedades, por lo que frecuentemente se denominan de acuerdo a su nombre comin

o comercial.

Los chiles dulces Capsicum annuum var. Annuum, clasificados también como C.

grossum Grp, C. annuum var. Grossum, Sendt [6: 19y 441 siendo sus nombres comerciales:
bell, Early Wonder, Emerald Giant, California Wonder y pimiento morrén o semaforo
(haciendo alusion a su variedad de colores).

No es un chile de consumo entre los indigenas, lo cual indica que se trata de una
variedad naturalizada después de llegar a Europa y Norteamérica. Las normas de
calidad estan impuestas por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos,
ya que se cultivan para su exportacion, pues su demanda en los mercados internos es
baja. Los estados de mayor produccién son Sinaloa y Sonora, donde se cosechan con

un buen rendimiento.

Un chile dulce de buena calidad debe de medir de 8 a 12 cm de largo por 8 cm de
ancho y ser de forma cuadrada y achatada (fig. 11 B), con paredes gruesas formadas
por 3 o 4 léculos interiores. El pericarpio es liso y brillante (fig. 12). El fruto es
cosechado antes de que cambie su color debido a la maduracion (tiene un ciclo
vegetativo mas corto que los otros) no es picante [38l,

La mayoria de los pimientos son verdes en su estado inmaduro, cambiando a rojo
conforme madura, aunque algunos pasan de verde a amarillo o naranja y otros de
blanco a rojo [441,



Fig. 12 Fruto cortado
para mostrar su
interior [6l

Los pimientos rojo, verde, amarillo y naranja estan disponibles en el mercado
siendo el pimiento verde el que mas se produce y consume B, Ademas del color las
diferencias la composicion de nutrientes en pimientos de distinta coloracién han sido

reportados [62],



Composicion

Los frutos maduros del pimiento (Capsicum annuum var. Anuum) son ampliamente
empleados como colorantes alimenticios, por sus brillantes colores (rojo y naranja)
gue evidencian que son una buena fuente de pigmentos carotenoides y flavonoides.
Algunos de los chiles se utilizan para dar color a los alimentos y no s6lo por sus
caracteristicas picantes.

Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos que presentan gran variedad de propiedades
bioldgicas, entre las que se encuentran la recoleccion de luz en la fotosintesis y la
fotoproteccién en plantas, mientras que en los animales es pro-vitamina A y

antioxidante [24],

Son terpenoides de 40 4tomos de C constituidos de 8 unidades isoprénicas (Cs),
de manera tal que la secuencia se invierte en el centro, una unidad central de 22
atomos de C con cuatro grupos metilo en los laterales de la cadena separados por seis
atomos de carbono en el centroy 5 4&tomos de C en el resto. El grupo final puede o no
estar ciclizado, siendo los anillos iguales o diferentes.

Una caracteristica distintiva es un larga cadena de dobles enlaces conjugados (9
— 11), que actiia como un cromoforo que absorbe la luz y es responsable de su color

amarillo, naranja o rojo de los alimentos.

La ciclizacion y otras modificaciones, tales como, hidrogenacion,
deshidrogenacion, migracion de dobles enlaces, acortamiento de la cadena o
extension, re-arreglo, isomerizacion, oxidacion o la combinacion de estos procesos da
como resultado un gran ndmero de estructuras [32. Por ejemplo, la destruccion
oxidativa de los extremos conduce a la bixina (que es el carotenoide tipico del achiote

o annattoBixa orellana) y sus derivados.

Los carotenoides constituidos Unicamente por carbono e hidrégeno se llaman
colectivamente carotenos, aquellos que contienen oxigeno se denominan xantofilas

(del griego xanthos, amarilloy phyll, hoja) [341.



Se han encontrado més de 30 carotenoides en diferentes variedades rojas de
Capsicum, entre ellos anteraxantina, f-caroteno, f-criptoxantina, zeaxantina,
violaxantina, luteina, a-criptoxantina, criptocapsina, cicloviolaxantina,
cucurbitaxantina A, cucurbitacromo, capsantona, anteraxantina, mutatoxantina,

luteoxantina, violaxantina, auroxantina, criptoflavina, capsoluteina y neoxantina [41.

En los pimientos el color verde se debe a la clorofila y a los carotenoides tipicos
del cloroplasto, violaxantina, neoxantina, luteina y B-caroteno [42l. El color amarillo-
naranja es ocasionado por a y f3-caroteno, zaeaxantina, luteina y B-criptoxantina; el
color rojo se debe a la presencia de los carotenoides especificos de este género:
capsantina, capsorubina, 3,6-y 5,6-epdxido de capsantina [16. 41, 42,44y 52]

La cantidad de carotenoides se ve afectada por la forma de cultivo, parte de la
planta, clima o sitio geografico de produccién; método de cosecha y manejo,
procesamiento y almacenaje, porque los mismos carotenoides se encuentran en la

misma variedad.

El factor que afecta el contenido de los carotenoides es el estado de madurez que
tiene la planta cuando se cosecha y cuando se consume, pues después de cosechados
la biosintesis de carotenoides continua. De igual manera existe la descomposicion si
se dan las condiciones favorables de altas temperaturas y exposicién a la luz [iError! No
se encuentra el origen de la referencia] | 3 composicion se enriquece por la presencia de
cantidades traza de los precursores de la biosintesis, junto con los derivados de los

principales componentes.

Aunque se consideran a los carotenoides como pigmentos de las plantas, también
se encuentran en algunas animales. Los animales son incapaces de sintetizar
carotenoides, asi que estos provienen de la dieta y son absorbidos o acumulados [521.
Un ejemplo importante es el color de los camarones y langostas, debido a la

astaxantina, el colorante mas costoso.

