UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

SEDE QUITO

CARRERA: INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS
NATURALES

Tesis previa a la obtencién del titulo de: INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
DE LOS RECURSOS NATURALES

TEMA:
EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE CAPSAICINA A PARTIR DE CINCO
ESPECIES NATIVAS DEL GENERO Capsicum EXISTENTES EN EL
ECUADOR MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA DEFINICION

AUTORAS:
DIANA AURELIA BALSECA ALVAREZ
LORENA ANABEL RIVADENEIRA HERRERA

DIRECTOR:
CHRISTIAN F. LARENAS URIA

Quito, julio del 2013



DECLARATORIA DE RESPONSABILIDAD Y AUTORIZACION DE USO DEL
TRABAJO DE GRADO

Nosotras Diana Aurelia Balseca Alvarez y Lorena Anabel Rivadeneira Herrera
autorizamos a la Universidad Politécnica Salesiana la publicacion total o parcial de este

trabajo de grado y su reproduccion sin fines de lucro.

Ademas declaramos que los conceptos y analisis desarrollados y las conclusiones del

presente trabajo son de exclusiva responsabilidad de las autoras.

Quito, julio 2013

f: f:

Diana Aurelia Balseca Alvarez Lorena Anabel Rivadeneira Herrera

CC: 1715366868 CC: 1717679540



DEDICATORIA

A nuestros Padres, por ser el pilar fundamental en todo lo que somos, en nuestra
educacion tanto académica como personal, por su incondicional apoyo perfectamente

mantenido a través del tiempo. Todo este trabajo ha sido posible gracias a ellos.

A Dios, por brindarnos la oportunidad y la dicha de la vida, y los medios necesarios para
continuar nuestra formacion, y siendo un apoyo condicional para lograrlo, ya que, si él

no hubiéramos podido.

A nuestros Hermanos, por su ayuda y apoyo incondicional que nos brindaron en los

momentos que mas los necesitamos, nuestros sinceros agradecimientos.

A mi Compariera de tesis, por su comprension, ya que a pesar de todos los obstaculos

que se nos presentaron logramos nuestro objetivo final.



AGRADECIMIENTO

A nuestro Director de Tesis el Dr. Christian Larenas Uria, por darnos las directrices

necesarias para poder culminar este trabajo de investigacion.

A la Dra. Diana Fernandez, del Herbario Nacional del Ecuador, que nos brindo sus

conocimientos para la identificacion de las especies del género Capsicum.

Al Q.F. Wilson Tapia por la formacion académica en el area fitoquimica, sino también

por la confianza depositada en nuestra formacion académica.

Al Dr. Paco Noriega Rivera, por ayudarnos a resolver los diversos problemas

experimentales presentados en el area de analisis quimico.

A la Ing. Maria Belén Aldas, coordinadora del CIVABI, quien en el trascurso de nuestra
Tesis, nos dio todas las herramientas necesarias para poder realizar, de la manera mas

adecuada las diferentes metodologias préacticas en el laboratorio.

A la Directora de Carrera la Ing. Diana Calero, por su guia y ejemplo de formacion
académica, quien nos permitié adquirir conocimientos importantes en el area de

Biotecnologia.

Al Msc. Patricio Yanez, por su valioso aporte en el analisis de resultados del presente

trabajo investigativo.

A los diferentes ayudantes de Catedra, que con su colaboracién eficiencia y paciencia.



INDICE

INTRODUCCION ..ottt sttt sae st s st es st esassnes 1
CAPITULO | oottt st sttt aesassenaesansans 3
GENERALIDADES ...ttt ettt st sttt be e bt e st sat e sabe e beesbeesaaesateeas 3
110 JUSEITICACION .ttt 3
1.2 HIPOLESIS ..ttt b et ettt ettt et sb e 4
1.2.1. HIpOLESIS AltEINALIVA......ccueeveiiceeeiecie ettt et s re e s teeneens 4
1.2.2. HIPOLESIS NMUIA......c.eiieieieieeiete ettt ettt sttt et e s a et e e s et e sraensesreeneens 4

1.3, ODJEUIVOS ..ttt sttt be bbb et be bt b nenren 4
131, ODJEtIVO GENETAL.....eviiieiieieieeee et 4
1.3.2.  ODbjetivos ESPECITICOS. ....ccueiriiiriiirieieteietesieee ettt 4
CAPITULO H ottt st s st sas s s s st esassssssassnsssasssnsesanaans 6
MARCO TEORICO........oooieeieeeeeeeeeeeeeeee ettt s st aesa s s s s s sassssasansanans 6
2.1. Descripcion botanica: Familia SOIANaCEaE..........ccuevvieveerieitieiecieceee ettt 6
2.1.2. GENEIO CaPSICUM SP. eeuetiuiererieieieterietertesessesestesestesesteteseseesessesessesessesessesessenessenessenens 6

2.2. Origen del aji y su propagacion en el MUNGO.........ccooueerieereirieereere e 8
2.3. Centro de origen del CapsSicum en ECUAUON .........cceverieieieieiiniesieneseeieeeie e 9
2.4. Especies del gEnero CapSICUM ..........cccveiieieerieieeteseeeesie et te et s re et e s re s e sreesaenbesreenns 10
2.4.1. Especies del género Capsicum nativas del ECUador............ccccveeeeeeieeieeneceece e, 11

2.5. Descripcion de las principales especies explotadas ..........cceeeveeeeveiieeeviceece e 12
2.5.1. CapSICUM ANNUUM......coctiiieierteeterteseestesteeeessesseessesseessessesseessessesssessesssessessesssesseseens 12
2.5.2. CapSiCUM ChINENSE JACH.....cuerteeeeeteriesiesteeeesteseetesee e steseeessesteessessessaesesseessessesseens 12
2.5.3. CapSICUM FIULESCENS ...cuvieeeeeieiieieieseeste st et e et e e e e e te e esaesreessessesseessessesssessesseens 13
2.5.4. Capsicum PUDESCENS R. Y P. ottt sttt st aeens 13
2.5.5. CapSiCum DACCAtUM L.....c.ociiiieieeceeee ettt s reens 14