Se presume que los peces y las aves acumulan carotenoides como ornamentos
sexuales porque tienen la funcién dual de colorantes y antioxidantes. Los machos que
acumulen mas carotenoides poseeran una salud superior y comunicaran este estatus

a las hembras a través de sus colores brillantes [451,



Debido a su estructura los carotenoides son antioxidantes lipofilicos, aunque
pueden encontrarse como complejos solubles en agua cuando estan complejados a
proteinas [69, capaces de destruir radicales peroxilo-lipidos y disipar el oxigeno
singulete. Sin embargo, los carotenoides podrian presentar también la funcion pro-
oxidante cuando se encuentran en altas concentraciones dentro de la célula [241.
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Fig. 13 Esquema condensado de la biosintesis de carotenoides [3]




Capsaicinoides

Son los alcaloides tipicos del género Capsicum y son los responsables de su sabor
picante. De estos se han identificado 12 compuestos de los cuales la capsaicina y la
hidrocapsaicina son responsables del 90% del picante. Los compuestos restantes
difieren en la longitud de la cadena hidrocarbonada y en el grado de insaturacion. La
estructura general de los capsaicinoides se representa por la figura 14 [0],

0
0] C
HSC/ H/ “R

HO

Fig. 14 Estructura general de los capsaicinoides

Capsaicina R: (CH2)s-CH=CH-CH-(CHs)2
Dihidrocapsaicina R: (CH2)s- CH-(CHs)2
Homocapsaicina R: (CH2)s-CH=CH-CH2-CH-(CH3)2

Homodihidrocapsaicina R: (CH2)7- CH-(CHs)2
Nordihidrocapsaicina R: (CH2)s- CH-(CHs)2

La capsantina (acetilada con acidos grasos) es el carotenoide en mayor
abundancia en los pimientos rojos no es pro-vitamina A, pero si es un efectivo

disipador de los radicales libres (681,

La accion picante de los chiles se debe a una mezcla de amidas, en donde la
capsaicina forma aproximadamente 69% del principio picante, la dihidrocapsaicina
constituye el 22%. Otros capsaicinoides presentes en el chile son homocapsaicina,
homodihidrocapsaicina y nordihidrocapsaicina. El largo de la cadena de la amida esta
relacionado con el picor, siendo mayor el picor cuando la cadena esta conformada por
9 &tomos de carbono [10y32],



Compuestos volatiles

Los carotenoides determinan no solo el color sino el sabor y aroma, pues la
degradacion de los carotenoides es clave para la formacion de los compuestos
volatiles de las plantas [26] que ademas actian como un mecanismo de defensa de la
planta [31.

Cuando los compuestos volatiles son extraidos, por lo general por destilacion por
arrastre de vapor, son liquidos limpidos y rara vez de color, solubles en disolventes
organicos que se denominan aceites esenciales. Poseen un fuerte olor y son mezclas

complejas, de alrededor de 20-60 componentes en concentraciones muy diferentes.

La propiedad antioxidante de los aceites esenciales y sus componentes ha sido
demostrada in vitro por métodos fisico-quimicos. En particular, la capacidad
antioxidante de algunos compuestos fenoélicos ha sido exhortada para promover su

uso como aditivos alimenticios naturales [2].

Se han encontrado méas de 125 componentes volatiles en los frutos de Capsicum
aunque no se ha determinado su importancia en el aroma. En el pimiento verde se
caracterizaron, por Buttery los compuestos [8] mostrados en la fig. 15. En la paprika
procesada: acetaldehido, 2-metil propanol, 2-metil butanal, 3-metil butanal, dimetil
sulfuro, 6-metil-5-hepten-2-ona, tetrametil pirazina y S-ionona.

Los compuestos S-ionona y 6-metil-5-hepten-2-ona tienen una presencia
predecible pues el -caroteno es precursor de la -ionona, el licopeno de 6-metil-5-
hepten-2-ona igualmente el hexanal es un producto de oxidacion enzimatica del acido

Iinoléico [iError! No se encuentra el origen de la referencia.]

En la evaluacion sensorial de los componentes se identificaron a el 2-metoxi.3-
isobutil pirazina, 2-metoxi-3-(1-metilpropil) pirazina, 2-metoxi-3-(2- metil propil)
pirazina y 3-hexenol como responsables del aroma del pimiento verde, el de nona-
trans, cis- 2,6-dienal como olor a pepino, el de deca-2,4-dienal como a pollo frito,

limoneno como citrico y el de salicilato de metilo como hierbabuena [8. 361,
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Vitaminas

La vitamina E tiene cualidades antioxidantes. La forma méas comin de vitamina
E es el a — Tocoferol, ademaés de ser el biol6gicamente mas activo. Se reserva en gran

cantidad y es transportado a los diversos 6rganos del cuerpo.

Las mayores fuentes naturales de a-tocoferol son los aceites de maiz, semilla de
algodon, soya y germen de avena, mientras que las frutas, los vegetales y granos
enteros contienen una menor cantidad [!3], es notable su presencia en el aceite de
ajonjoli.

La Vitamina C o L - acido ascorbico, es un nutriente esencial para los primates
superiores y un pequefio nimero de otras especies. Dicha vitamina es requerida para
ciertas reacciones metabdlicas en todos los animales y plantas. Es ampliamente
sabido que su deficiencia causa escorbuto en humanos de ahi el nombre de ascérbico
que se le da al acido. Posee una accion antioxidante, el acido ascorbico se convierte
en acido dehidroascdrbico, cuando reacciona con el oxigeno del aire, otras sustancias

oxidantes o con algunas enzimas [**1.

HO OH

Fig. 16 Vitaminas E y C, respectivamente.



Glicolipidos

Se considera que los glicolipidos de las plantas comestibles son nutrientes de la
dieta humana. Los glicolipidos de las plantas superiores consisten de esteril-
glucosidos, esfingoglicolipidos 'y gliceroglicolipidos. Estos glicolipidos son
ampliamente distribuidos, aunque no de manera universal, en las plantas

comestibles.

Los pimientos rojos contienen los tres tipos de glicolipidos antes mencionados, y
se han caracterizado los siguientes glicolipidos: esteril glucésido acetilado (fig 17-1),
monogalactosil diasil glicerol (fig 17-2), esteril glucésido (fig 17-3), glucocerebrosido
(fig 17 -4) y digalactosil diasil glicerol (fig 17-5) [¢8l.
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Fig. 17 Glicolipidos encontrados en
Pimiento Rojo



Flavonoides:

Compuestos Fendlicos

Constituyen a méas de 4,000 metabolitos vegetales secundarios. Los flavonoides
son compuestos polifenoles con un esqueleto de difenilpropano. Los cuatro clases
principales son 4-oxo-flavonoides (flavonas, flavonoles), antocianinas, isoflavonas y
los derivados de flavan-3-ol [46].

Los compuestos fendlicos son poderosos antioxidantes. La actividad antiradical
de los flavonoides y los compuestos fendlicos se basa principalmente en las
propiedades redox de sus grupos hidroxilo y su relaciéon estructural entre las
diferentes partes de su estructura.

Las investigaciones sugieren que los efectos celulares de los flavonoides pueden
mediarse a través de interacciones con proteinas centrales especificas a cascadas de
sefializacion intracelular.

En variedades polacas de Capsicum annuum se caracterizaron trans—p—feruloil—
B—D-glucopiranosido, trans—p—sinapoil——D-glucopiranosido, gquercetin—3—O—a—
L—ramnopiranosido—7—0—f—D-glucopiranosido, trans-p-ferulil alcohol-4- O-[6-(2-
metil-3-hidroxipropionil] glucopiranosida, luteolin 6-C-5-D-glucopiranosil-8-C-R-L-
arabinopiranosido, apigenina-6-C-f-D-glucopiranosil-8-C-a-L- arabinopiranosido,
lutoeolin-7- O-[2-(B-D-apiofuranosil)-B-D-glucopiranoside], quercetin 3-O-a-L-
ramnopiranosida, y luteolin 7- O-[2-(3-D-apiofuranosil)-4-(D-glucopiranosil)-6-
malonil]-B-D-glucopiranosida. Los principales compuestos aislados de los frutos
rojos fueron sinapoil y feruloil glucosidos, mientras que en el verde fue quercetin-3-
O-L-ramnosido. Esta Gltima present6 la mayor actividad antirradical con DPPH [431,






Procedimiento Experimental

Los especimenes de pimiento verde, amarillo, rojo y naranja se obtuvieron de

tiendas locales, siendo procedentes de los estados de Sinaloa, Jalisco e Hidalgo.

Obtencion de los Espectros Raman

Para obtener los espectros Raman fue necesario realizar el secado de las
muestras para que la sefial no se viera distorsionada por el grosor de éstas (debido a
la baja polarizabilidad del agua tiene una baja respuesta que no aparece en el

espectro).

Secado de las muestras con calor
Los pimientos frescos, uno de cada color, procedentes de Sinaloa se cortaron

para retirarles las semillas y el pedinculo.

Debido a que se requeria una pieza del tejido (pericarpio) lo mas lisa posible se

cortaron en grandes pedazos y se prensaron sobre papel para retirarles humedad.

Las muestras fueron llevadas a la estufa que se mantuvo a una temperatura de 60

°C, para evitar la descomposicion de los carotenoides, por 3 dias.

Secado de muestras a vacio
Los pimientos se cortaron para retirarles las semillas y el pedinculo, se cortaron

en grandes pedazos que se prensaron entre hojas de papel periddico.

Las muestras se colocaron dentro de un desecador con cloruro de calcio anhidro,
conectado a una bomba de vacio. Se cambiaba el cloruro de calcio cuando se saturaba

y las muestras se mantuvieron en la oscuridad hasta que se secaron por completo.

Se empled un equipo Raman Perkin Elmer Limited, System 2000, NIR FT-
Raman, Inglaterra; con un laser de Kripton a 1000 mW. Las muestras de pimiento se
recortaron en cuadros de 1 x 1 cm, colocandose el lado de la cuticula en direccién al

punto de incidencia del laser Raman.
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Los espectros fueron grabaron con una resolucién de 1 cm a partir de 100 hasta

3500 cm ! [57],

Extracciéon de carotenoides

Procedimiento Pre-cromatogréfico
A los pimientos procedentes de Jalisco, se les retirarén las semillas y los

pedtnculos. El pericarpio restante se corté en trozos de 1 cm o menos.

Se pesaron 70 g de pimiento un lote por cada color. Se mezclaron con acetona
grado HPLC, de forma que el disolvente cubriera a las muestras, en un matraz de bola
de 500 mL. Esta mezcla de muestra con acetona se sometieron a un bafio de agua
(Techne) a 45° C, se empled un refrigerante con agua a 10 °C y se mantuvo el matraz

en la oscuridad.

Sle filtré con un embudo Buchner y el residuo s6lido de pimiento se re-extrae con
disolvente fresco. La extraccién y la filtraciéon se repitieron hasta que el tejido era

incoloro.

El filtrado de las extracciones se reunio y se transfirié a un rotavapor en donde se
destilo la acetona. Al extracto se le realizaron extracciones liquido — liquido con éter

dietilico y agua destilada.

Se saponificaron los extractos con una disolucién KOH : MeOH al 20% m/v [20
52, La fraccién insaponificable se extrajo con éter y agua destilada con un embudo de

separacion,
La fase etérea se seco sobre sulfato de sodio anhidro y después con un flujo de N2
para concentrar la muestra.

Los extractos asi obtenidos se mantuvieron en refrigeraciéon y en la obscuridad
antes de llevarse al cromatégrafo de liquidos (HPLC) con arreglo de Diodos para su

separacién e identificacion.
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Condiciones Cromatograficas
Se utiliz6 un cromatégrafo de liquidos Waters modelo 1515, con un detector: UV-
DAD Waters 2996, columna Nucleosil 100-5, Eluyente: Hex/iPrOH 99/1 y una

longitud de onda de deteccion del cromatograma de 450 nm.