2.6. Caracteristicas del CUMTIVO ..........couiiiiiicicc e 14
2.8.10. SUBIO ..o 14
BT T Lo TSRS 14
2.6.3. ROtACION e CUIIVOS.......veieiiiictc et 14
2.6.4. EPOCAS 08 SIEMDIA. ........overevecreeeereceseeesessessseseesesessessesessssessssessesessssasssessssssssssessssnes 15
2.6.5. FErTIIZACION ...ouviieiiecee ettt 15

2.7.  Produccion mundial de CapSiCUM SPP. c.ccueeverrerrerrerieieieiereetesrestesteseesseeeseeseesessessessens 16



2.8.  Produccidn de Capsicum en el ECUAAON .........ccevveeeerieireecieseeeeie ettt 17

2.9.  ComercializaCion EXIEIMA. ........cerueuirieuirieiirietrte ettt 18
2.10. Importancia farmacoldgica del género CapSiCuM..........cccoeirveerenirienieeneeneeeene 18
2.11. Composicion quimica y valor nutritivo del género CapSicum..........ccceevvreereeeenenne. 22
2.12. Composicion fitoquimica del género CapSICUM .........coeereerieereenienerereeeseeieenes 22
2.12.1. AICAIOIAES ..ottt 23
2.13. Método de cuantificacion para Capsaicina mediante cromatografia liquida de alta
FESOIUCION (HPLC) ...ttt sttt 25
2.13.1.  INSEIUMENTACION. ....c.eiveiiteiieteeeteetee ettt 27
2.13.2.  FUNCIONAMIBNTO. ....uiviiiieiirteiietei ettt 27
2.13. MELOdOS A SEPAIACION.....c.eecveeeieiecteeiecteeeete et e et e ste e e e besteeaesbe e e e ssesbeeaaesreernens 32
2.13.1. FASE TBVEISA. c..eueenveeieetenieetente et et st e ste st e ebt et s bt et e s bt st e sbesbeebesbeeseebesaeensesbeeaneneeeneens 32
2.13.2.  Modos de elucion 8N HPLC ..o 32
2.14. Seleccion del modo de separacion de 1a MeZCla .......c.ooveeveerieirenincneeeeeee, 33
2.15. Método para determinacién analitica de estandar eXterno..........cceveeeeeverueeceesreennens 33
CAPITULO HL oottt st st s s sassense s s sssassassenansanen 35
MATERIALES, METODOS Y EQUIPOS .......oiieeieeieteeeteeeeseetesee st sessssssssassessssessesassnans 35
3.1. Localizacién geografica de las especies de Capsicum recolectadas. ..........ccccevveeeerennnne 35
3.2. Recoleccion del material VEgEtal ...........cccoveieieiiiiesesieseeeee e 36
3.3. Control de identitdad...........ccuvveiriiiniiiieie e 37
3.3.1. ROCOtO (CapSiCUuM PUDESCENS) ....eevveireeiecieeteeteete et ee et ste e saeste et e s reeaesreesnens 37
3.3.2. Tabasco (CapSiCUM fIULESCENS) ......ccueeciecreeieeiteeteetecteeee et te e e sbe e e e e sreeresreesnens 38
3.3.3. Habanero (CapSicum ChINENSE) .......ceeceiuieeeiecieeeeceeecte ettt 39
3.3.4. Aji cereza (CapsSicum DaCCAtUM) ......ceciverierierieieieiee ettt 40
3.3.5. Aji ratdn (CapSiCuM @NNUUM) .....ceeeeereresreriestesieeeseeeeseesessessessessessessesseseesessessessenes 41
3.5. Estudio quimMiCO CUANITALIVO ........cecuieieiieieieieeeeeee et 43
3.5.1. Tamizaje fItOQUIMICO ....c.evuereeieieieeeeees et 43
3.6. EXracCion de 12 01€0ITESING. .........eerueuirieirieieieiet ettt 46
3.6. Cromatografia en capa fiNa (TLC) ....ccoveveieeeeeireeesesese et 47
3.6.1. Identificacion de la Capsaicina de las oleorresinas por TLC.......ccccovevveerieerieenenne. 48
3.7. Cuantificacion de Capsaicina mediante HPLC..........cccooevieiieieieieeceseeeeeee e 54

3.7.1. Lineamientos para la utilizacion del HPLC ..........ccoveieirenireeeeeeeeeee e 54



3.7.2. DESArrollo del METOUO .......ccoiieeieieeeeiee ettt ettt e ettt e s eeteeesseaeeesseraeeessanes 54

3.8, MELOAO SCOVIIIE ...t 56
3.8.1.  Determinacion de unidades de pungencia Scoville (SHU) .......cccccoovenninncnene. 56

3.9, ANALISIS U8 CIUSLEN ...ttt sttt 57
(0 21 01 0 31 V2O 60
RESULTADOS...... ettt st ettt st ettt s bt et e bt e at et e sbe et e sbeeatenaesbeensenbesaeens 60
4.1, Recoleccion del material VEgetal ........ccvoveeiieieeiiiceeeceeeeeeee e 60
4.2. Control de identida..........cccoevruirieiinieiei et 61
4.5. Anélisis microscOPICO (NIStOIOGICO).....coveuireeuirieiirieiirieirte et 64
4.6. Métodos fisico quimicos aplicados al analisis de drogas.........ccccuevvvererereeriereereeieseseennn 67
4.6.1. Pardmetros de control de calidad. Ensayos fisico quimicos cuantitativos.................. 67
4.6.2. Tamizaje fitOQUIMICO ...ccviiveeiecie ettt et 70
4.6.3. Rendimiento de los extractos de las especies de CapSiCum. .......ccccceveevvevreneervesreennn. 72