Obtencion de Espectros de RPE de muestras sélidas

Las muestras desecadas de pimiento que se utilizaron para obtener el espectro

Raman, se pulverizaron para colocarse dentro de una celda cilindrica para RPE.

Las mediciones de RPE se realizaron a temperatura ambiente, con un
espectsometro Jeol JES-TE300 trabajando en la banda X, a una frecuencia de

modulacién de 100 KHz.

Las celdas se colocaron dentro de la cavidad del espectrémetro en el modo TEou.
La calibracion externa del campo magnético se realiz6 con una gaussmetro de
precisién Jeol ES — FCs y la frecuencia de microondas con un medidor de frecuencia
5350B HP.

Los parametros para los espectros de RPE para los ejemplares deshidratados de
pimiento fueron: centro de campo de 335 mT; una potencia de microondas de 1.01
mW,; una frecuencia de microondas de 9.12 GHz; un ancho de barrido de 5.0 mT;
ancho de modulacién, 2.0 x 0.1 mT; constante de tiempo, 0.1 s; amplitud, 200;

tiempo de barrido, 60 s; acumulacién, 1 scan.

Los espectros EPR fueron grabados (como la primera derivada) y manejados
usando una computadora conectada al espectrémetro, con el programa ESPRIT —

382 - v 1.916.
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Preparacion de Especies Radicales
DPPH

Se pesaron 2.2 mg de DPPH ((Sigma Chemicals) y se llevaron a un aforo de 5 mL

con etanol (grado HPLC) siendo ésta la disolucién stock (1 x 103 M)
El stock se conservé en refrigeracion para reducir la descomposicién del radical.

A partir del stock se prepararon las diluciones, justo antes de ser empleadas para
que la concentracion de DPPH se mantuviera estable. La dilucion se realizdé con 666

pL de Ia disolucién stock aforados a 5 mL con etanol (1.3 x 104 M).
TEMPOL

Se pesaron 2.6 mg de TEMPOL (Sigma Chemicals) y se llevaron a un aforo de 5

mL con etanol (grado HPLC) siendo ésta la disolucién stock (1.5 mM).
El stock se conservé en refrigeracion para reducir la descomposicién del radical.

A partir del stock se prepararon las diluciones, justo antes de ser empleadas. La
dilucién se realizdé con 2.07 mL de la disolucién stock aforados a 5 mL con etanol
(6.21x104 M).

Obtencién de las Extracciones Etanodlicas para RPE

Las muestras de pimientos, procedentes de Jalisco se abren para retirarles las

semillas y los pedunculos. El resto se cortd en trozos de 1 cm o menos.

Se pes6 cada pimiento completo, siendo los pesos para cada pimiento los

siguientes: Verde: 108.6 g, Rojo: 109.8 g, Naranja: 183.7 g y Amarillo: 144.3 g.

Se mezclaron con etanol (grado HPLC) de forma en que se cubrieran las

muestras. Las muestras se sometieron a un bafio de agua de 40°C.

La mezcla se filtr6 con un embudo Buchner. El residuo de pimiento continué

extrayéndose repetidamente hasta que el tejido era incoloro.
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Los extractos se concentraron en un rotavapor a 60 °C y se llevaron a un aforo a
los siguientes vollimenes: Pimiento rojo y verde a 5 mL, Pimiento naranja y amarillo

a1omL.
Preparacion de las diluciones de los extractos de pimiento

Del extracto etandlico de pimiento Naranja (10 mL) se tomé 1 mL y se llevé a un
aforo de 10 mL (disoluciéon A). De la disolucién A se tomb 1 mL y se aford a 5 mL,

empleandose esta dilucion en los sistemas extracto /radical.

El extracto etandlico de pimiento Amarillo (10 mL) se tomé 1 mL y se aforé a 10
mL con agua destilada, de esta se tomé 1 mL y se llevd a un volumen de 5 mL con

etanol.

Del extracto de pimiento Verde (10 mL EtOH:H20 1:1 v/v) se tomd 1 mL y se
afor6 a 5 mL con agua destilada de esta diluciéon se tomé 0.25 mL y se llevd a un

volumen de aforo de 5 mL con etanol.

El extracto etandlico de pimiento Rojo (5 mL etanol) se tomd 0.5 mL y se
llevaron a un aforo de 1 mL, este se diluyd a 10 mL de los cuales se tomd 0.25 mLy se

aforaron a 10 mL con etanol.
Procedimiento RPE

En la Tabla 2 se muestra la composicion de los sistemas que se midieron, cada

uno por triplicado.

Las muestras fueron mezcladas en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y el tiempo de
reaccién se midié a partir de la adicién de los agentes reactivos (DPPH o TEMPOL).

Las muestras se mantuvieron en un bafio de agua (techné) a 37° C.

Las muestras después de 20 min. fueron transferidas a una celda plana para RPE
de 20 uL, cerrada con un tapén e insertada en una cavidad estindar del

espectrometro.

Las mediciones de RPE se realizaron a temperatura ambiente, con un
espectrometro Jeol JES-TE300 trabajando en la banda X, a una frecuencia de

modulacién de 100 KHz.
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Tabla 2

Sistema (concentracion L. .
. Extracto del pimiento Agua Destilada
después de la mezcla)
. DPPH 150 uL. 0 150
(6.5x105 M) 30 120
/ 60 90
90 60
TEMPOL
120 30
(3.105x104 M)
150 o}

Las celdas se colocaron dentro de la cavidad del espectrometro en el modo TEoun.
La calibraciéon externa del campo magnético se realiz6 con una gaussmetro de
precision Jeol ES — FCg y la frecuencia de microondas con un medidor de frecuencia

5350B HP.

Los pardmetros para los espectros de RPE para los ejemplares deshidratados de
pimiento fueron: centro de campo de 334.61 mT; una potencia de microondas de 3.0
mW; una frecuencia de microondas de 9.44 GHz; un ancho de barrido de 5.0 mT;
ancho de modulacién, 0.16 mT; constante de tiempo, 0.3 s; amplitud, 320; tiempo de

barrido, 120 s; acumulacion, 1 scan.

Los espectros EPR fueron grabados como la primera derivada y manejados
usando una computadora conectada al espectrometro, con el programa ESPRIT —

382 - v 1.016.

Las concentraciones relativas de los radicales aductos fueron calculadas a partir
de las contribuciones de los espectros individuales al espectro experimental del

blanco, después de una doble integracion.
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Determinacion de los Compuestos volatiles

La identificacién de los compuestos volatiles se realizé por medio de MEFS — CG
- EM.

Determinacién del método
Se realizaron pruebas (tiempo de extraccion, temperatura, agitacién y adicion de

sal) para elegir las mejores condiciones de adsorcion.

Se evaluaron las fibras (SPME Fiber Assortment kit 4 for manual holder, 24 ga
Supelco) para la determinacién de compuestos volatiles: 65 um PDMS/DVB, 100 um
PDMS y 75 um CAR/PDMS. Antes del anilisis las fibras se acondicionaron con las

especificaciones del fabricante:

Condiciones para el acondicionamiento de las fibra.

PDMS - DVB 65um 250°C o0.5h
CAR- PDMS 75 300°C 1h
PDMS 100 250°C 1h

Se emplearon 10 mL de jugo de pimiento naranja en un frasco vial de 20 mL. Se
colocé la fibra en el headspace (parte gaseosa sobre la superficie liquida) y se siguio el
programa de temperatura descrito por Santos-Hernandez [58]: 40 °C isotérmicamente
durante 1 minuto, rampa de 5 °C/min hasta 210 °C y rampa de 10 °C/min hasta 280
°C.

Para el resto de las pruebas en la selecciéon de parametros se emplearon los
siguientes estandares: benzaldehido, citronelal, eugenol, mentol, salicilato de metilo,

piperonal, tetrametil-pirazina, a-ionona, f}-ionona de 2 ppm en aceite de soya.

Para probar la temperatura Optima de extraccion se empleo una parrilla con
agitacion, y las muestras, esta vez de 0.4 mL en un frasco vial de 2 mL sellado con un

séptum de teflon (Supelco) se mantuvieron en bafio maria a 32, 43y 63 °C.
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Influenciade agregar sal

Se compararon muestras de jugo de pimiento con sal al 30% m/v, concentracion

recomendada por el fabricante (¢3! (Supelco, Belfonte) y sin ella.
Tiempo de extracciéon
Se probaron las extracciones por periodos de 15, 25 y 60 min.
Preparacion de las muestras de pimiento.

Los pimientos se cortaron en trozos pequenos. Los trozos se prensaron para

separar el jugo.

Se colocaron 0.5 mL de jugo con un agitador magnético de vidrio en los frascos
viales de 2 mL con séptum de teflon, se colocaron sobre una parrilla con agitaciéon

magnética en bafio maria de 43 °C. La fibra se expuso a la muestra por 30 minutos.

La fibra se llevé al cromatdgrafo de gases- EM para la desorcion de los analitos.
Se dispuso de un cromatografo de gases Agilent 6890, con detector de ionizaciéon de

flama y columna AT5 30m x 0.25 mm, 0.1 um de espesor acoplado a un
espectrometro de masas JCMate JEOL.

La temperatura inicial fue de 35° C isotérmicamente durante 5 min, con unna
rampa de 5°C por min hasta una temperatura final de 280°C. He 20 mL/min,

inyector a 300 °C splitless con pulso a los 2 min. Detector a 280°C.

El proceso de micro-extraccion en fase soélida se muestra en la Figura 18.
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Resultados

Espectros Raman

Se obtuvieron los espectros Raman de las muestras secadas a vacio. A

continuacioén se sefialan las bandas correspondientes a los carotenoides y la clorofila

(3.4, 59¥60]. El nimero de dobles enlaces conjugados se muestra en paréntesis.

Tabla 3

Bandas experimentales correspondientes a los carotenoides obtenidas in situ en

pimientos (C. annuum).

Pimiento Amarillo
Bandas Compuestos
(em™) Probables
Luteina(9)
1528
B-caroteno(9)
Luteina(9)
1158 .
Licopeno(11)
1016 No Identificado
Pimiento Rojo
Bandas Compuestos
(cm) Probables
Zeaxantina(9),
1521 a-caroteno(9),
[-caroteno(9)
Zeaxantina(9) ff-caroteno(9)
1157 | Luteina(9) anteraxantina (9)
B-criptoxantina(9)
B-caroteno(9), Licopeno(11),
1008 Luteina(9),




Cont. Tabla 3

Pimiento Naranja

Bandas | Compuestos
(cm™) Probables
1540 | No Identificado
1516 | Capsantina(9)
1162 | No Identificado
1150 | No Identificado
1014 | No Identificado
Bandas | Compuestos
(ecm™) Probables

Pimiento Verde

Bandas| Compuestos
(cm) Probables
1519 Cis-bixina(9)
1325
Clorofila
1285
Luteina(9),

1004

Licopeno(11)
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Pimiento Naranja
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Fig. 20 Espectro Raman para Pimiento Naranja
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Pimiento Verde
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Fig. 22 Espectro Raman para Pimiento Rojo
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Identificacion de carotenoides
Se realizo la separacion a través de HPLC con arreglo de diodos con sus espectros

Uv-vis para su identificacién [7: 52, 70y72],

Fig. 23 Cromatograma de Pimiento rojo
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Tabla 4. Carotenoides probables en Pimiento rojo

Egggg el pandas [3111/11{Picos cis|aa/ab|  Carolenoide
WE.694 276 | 285 fitoeno
333 | 348 | 367 fitoflueno
425 | 449 | 475 11-cis-f-caroteno