4.7. Identificacion de capsaicina en las oleorresinas por TLC........cccvevieeeveeviieceevieceece e, 73
4.7.1. Preparacion de 1aS MUESTIAS ........c.evveerieirieirieirieisie ettt 73

4.8. Cuantificacion de Capsaicina mediante HPLC .........cccocuviiirenineninenneeeneeseeesee e 75
4.8.1. Curva de calibracion para CapSaiCiNa..........ceeeuruererueririenieierieerieeseeseeesee e 75

4.8.2. Cuantificacion de Capsaicina de las cinco especies de Capsicum mediante HPLC .. 76

4.9, ANALISIS ESTAAISTICO. ......eueeeeuiriiieieet et 80
4.9.1. Andlisis de Varianza (ANOVA) ...ttt et s 80
4.9.2. ANALISIS dE CIUSTEN ...ttt 82

Determinacion del nivel de pungencia en Unidades Scoville (SHU) .......cccooevvevievieececenee. 86

CONCLUSIONES ...ttt sttt et b e st esat e st st e et e e be e s bt e smeeemeeeneeennean 88
RECOMENDACIONES ...ttt sttt ettt st st e b e bt e saeeeaeeeneean 90
LISTA DE REFERENCIAS ... .ottt sttt sttt sbe e sbe e s e 91

ANEXOS L. 96



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del genero CapSiCum .........cccovveeeeiereneniseneseeseenenns 6
Cuadro2. Especies domesticadas del género Capsicum en AMErica .........ccocevvrererereennes 10
Cuadro 3. Usos etnobotanicos de las especies de Capsicum nativas en el Ecuador ........ 11
Cuadro 4. Plagas comunes que afectan a los cultivos de Capsicum Spp........ccccevevvveeenne. 15
Cuadro 5. Enfermedades asociadadas a CapSiCUM SPP.....c.erererireerierieneniesiesieseeeeeens 16
Cuadro 6. Principales paises productores de Capsicum spp. a nivel mundial ................. 17
Cuadro 7. Algunas actividades farmacologicas de la capsaiCina............cccccvevvevvervvennene. 21

Cuadro 8. Composicion quimica y valor nutritivo de pimientos dulces y picantes por 100

g de Producto COMESTIDIE .......oieeie e enes 22
Cuadro 9. Solubilidad de [0S alcaloides. ..........ccovieriiiiiieee e 23
Cuadro 10. Contenido de capsaicina presente en planta de Capsicum ..............cccccveueenne. 25
Cuadro 11. Tipos de separacion de la mezcla..........ccceoveveeiviic i 32

Cuadro 12. Fuerza eluyente de los principales disolventes organicos utilizados en

Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCIA.........cccoriiiiiiiiie e 33
Cuadro 13. Sitios de recoleccion de las especies seleccionadas para la extraccion de

(OF: 10 1Y- T [od | - USSR 36
Cuadro 14. Procedimiento para ensayo de metabolitos en extracto etéreo..................... 44
Cuadro 15. Procedimiento para ensayo de metabolitos en extracto etandlico................. 45
Cuadro 16. Procedimiento para ensayo de metabolitos en extracto acuoso .................... 46
Cuadro 17. Posicién de la aplicacion del recorrido de las muestras para TLC................ 51
Cuadro 18. Preparacion de los estandares de Capsaicina para analisis de HPLC............ 54
Cuadro 19. Condiciones del HPLC para la cuantificacion de Capsaicina............c.......... 56

Cuadro 20. Descriptores morfoldgicos cualitativos medidos en las plantas de Capsicum

] 0] TP 58
Cuadro 21. Descriptores morfoldgicos cuantitativos medidos en las plantas de Capsicum
] O PSP PR PR 58
Cuadro 22. Parametros de control de calidad y cuantificacion de Capsaicina en

(O T o1 o1 1] ] o USRI 59

Cuadro 23. Analisis macroscépico de los frutos de las especies de Capsicum estudiadas



Cuadro 24. Andlisis del contenido de materias extrafias en las especies de Capsicum
LS00 [T To SRS 63
Cuadro 25. Resumen de los valores obtenidos en los ensayos fisico quimicos

cuantitativos de control de calidad comparados con la normas para especias y

[o10] 10 110 01=] 0] (01 USSR 70
Cuadro 26. Resultados del Tamizaje fitoquimico de las especies de Capsicum.............. 71
Cuadro 27. Extraccion de oleorresina y calculo del rendimiento ...........cccccvevevvevivenenne. 72
Cuadro 28. Area de los picos de las diluciones del estandar de Capsaicina.................... 75
Cuadro 29. Concentracién de capsaicina en Capsicum baccatum (aji cereza)................ 77
Cuadro 30. Concentracion de capsaicina en Capsicum chinense (aji habanero)............. 77
Cuadro 31. Concentracién de capsaicina en Capsicum pubescens (aji rocoto) ............... 78
Cuadro 32. Concentracién de capsaicina en Capsicum annuum (aji ratén)..................... 78
Cuadro 33. Concentracion de Capsaicina en Capsicum frutescens (aji tabasco)............. 79

Cuadro 34. Concentracién de Capsaicina (mg/kg) en las cinco especies de Capsicum ..81

Cuadro 35. Parametros estadisticos para la concentracion de Capsaicina en las especies

[0 LR @03 (o1 SO 81
Cuadro 36. Célculo del estadistico F para el ANOVA ... 81
Cuadro 37. Resultados de la Prueba de Tukey para contenido de capsaicina.................. 82
Cuadro 38. Escala Scoville y las principales variedades de Capsicum spp. ..........c.c....... 86

Cuadro 39. Valores de la concentracion de Capsaicina en Unidades Scoville (SHU) ....87



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucién de las especies domesticadas del Capsicum en la época del

descubrimiento de 1aS AMEAIICAS. .......oiviiiieieieiere e e e 9
Figura 2. Porcentaje de produccion de Capsicum spp. a nivel mundial .......................... 17
Figura 3. Molécula de la Capsaicina (8-metil-N-vainil-6-nonenamida)...........c...c..c....... 24
Figura 4. Esquema del proceso de analisis de Capsaicina mediante HPLC .................... 26
Figura 5. Componentes del Sistema HPLC...........cccoiiiiiiiiiiiecee e 27
Figura 6. Esquema de la columna cromatografica...........cccccvvvieiieiiiiiciicce e 29
Figura 7. Celda de absorcion de radiacion UV visible para HPLC ..........c.ccccoecveiiiienen, 31

Figura 8. Comparacion de las muestras recolectados con el especimenes de C. pubescens
encontrado en el Herbario Nacional de QUITO..........cccevvriiiieniiie e 38
Figura 9. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. frutescens
encontrado en el Herbario Nacional de QUIt0...........ccceeveeiiecciee i 39
Figura 10. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. chinense
encontrado en el Herbario Nacional de QUITO..........cccevviiiiieiiiie e 40
Figura 11. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. baccatum
encontrado en el Herbario Nacional de QUIt0...........ccceevveiieiiie i 41

Figura 12. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. annuum

encontrado en el Herbario Nacional de QUITO..........cccovviirieene i 42
Figura 13. Estructura interna de los frutos de CapSiCum ........c.ccceevvveiiiiievicieseece e 43
Figura 14. Procedimiento de extraccion de la oleorresina de Capsicum spp...........c.c..... 47
Figura 15. Disoluciones de oleorresina de Capsicum para analisis mediante TLC. ........ 48

Figura 16. Equipo Linomat 5 inyectando las muestras de oleorresina de Capsicum....... 50

Figura 17. Placa cromatogréafica con las muestras de oleorresina de Capsicum.............. 50
Figura 18. Corrida de las muestras con la fase movil en la placa cromatogréfica........... 51
Figura 19. Evaporacion del eluyente de la placa cromatografica ............ccocvvvvviviiennn 52
Figura 20. Bandas de Capsaicina en placa cromatogréafica observada a 254 nm............. 53
Figura 21. Placa cromatografica observada a 352 NM ..........ccceeeeieiiiiiicce e 53

Figura 22. Mapa del Ecuador y ubicacion de los sitios de recoleccién de las especies de

LOF = 01S] o] U SRS 60



Figura 23. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. baccatum mostrando granulos
de almiddn en células parenQUIMALICAS..........cooieririririieee e 64
Figura 24. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. chinense mostrando en células
parenquimaticas poco difereNCiadas ..........c.ccvvieiiere i 65
Figura 25. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. pubescens que muestra las
paredes celulares del ParéNQUIMAL..........ccoeiiiiieree s 65
Figura 26. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. annuum que muestra células
poco diferenciadas del ParénNQUIMA..........cccoecviieiieie i 66

Figura 27. Corte transversal de la pared placentaria del fruto de C. frutescens que

muestra CElulas PareNQUIMALICAS .........coeirerieieeieeees et 66
Figura 28. Porcentaje de humedad de los frutos secos de Capsicum Spp. ......ccccecvvevennenn 67
Figura 29. Porcentaje de Cenizas totales de las muestras de Capsicum Spp............c.c..... 68

Figura 30.Porcentaje de Cenizas Solubles en agua de las muestras de Capsicum spp. ...69
Figura 31. Porcentaje de Cenizas insolubles de acido clorhidrico 10% de las muestras de

(@8 T 0TS (o0 1] ] o RSOOSR 69
Figura 32. Extractos etéreos para tamizaje fitoquimiCo..........ccccveveiiiiieciic e, 70
Figura 33. Rendimiento de oleorresina de CapSiCUM SPP......covrveierienereneneseseeeeeens 73

Figura 34. Calculo del rf., para capsaicina en placa cromatografica observada a 254 nm.

.......................................................................................................................................... 74
Figura 35. Curva de calibracion de capsaicina obtenida mediante HPLC ....................... 76
Figura 36. Concentracion de Capsaicina en g/kg de fruto seco en Capsicum sp............. 79
Figura 37. Dendograma que muestra la similitud entre las especies de Capsicum

BSTUTIATAS ...ttt bbb r e 84

Figura 38. Analisis de componentes principales PCA ..........ccoooieieiie i 85



INDICE DE ANEXOS

ANEX0 1. ArticulO reViSta SCIENCE .......cciiiiiiieieieee e 96
Anexo 2. Hoja de datos por especie para reColeCCION.........cccuevvevierereiiieseeieeeeieen, 100
Anexo 3. Certificado de identificacion de eSPECIES .........covvrerriirireiereneeee e 101
Anexo 4. Certificado de pureza CapsaiCcina USP..........ccccccovvveiieve e 102
Anexo 5. Método OfiCial ADAC ...t e 104
Anexo 6. Descriptores morfologicos utilizados para la caracterizacion de las especies de
CAPSICUIM SP. .tttk e bbbttt b et et et e et b e bbbt b e s e e 106
Anexo 7. Analisis de Varianza y prueba De Tukey mediante el programa ESTADISTIX
B0 ettt E et E e bt e R e R et et R b et Rt Rt et et et tereene s 109
Anexo 8. Temperaturas medias en el ECUadOr. ...........ccoceiiiiiiniiicieec e 110

Anexo 9. Cromatogramas obtenidos de la cuantificacion de Capsaicina...................... 111



RESUMEN

Los recursos genéticos de aji, son importantes por ser fuente natural de capsaicina. Los
reportes sobre la amplitud de esta caracteristica en los ajies nativos del Ecuador son
escasos. El objetivo del presente estudio fue identificar y cuantificar la capsaicina en
oleorresina de las especies de genero Capsicum, en poblaciones recolectadas en las
provincias de Loja, Santo Domingo de la Tsachilas, Esmeraldas, Los Rios y Morona

Santiago.