19.797 | 422 | 452 | 479 | 444 7-cis-f3-caroteno
21.407 | 430 | 460 | 495 0 356 zeaxantina
24.009 | 418 | 442 | 471 105 |330(392 9 g-caroteno
24.285 | 439 | 470 | 495 0 Licopeno
24.637 | 433 | 467 | 495 o (353 Semi-f3-carotenona
27.687 | 422 | 447 | 476 60 335|395 Luteina
28.073 | 421 | 447 | 475 | 47 397 Luteina
28.818 | 420 | 443 | 469 36 (333 20 Aucoxantina
19.608 | 400 | 423 | 450 | 104 |301|376]| 8.5, 23 Crocetina

| 30679 | 425 | 453 | 479 44 Violaxantina
31.899 | 400 | 423 | 450 116|378 33 Crocetina
32.449 465 | 502 0 351 Cantaxantina
34.292 | 405 | 429 | 455 75 |316 10 PB-zeacaroteno
35.411 | 408 | 429 | 455 62 (315 8 P-zeacaroteno
36.167 458 | 483 0 353 23 Pirroxantina
36.979 | 428 | 452 | 477 o |288 19 No Identificado
37.251 421 | 448 | 475 57 1336 17 a-criptoxantina
37.924 467 | 498 0 No Identificado
39.844 | 437 | 462 | 488 10 (363 15 |Semi-a-carotenona
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Fig. 24 Cromatograma de Pimiento Amarillo
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Tabla 5. Carotenoides probables en Pimiento amarillo

Tiempo de . . Carotenoide
Retencién Bandas %I11/11| Picos cis (%Aa/Ab Probable
7.445 | 425|448 | 477 | 38 |342 19 11-cis-f-caroteno
20.922 |422 (450|477 | 50 ] 7-cis-f-caroteno
21.24 (425|450 477| 42 Todo trans-f3-caroteno
23.639 |440|470|495| 43 Licopeno
23.767 | 440|470 (493 | 14 |324 Licopeno
26.013 | 421 (447|476 | 73 |334 11 Isolicopeno
26.432 423 (444 (476 | 71 | 334 44 Luteina
26.957 |400 | 423|450 | 130 | 313 10 crocetina
28.033 | 422|447 |476| 70 |329 10 trans-luteina
28.778 | 427|452 |481| 40 zeaxantina
30.382 (405 |430|455| 73 P-zeacaroteno
31.397 | 405|429 |455| 50 [-zeacaroteno
32.428 470 | 495 0 Pirroxantina
33.461 | 444 | 465|488 | o No Identificado
34.74 |424|449|475| 55 |341 10 p-criptoxantina
35.191 465|489 | o0 |358 12 Adonixantina
36.039 464 0 353 33 6-cis-capsantina
38.45 |404 | 427|448 Azafrin
39.45 |400|424 | 449 | 104 | 311|374 hidroxi-Crocetina




Fig. 25 Cromatograma de Pimiento Naranja
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Tabla 6. Carotenoides probables en Pimiento Naranja

Tiempo de Carotenoide
Retencion Bandas %I11/11| Picoscis |%Aa/Ab T
7.347 | 422 F448 476 | 44 337 12.5 | 7-cis-f-caroteno
12.074 | 426 | 458 | 482 | 36 337 14 |Isomero de ]ute@l
19.752 | 421 | 444 | 475 | 42 334 30 Luteina
20.959 | 429 | 452 | 479 | 40 No Identificado
21.239 | 422 | 449 | 477 | 45 [B-criptoxantina
28.117 | 422 | 447 | 476 | 70 334 8 Crocoxantina
28.87 | 428 | 452 | 481 | 44 Violaxantina
30.504 | 408 | 429 | 455 | 65 316 10 [B-zeacaroteno
31.532 | 408 | 429 | 455 | 50 330 cis- }-zeacaroteno
31.911 | 422 | 448 | 477 | 68 333 12 cis-zeaxantina
32.738 | 422 | 448 | 476 | 40 344 15 [- e-caroteno
‘734.967 423 | 447 | 472 | 18 339 48 | cis-anterexantina
\ 35.793 | 424 | 449 | 477 | 20 338 56 Zeaxantina
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Fig. 26 Cromatograma de Pimiento Verde
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Tabla 7. Carotenoides probables en Pimiento Verde

Tiempo de Picos Carotenoide
retencion Bandas %II/11| cis | %Aa/Ab probable
2.987 422 | 450 |477| 33 7-cis-f-caroteno
3.942 420 | 438 | 470 - 370 - di-cis-a-caroteno
4.366 409 | 438 |[466 - - - Todo cis-Licopeno
T 5.172 409 - 320 24.5 Azafrin-éster
5760 409 321 22.4 Isémerc;scizrazafrin—
7.290 395 | 413 | 435 75 - - Auroxantina
9.141 420 | 447 |473| 8o L“;;?ﬁff'
9.5 (424) | 453 0 8'-apo-f3-caroteno
10.877 422 | 444 |473 64 332 12 Anteraxantina
14.237 (432) | 454 0 339 24 Apo-8'-zeaxantinal
18.754 454 o] No Identificado
| 19.319 454 No Identificado
20.754 421 | 455 |473| 7 333 10 Luteina
21.201 (420) | 450 |476| 66 320 35 cis- luteina
22.891 416 | 438 | 467 73 326 16 Neoxantina
23.844 (417) | 438 |464| 33 330 50 cis-neoxantina
24.036 417 | 438 | 465 44 333 48 cis-neoxantina
24.405 418 |438.2 | 470 53 330 61 cis-neoxantina
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Espectros de RPE de las muestras solidas.
Los espectros obtenidos de los ejemplares de pimiento deshidratado mostraron
tres bandas: g =~ 2.0252, H: 321.7; g = 2.0055 H: 324.9 y g = 2.0039, H: 325.115 las

cuales se observan en la Fig. 24.