Se realiz6 un estudio farmacognosico del fruto seco de las cinco especies representativas
del género Capsicum (C. baccatum. C. chinense, C. pubescens, C. annuum, C.
frutescens), determinando las caracteristicas macromorfoldgicas, los parametros fisico
quimicos de control de calidad de la droga, segin las Normas NTE INEN 2532 (2010).

En el tamizaje fitoquimico se evidencid, la presencia de alcaloides, aceites y grasas,
resinas, compuestos fendlicos, taninos, azucares reductores, saponinas, principios
astringentes y amargos. Procedimiento realizado segin el Manual de Métodos de
Anélisis de drogas Yy extractos (Migdalia, 2002).

Se realizd la identificacion de capsaicina mediante Cromatografia en capa fina (TLC)
comparando las oleorresinas con el estandar de capsaicina USP (98,9%), obteniendo un
Rf de 0,1835, la capsaicina presentd una leve fluorescencia a una longitud de onda de
254nm. La cuantificacion de capsaicina fue mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). El Capsicum chinense presentd el rendimiento més alto con
promedio de 11340 mg/kg. Se concluyd que esta especie posee un alto potencial para la
extraccion de capsaicina, la misma que puede ser utilizada a nivel comercial en la

industria farmacoldgica y alimenticia.

Palabras claves: farmacognosia, capsaicina, cromatografia, nativo



ABSTRACT

Pepper genetic resources are important for being a natural source of capsaicin. The
information about the magnitude of this feature in chili are scarce native Ecuador. The
aim of this study was to identify and quantify capsaicin oleoresin Capsicum species in
populations collected in the provinces of Loja, Santo Domingo de la Tsé&chilas,

Esmeraldas, Los Rios and Morona Santiago.

A pharmacognosy study the dry fruit of the five representative species of the genus
Capsicum (C. baccatum, C. chinense, C. pubescens, C. annuum, C. frutescens), macro
morphological determining the characteristics, the physical and chemical parameters for
quality control of the drug according to NTE INEN Standards 2532 (2010).

The phytochemical screening showed the presence of alkaloids, oils and fats, resins,

phenolic compounds, tannins, reducing sugars, saponins, astringent and bitter principles.

Identification was performed by capsaicin Thin layer chromatography (TLC) oleoresins
comparing with standard USP capsaicin (98.9%), yielding 0.1835Rf, capsaicin showed a
low fluorescence at a wavelength of 254nm. Capsaicin was quantification using liquid
chromatography tin (HPLC). The Capsicum chinense presented the highest yield with an
average of 11340 mg/kg. It was concluded that this species has a high potential for
extraction of capsaicin, the same that can be used commercially in the food and

pharmaceutical industry.

Keywords: pharmacognosy, capsaicin, chromatography, native



INTRODUCCION

Todas las formas de aji, pimiento o chile pertenecen al género Capsicum. Este género se
incluye en la extensa familia de las Solanaceas, la cual se encuentra dividida en dos
subfamilias: Solanoideae y Cestroideae. Capsicum pertenece a la tribu mas grande de la
subfamilia Solanoideae, la tribu Solaneae. Esta tribu contiene alrededor de 1250
especies encuadradas en 18 géneros; entre ellos aparte de Capsicum hay otros géneros en
los que se incluyen especies cultivadas muy importantes como: Solanum, Lycopersicon,

Cyphomandra, Physalis, etc. (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003).

El aji es un cultivo de gran demanda en todo el mundo. En el Ecuador se cultivan cinco
especies: Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum
pubescens y Capsicum frutescens. Estudios recientes sefialan que el aji tiene origen
ecuatoriano segun lo establecié un equipo internacional de investigadores de la
Universidad de Calgary, en Canadg, y de la Universidad de Missouri en EE.UU., que
publicé su trabajo en la revista Science. Segun este estudio, los rastros mas antiguos de
aji fueron hallados en Loma Alta y Real Alto, peninsula de Santa Elena, y tienen una
edad aproximada de 6.100 afios, mientras que los encontrados en otras zonas del

continente tienen entre 5.600 y 500 afios de antigiiedad (Perry, y otros, 2007).

Ademaés de su importancia como alimento, se ha reportado que la especie es utilizada
como medicamento entre las comunidades indigenas de México, Centro y Sudamérica
(Chavez Servia, Tuxill, & Jarvis, 2004). Cabe sefialar que la medicina tradicional le
atribuye propiedades irritantes, laxantes, rubefacientes y expectorantes. Se utiliza para
tratar ciertas enfermedades culturales como “mal de aire y mal de 0jo” y enfermedades
de la piel como: la erisipela, erupciones, heridas externas, llagas infectadas, vesicante
(Waizel Bucay & Camacho Morfin, 2011).

La capsaicina es el componente responsable de la sensacion picante de los ajies, la cual
es utilizada como analgésico tdpico. Un estudio de la Universidad de Nottingham
publicado en la revista Biochemical and Biophysical Research Communications titulado:

“Vanilloid receptor agonists and antagonists are mitochondrial inhibitors: How



vanilloids cause non-vanilloid receptor mediated cell death”. Demostré6 que los
vaniloides, la familia de moléculas a la que pertenece la capsaicina, se unen a las
proteinas en la mitocondria de la célula cancerosa y genera la apoptosis, 0 muerte
celular, sin dafiar a las células sanas circundantes. La bioguimica de las mitocondrias en
celulas cancerosas es muy diferente a la de las células normales, de ahi la gran
selectividad de la capsaicina en el tratamiento de los diferentes tipos de céncer
(Athanasiou, y otros, 2007).

Debido a la importancia de este genero tanto en el ambito alimenticio como
farmacologico, la presente investigacion se basé en la aplicacion de una metodologia
conocida para la obtencion de oleorresinas con alto contenido de capsaicina (Anexo 5),
asi como su purificacion y cuantificacion, para lo cual se seleccioné el material vegetal
de diversas regiones del pais, se procedio a aplicar la metodologia para el control de
calidad de drogas establecido en el Manual de Métodos de Analisis de Drogas y
Extractos (Migdalia, 2002), asi se aseguré que no existiera una posible degradacion de

los principios activos en las muestras.

La extraccion de las oleorresinas de las especies de Capsicum se realiz6 usando como
solvente etanol al 96% a reflujo durante cuatro horas; posteriormente se purifico y se
cuantifico cada una de las muestras mediante la técnica de cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) utilizando un estandar USP (98,9%pureza) y como fase movil:
metanol 60%, acetonitrilo 20% y agua 20%. Se obtuvo cromatogramas con tiempos de

retencidn tanto para la muestra como para el estandar de 2,675 minutos.



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. Justificacion

Los ajies son originarios y domesticados en América, tienen su mayor area de diversidad
en la region Andina y Amazonica de América del Sur; en el Ecuador, existen 5 especies
(Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum pubescens y
Capsicum frutescens) de acuerdo al Departamento Nacional de Recursos Fitogenéticos
DENAREF, siendo Capsicum galapagoense la Unica especie endémica (Vacas Cruz,
2008).

Los frutos del aji o chile (Capsicum spp.) son relevantes en la alimentacién humana. La
planta sintetiza y acumula capsaicinoides, un grupo de alcaloides ubicados
principalmente en el tejido de la placenta adyacente a las semillas y responsables del
picor (Ben—Chaim, 2006). Su contenido depende del genotipo, la madurez del fruto y las
condiciones de cultivo (Zewdie & Bosland, 2000). Debido a la gran diversidad y al
clima que posee el Ecuador es posible que estos metabolitos tengan un buen rendimiento
en las especies cultivadas. Los principales capsaicinoides son: la capsaicina y la
dihidrocapsaicina que son los responsables de mas de 90 % del picor (Manirakiza,
2003).

La capsaicina posee propiedades analgésicas, anti—inflamatorias, antioxidantes e incluso
anti cancerigenas al inhibir el crecimiento dependiente de androgenos en células
cancerigenas de seno, colon, adenocarcinoma gastrico y de prostata (Djamgoz & Isbilen,
2006). El potencial de las especies de Capsicum como fuente de capsaicina en la
industria farmacéutica ha promovido su estudio fitoquimico (Moran, Aguilar, Corona,
Castillo, Soto, & San Miguel, 2008).

La investigacion se enfocd en especies autoctonas del pais, para lo cual fue necesario

aplicar una metodologia de obtencién de dicho alcaloide mediante una maceracion a



reflujo en las diferentes especies de Capsicum existentes para poder identificar la

variedad con mayor rendimiento.

El aporte principal a la ciencia con este proyecto es la identificacion de las especies con
mas potencial en la obtencion de este metabolito para poder producirlo a gran escala, al
ser éste muy cotizado por sus mdultiples beneficios tanto alimentarios como

farmacéuticos.
1.2 HipOtesis
1.2.1. HipAtesis alternativa

Al menos una de las especies del género Capsicum nativas del Ecuador posee un

porcentaje de Capsaicina mayor a 1%.

1.2.2. Hipdtesis nula

Ninguna de las especies del género Capsicum nativas del Ecuador posee un porcentaje

de Capsaicina mayor a 1%.
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Extraer y cuantificar la Capsaicina de los frutos de cinco especies del género Capsicum
nativas del Ecuador mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

1.3.2. Objetivos Especificos

e Seleccionar cinco especies de aji (Capsicum sp.) nativas del Ecuador que posean
un elevado picor, lo cual es indicativo de la presencia de Capsaicina en los

mismos.



Obtener la oleorresina, de los frutos secos de aji de las de especies vegetales
escogidas, utilizando el etanol al 96% como disolvente mediante maceracion a

reflujo.

Identificar el alcaloide Capsaicina de las oleorresinas de la especies de Capsicum
mediante cromatografia de capa fina (TLC) usando el estandar de USP (98,9%)

en placas de silica gel.

Cuantificar del alcaloide Capsaicina a partir del andlisis de la oleorresina
obtenida de frutos delas especies de Capsicum mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC).

Clasificar las especies de Capsicum de acuerdo a la Escala Scoville, ubicandolas
de acuerdo a su pungencia, con el fin de determinar la variedad de mas alto

rendimiento de Capsaicina en el Ecuador.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1. Descripcion botanica: Familia Solanaceae

Las solanaceas tienen 85 generos y unas 2300 especies. Entre las principales especies de
esta familia por sus diferentes usos tenemos: Datura stramoniun (estramonio), Solanum
dulcamara (dulcamara), Solanum nigrum (solano negro), Atropa belladonna (belladona)
y Hyocyamus niger (belefio). Se cultivan muchas especies tropicales y subtropicales con
fines agricolas y ornamentales, por ejemplo Solanum tuberosum (papa), Solanum

lycopersicum (tomate), Nicotiana tabacum (tabaco) (Trease, 1998).
2.1.2. Género Capsicum sp.
Segun K.V. Peter (2008), la mas reciente clasificacion taxondmica es:

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del genero Capsicum

Reino : Plantae

Division: | Magnoliophyta
Clase: MAGNOLIOPSIDA

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Fuente: (Peter, 2008)

Nombres Colectivos: Aji (Suramérica); Chile (México); rocoto (Ecuador y Per(); uchu
(Pert y Bolivia); guindilla (Espafia); pepper (USA); piment (Francia); pimienta
(Portugal) (Ledn, 2000).