Pimiento Verde

Bl Gi20232, 11 21
° G2 200133, FI: 324805
z
g s VL ﬂ{m-\\-\-w-,-.q-mﬂ e e e e
£ G: 24154, 11:323.275
320 mT Campo 330mT
Pimiento Naranja
- G 4.2385: 11: 152927 G 200145, 11:324.882
3 ra AT N, e
| "~ o AN
: A -
c

G2 20558; [1:316.787

Lo mt’ Campo (IS
t
. _ _ Pimiento Amarillo
G 4.2845; : 152,004

- "\Mj‘

he W\‘\..

z - G:20234; 11322014

2

£

N,
G: 20052, 11: 324.939 e
NW\’M.-\'*".»-‘\-
a0 ml Campo @ ml
.

.}
a
"7: G 2025¢; 11 321.633 G 20039 11: 3250115
c
o NN NP AN A A AP NNIAAN i
= G253 1 323299

320wl

Campo 330wl
Fig. 27 Espectros RPE de
muestras sélidas de Pimientos

70



Determinacion de la actividad antioxidante
En la Fig. 25 se muestran los espectros de RPE correspondientes a las reacciones
del DPPH en presencia de los extractos de pimiento. Se puede percibir como el

extracto del pimiento secuestra al radical hasta que su sefial desaparece.

f\

A IL/N

Fig. 28 DPPH — Pimiento Verde, DPPH — Pimiento Amarillo, DPPH — Pimiento Rojo y DPPH
respectivamente.

De esta manera se observé el espectro del radical DPPH, con lo que se calculé la

magnitud de su desaparicion relacionandola con la actividad antioxidante.

A continuacion se muestra en la tabla 8 la concentracién relativa, expresada
como porcentaje del radical DPPH, después de una doble integracién de los espectros
RPE.
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Tabla 8 Concentracién Relativa

| P. Naranja P. Rojo P. Verde P. Amarillo
pL de extracto —
% DPPH % DPPH % DPPH % DPPH
0 100 100 100 100
30 91.212 94.824 59.112 23.508
60 62.303 64.984 19.521 0
90 41.897 64.22 0
120 18.802 5.281
150 2.454 1.346
DPPH

B3 2d

Fig. 29 Representacion Grafica de la desaparicion de la sefial de DPPH
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En el caso del radical Tempol, se registré el secuestramiento del radical sélo por

el extracto del pimiento verde.
Como se puede observar en la Fig. 27 la sefial del Tempol mientras que en la Fig.

28 desaparecioé por completo en presencia del extracto de pimiento verde.

Fig. 30 Espectro de Tempol

Fig. 31 Espectro de RPE de Tempol / extracto de pimiento Verde
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Determinacion de las Condiciones para la Micro Extraccion en Fase Sélida

Se determind que las mejores condiciones para extraer los compuestos volatiles

del jugo de pimiento son: la fibra 75 um CAR/PDMS, sin agregar sal, a 43 °C y 30

min. de extraccion. Con estas condiciones se identificaron los siguientes compuestos

volatiles:
Tabla 9
Compuestos volatiles identificados
P. Verde P. Amarillo P. Naranja P. Rojo
Propanal Pentanal Butanal Tetrametilpirazina
Butanal Butanal Adenosina Fenilacetaldehido
Pentanal 1-metil-4-(1-metil- | Etoxiacetaldehido | 5-(hidroxiamino)
etil) benceno pentanol

Tetrametilpirazina 2-etilfenil-2-oxo Hexanal

propanamida
5-metil-2-(1- Fenilacetaldehido | Ciclohexadienona
metiletil)-ciclo
hexanol

4-(2,6,6-trimetil- Octanal

ciclohex-2-en-1-il)-

but-3-enol

Acido p-tert-butil-

benzoico
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Discusion

Para la obtencién de los espectros Raman se comprob6 que aunque el agua de los
tejidos vivos no produce una interferencia en la sefial, si provoca un aumento en el
grosor lo que obstruye la incidencia del laser. Se eligié tomar los espectros Raman
secando el tejido para que este fuera mas delgado, aunque una alternativa es emplear
un micrétomo. El mejor método para secar las muestras fue a vacio, pues no existio
descomposicién de la muestra por luz, calor o microorganismos y el tejido tenia una

textura lisa que facilitaba la incidencia del laser sobre la muestra.

Se observo el espectro Raman caracteristico para compuestos carotenoides en el
espectro del pimiento rojo, mientras que en el verde el espectro predominante fue el
de la clorofila. Para los pimientos amarillos fue una combinacién de los espectros de
los carotenoides con la clorofila, mientras que en el pimiento naranja no se

identificaron las bandas tipicas de los carotenoides.

La asignacion de las bandas pertenecientes a los carotenoides se realiz6 de
acuerdo a lo reportado en la literatura, pero con el andlisis de HPLC se determiné a
los carotenoides presentes en mayor concentraciéon. De esta forma se asignan las

bandas Raman a sus respectivos carotenoides.

En el Pimiento Amarillo los carotenoides presentes en mayor concentracion son
luteina, B-caroteno, zeaxantina (de 9 dobles enlaces conjugados) y licopeno (11), los
cudles se observaron en las bandas 1528, 1158 y 1016 cm'™.

En el P. naranja se encontré que el caroteno presente en mayor concentracion es
el 7-cis-f-caroteno. Las bandas que muestra el todo trans-f-caroteno estandar son
1515, 1156 y 1007 cm-! [69] aunque para la identificacion in situ se emplea la banda
1520 cm1 [69],

Las diferencias en las posiciones de las bandas entre isdbmeros cis y trans es
significativa, por ejemplo, 1535 cm para el isdbmero trans-crocetina y 1547 cm para

cis-crocetina 591,



Las bandas encontradas experimentalmente (1516, 1162 y 1014 cm) son
similares a las reportadas para la capsantina (1517, 1158 y 1004 cm-?) 591 que tiene 9
dobles enlaces conjugados al igual que el 7-cis-f-caroteno, al cual las bandas 1516,
1162 y 1014 cm-! deben referirse.

En el p. Rojo las bandas encontradas experimentalmente (1821, 1157, 1008 cm1)
corresponden a violaxantina, 7-cis-pB-caroteno y luteina que cuentan con 9 dobles
enlaces conjugados.

En el Pimiento verde se observan predominantemente las bandas
correspondientes a la clorofila (1325 y 1285 cm-?) y los carotenoides son responsables
de las bandas 1519 y 1004 cm-! siendo 7-cis-B-caroteno, luteina (9 dobles enlaces
conjugados) y licopeno (11 dobles enlaces conjugados).

El nimero de dobles enlaces conjugados de la cadena poliénica central no es la
Unica responsable de la longitud de onda, también influyen los grupos laterales y los
terminales, ademas de que in situ los carotenoides se encuentran formando

complejos con proteinas y esterificados con &cidos grasos.

El HPLC con arreglo de diodos permite la identificacion precisa de carotenoides a
partir de su espectro UV-vis, y si para la separacion se emplea un disolvente como
hexano facilita la identificacion de estereoisémeros, sin tener que recurrir a otro
método analitico. Por esta razén se aprecié la mezcla isomérica de: todo-trans- -

caroteno, 7-cis- B-caroteno y 11-cis-f3-caroteno [70. 71y 72],

Los precursores de la biosintesis de los carotenoides, fitoeno y fitoflueno, se
observaron solamente en los espectros del pimiento rojo, pues las plantas

constantemente sintetizan estos precursores y sus derivados.

Durante el procedimiento pre-cromatografico se mantuvieron las muestras de
pimiento en la oscuridad para evitar la descomposicion de los carotenoides por foto-
oxidacién. Del mismo modo se evito la presencia de acetona en la saponificacién para
evitar reacciones de condensacién, y se realizo la saponificacién para remover la
clorofila y los lipidos saponificables. Ambas acciones se realizaron para evitar la

presencia de compuestos distintos a los carotenoides en el cromatograma.



En los espectros de RPE de las muestras solidas se observaron las bandas g =
2.0252, H: 321 mT perteneciente a Fe Il de alto espin y g = 2.0055 , H: 325 mT
perteneciente a un ién de un metal de transicion, probablemente Mn (I1), aunque no
se resolvid la sefial de 6 lineas caracteristica se sabe que los iones de Mn forman parte
de las plantas como cofactor de enzimasy en la clorofila dentro del fotosistema I1.

La proporcidn de desaparicion de los radicales TEMPOL y DPPH en presencia de
los extractos etandlicos de pimiento se observé con la espectroscopia de RPE, para
evaluar la habilidad de secuestrar a los radicales, esto es la actividad antioxidante.

Debido a que la composiciéon y el contenido de los constituyentes varia de
acuerdo con las condiciones de cultivo, maduracion, condiciones climaticas y modo
de almacenaje; esto dificulta el evaluar la actividad antioxidante por pruebas in vitro,
no existen pruebas estandarizadas y ya que las frutas y verduras contienen varios
componentes antioxidantes hidrosolubles y liposolubles se decidio realizar las
pruebas con los radicales con extractos etandlicos (al ser los radicales solubles en
etanol).

Este estudio mostré que con el método elegido para observar la actividad
antioxidante (no existe un método estandarizado) de los pimientos, fue el pimiento
verde el que presentd la mayor actividad antioxidante siguiendo en orden
descendente los de color amarillo, naranjay rojo.

El pimiento rojo posee mayores niveles de carotenoides pro-vitamina A, en el
trabajo de Matsufuji [441 el pimiento rojo era el que presentaba la mayor actividad
antioxidante. Esta diferencia pudo ser causada por los genotipos o variedad (pues los
nombres taxonémicos son poco confiables, en especial tratandose de especies
cultivadas) asi como las condiciones geograficas y de crecimiento.

Es importante recordar que la estimacion de la actividad antioxidante in vitro
tiene la dificultad de que los vegetales contienen abundantes compuestos con
habilidad antioxidante de diferentes polaridades, por lo que la eleccion del disolvente
para las extracciones sélido liquido provoca cierta selectividad, al no ser todos los
compuestos solubles.



Conclusién

Se identificaron los carotenoides a través de los espectros Uv-vis obtenidos
gracias al HPLC con arreglo de diodos, de esta forma se asignaron las bandas del
espectro Raman con sus respectivos carotenoides.

Se observd la actividad antioxidante en RPE con los radicales DPPH y Tempol. El
pimiento que presenté mayor actividad antioxidante fue el de color verde, que es el
gue tiene menor variedad de carotenoides. Con esto se deduce que la diferencia en las
actividades antioxidantes a partir del color de los pimientos no depende solo de la
presencia de distintos compuestos carotenoides, sino de la cantidad de vitamina C.

Los compuestos volatiles identificados con la MEFS-CG-EM no son conocidos
por poseer actividad antioxidante.

Cabe mencionar que para dar un valor agregado a los productos agronémicos se
debe buscar incrementar la concentracion de los compuestos benéficos asi como
mejorar el sabor, es necesario analizar los contenidos de fitonutrientes y la capacidad
antioxidante en los cultivos. Este trabajo tuvo por objetivo el proponer una
metodologia para ello, pensando en el desarrollo sustentable al abordar técnicas poco
empleadas en el pais que permiten una disminucion en la cantidad de disolventes

empleados como son la espectroscopia Raman y la micro extraccion en fase solida.

Considero que la espectroscopia Raman es una buena alternativa para el control
de calidad de frutas y legumbres al relacionar el color con la concentracion de
compuestos carotenoides cuando se ha realizado un analisis por HPLC previo, para
determinar las bandas de interés.
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