Las especies del género incluyen todas las variedades picantes (ajies), como las especies
dulces (pimiento). EL nombre cientifico del género deriva del griego Kapso (picar) o
Kapsakes (capsula). Es econdmicamente muy importante y en la horticultura se han
desarrollado numerosas variedades (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003).
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2.1.2.1. Descripcion Botéanica

Son plantas herbéceas de diferente tamafio, con un periodo de vida generalmente menor
a un afio. Crecimiento simpodial: los tallos y ramas se forman de sectores en cuyo nudo
superior hay, por lo general, yemas floriferas y dos ramillas que forman un dicasio, una
de ellas méas desarrollada que la opuesta. La rama méas grande continua el crecimiento y
en su nudo superior se repite la norma de inflorescencia y ramas. Hojas generalmente
elipticas, con el apice agudo y la base asimétrica con variaciones entre especies (Vacas
Cruz, 2008)

Presenta dos flores por nudo, rara vez una flor, con pedicelos erectos o doblados en la
antesis. El céliz es cupular, glabro, con los dientes muy cortos y prominentes. La corola
es amarillo verdosa, ocasionalmente entre blanco lechoso o morado y las anteras azules.
El caliz de los frutos maduros generalmente presenta una constriccion anular en la union
con el pedicelo; margenes doblados hacia arriba. El fruto es de pulpa firme, rojo o
amarillo, a veces, blanco (Vacas Cruz, 2008).

2.1.2.2. Etnobotéanica del género Capsicum

Segun Garcia Barriga (1992) se usa el jugo o la tintura del fruto por via oral contra las
hemorroides. También cita que se recomienda la tintura de los diversos frutos de

Capsicum en la gota, en los reumatismos y en la bronquitis.

En el Perul se aconseja el consumo en las comidas por sus efectos digestivos, colagogos
y carminativos. Para aprovechar las propiedades analgésicas y rubefacientes, el fruto y
las semillas deben ser macerados en el alcohol al 70% vy el liquido resultante se debe

aplicar como linimento en las zonas del cuerpo afectadas (Garcia-Barriga, 1992).

En Bolivia la Farmacopea Callawaya utiliza numerosas formas farmacéuticas para
diversas indicaciones destacando como antisépticas y rubefacientes. Externamente se
usa como revulsivo en pomadas y linimentos contra los dolores reumaticos y las
neuralgias (Oblitas, 1992).



Por via topica, el pimiento se utiliza tradicionalmente en el tratamiento sintomatico de

manifestaciones articulares dolorosas menores (Vega, 2001).

2.2. Origen del aji y su propagacién en el mundo

Los boténicos, especialistas en el tema, concuerdan en afirmar que el género Capsicum
es una planta nativa de las zonas tropicales del Nuevo Mundo y que su centro de origen
se localiza en el centro de Sudamérica en los altos de Bolivia o en una zona montafiosa

del sur de Brasil donde se encuentran 11 especies silvestres (Pickersgill, 2007).

Los ajies son originarios y domesticados en América, tienen su mayor area de diversidad
en la region Andina y Amazonica de América del Sur (Bolivia y el sur de Brasil) (Vacas
Cruz, 2008).

La botanica inglesa Barbara Pickersgill opina que las especies silvestres de Capsicum
probablemente fueron domesticadas en diferentes épocas, en un periodo que comprende
6000 afios. No obstante, hay restos arqueolégicos de chiles domesticados con fechas
anteriores al afio 2000 a.C. Los especialistas especulan que cada una de las especies
fueron domesticadas en forma independiente, en diferentes zonas geograficas, antes de

la llegada de los europeos en el siglo XV (Pickersgill, 2007).

Cuando llegaron los espafioles al Nuevo Mundo, a fines del siglo XV, el Capsicum
Ilevaba miles de afios de ser domesticado y difundido desde su centro de origen, como
indica el mapa trazado por Charles Heiser, mostrando la distribucion de las especies del
Capsicum en la época de la llegada de los europeos (véase Figura 1) (Towell, 2005).



Figura 1. Distribucion de las especies domesticadas del Capsicum en la época del descubrimiento de las

Américas
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Fuente: (Towell, 2005)

2.3. Centro de origen del Capsicum en Ecuador

Investigaciones bibliogréaficas cientificas recientes sefialan que el aji o pimiento picante
tiene origen ecuatoriano segun descubri6 un equipo internacional de investigadores de la
Universidad de Calgary, en Canada, y de la Universidad de Missouri en EE.UU., que
publicaron su trabajo en la revista Science. Segun este estudio, los rastros mas antiguos
de aji fueron hallados en Loma Alta y Real Alto, peninsula de Santa Elena, y tienen una
edad aproximada de 6.100 afios, mientras que los encontrados en otras zonas del
continente tienen entre 5.600 y 500 afios de antigliedad. Luego el pimiento picante fue
llevado a Europa. El rastreo de este famoso condimento, que tiene una gran cantidad de
variaciones, especialmente en México, se llevd a cabo a partir de microfésiles de
almidon recuperados, piedras, sedimentos y recipientes de ceramica para cocinar. (El aji

nacié en el Ecuador, 2007).

Los hallazgos, que se divulgan en el articulo “Starch Fossils and the Domestication and

Dispersal of Chili Peppers (Capsicum spp.L.) in the Americas” de la revista Science,



revelan que las variedades comunes de pimientos picantes, de la especie Capsicum, se

usaban profusamente desde las Bahamas hasta el sur de Peru (Perry, y otros, 2007).

Pero segun el estudio, Ecuador es el lugar méas antiguo el que se hallaron granos de
almidon de pimientos picantes, de entre siete sitios donde se encontraron rastros de este

alimento en América (Véase Anexo 1).

2.4. Especies del género Capsicum

En toda América existen mas de 26 especies, de las cuales 12 son aprovechadas por el

ser humano, y de estas solo cinco son cultivadas y domesticadas Cuadro 2.

Cuadro2. Especies domesticadas del género Capsicum en América

C. annuum L Serrano, jalapefio
C. baccatum L. var. pendulum (Wild) Amarillo, cristal
C. chinense Jacq. Habanero
C. frutescens L. Tabasco
C. pubescens Manzano

Fuente: (Pickersgill, 2007)

En el informe, 2008 sobre el estado de los recursos fitogenéticos para la agricultura y la
alimentacion - en colaboracién con Ing. Cesar Tapia, del Instituto Nacional Autbnomo
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), a traves del Departamento Nacional de
Recursos Fitogenéticos y Biotecnologia DENAREF en el Ecuador, se publico que
existen 9 especies (Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense,
Capsicum dimorphum, Capsicum galapagoense, Capsicum hookerianum, Capsicum
lycianthoides, Capsicum pubescens y Capsicum rhomboideum) y mas de 60 variedades
tradicionales en cultivo, estando Capsicum galapagoense como la Unica especie
endémica; siendo las especies nativas cultivadas de aji en el pais (C. annuum, C.
baccatum, C. chinense, C. pubescens y C. frutescens) que se utilizan tradicionalmente
como agregados naturales para realzar el sabor de los alimentos. En las diferentes

comidas ecuatorianas este tipo de sabores le dan una identidad Unica (Bruneton, 2001).
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2.4.1. Especies del género Capsicum nativas del Ecuador

Alfredo Paredes, boténico y quimico, publicé: Plantas usadas por nuestros aborigenes

(1955), donde se citan las siguientes especies nativas del genero Capsicum en Ecuador.

Cuadro 3. Usos etnobotanicos de las especies de Capsicum nativas en el Ecuador

Capsicum C. annuum Capsicum Capsicum Capsicum Capsicum
annuum L. var. Annuum cerasiforme chinense. Jaca.  pubescens. rhomboideum
Willd. Ruiz&Pav. (Kunth) Kuntze
Hierba terrestre, Hierba Arbusto Hierba terrestre Arbusto Hierba terrestre
subarbusto 0 terrestre, 0 subarbusto
arbusto. subarbusto
Nativa. Cultivada  Nativa. Nativa. Cultivada Nativa Nativa
Cultivada Cultivada Cultivada
Uchd muyu, Pia, suara pia  Mutu ucha Pui jimia (shuar ~ uchd Hierba dura,
(Kichwa), yaa (pai coca), aji  (Kichwa) chicham), aji (Kichwa), hierba mora,
jimia (shuar), aji (castellano) gallinazo jaijoropia (pai siete varas
rocoto, coca), aji  (castellano)
(castellano). rocoto
(castellano).
Awa, Chachi, Secoya Kichwa Cofan, Secoya, Kichwa de la Con el tallo se
Kichwa de la Siona, Kichwa Sierra-Loja, elabora los aros
Sierra 'y del del Oriente, Secoya, etnias de los tambores
Oriente,  Cofan, (Sucumbios, del Cafiar y (Imbabura
Siona, Shuar, Orellana), Shuar  Azuay. Pichincha)
Secoya.
Alimenticios: Alimenticios:  Alimenticios:  Alimenticios: El fruto es Materiales: Con
Condimento El fruto es El fruto es Fruto y hojas comestible, el tallo se
picante comestible. Se comestible comestibles, condimento elaboran los aros
Materiales: la utiliza como condimento. Social: El de los tambores
planta, después de condimento Materiales: fruto, en Toxico: Fruto
quemarla  sirve Elimina los masajes Se usa para
para eliminar los gusanos del corporales, tratar granos
gusanos del techo. techo alivia el dolor (etnia no
Social: Toxico: de cabeza. especificada -
Recuperarse  de Insecticida. Medicinal: Pichincha).
los desmayos. Los Medicinal: Las hojas
Shamanes hierven Fruto es calientes se
los frutos y bafian cardiotdnico y aplican  para
a las personas paralatose tratar la
(Wao-Napo). infecciones de mordedura de
Toxico: el fruto los ojos. Las los perros,
es insecticida hojas para el Kichwa de la
Medicinal: dolor de las Sierra-Loja.
Digestivo y contra articulaciones y
parasitos. bajar la
temperatura.

Fuente: (Paredes, 1955)
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2.5. Descripcion de las principales especies explotadas
2.5.1. Capsicum annuum

Esta es la mas variable de todas las especies del género y la mas ampliamente cultivada;
solo en México se conoce mas de 100 variedades. Incluyen tanto formas picantes como
dulces. Se distinguen por sus flores de corola blanca o amarillenta, con anteras azules o
purpureas. Los frutos aparecen en las axilas de las hojas o ramillas, por lo comdn
solitarios. Los pedicelos son cortos o largos, erectos o pendientes. Las semillas son de
color claro. No hay pubescencia en el tronco y follaje. Esta especie se halla distribuida
especialmente en América del Norte y Central y su domesticacion se sugiere debio estar
en México (Ledn, 2000).

2.5.2. Capsicum chinense Jacq.

La especie de aji conocido botanicamente con la nomenclatura taxondémica de Capsicum
chinense, es conocido en la peninsula de Yucatan y Belice con el apelativo de “chile
habanero”. Esta especie se caracteriza por ser la mas picante de todas las especies de
Capsicum. La planta de la especie crece a una altura de 40 a 75 centimetros, segun los
factores ambientales; en climas tropicales puede llegar a medir hasta dos metros. El céliz
carece de dientes, pero presenta una indentacion marcada entre la base y el pedunculo.
Esta es la Unica caracteristica morfoldgica que la separa de la especie frutescens y no se
encuentra presente en todos los casos. La planta produce de dos a seis frutos por nudo,
de forma esférica o alargada y de gran variacion en el tamafo. Los frutos inmaduros se
presentan de color verde y van adquiriendo un tono anaranjado, amarillo, salmén, rojo o
café al madurar. El fruto tiene un aroma caracteristico que algunos consumidores
relacionan con el olor del albaricoque y que se considera una caracteristica distintiva.
Como las demas especies de Capsicum este chile se origin6 en América del Sur, en los
altos de Bolivia o en el sur del Brasil. De esta zona llegd, por dispersién natural, a las
tierras bajas de la Cuenca Amazonica en el Brasil, considerado por los botanicos como

su centro de diversificacion (Peter, 2008).
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2.5.3. Capsicum frutescens

Las plantas cultivadas miden entre 40 y 75 centimetros, tienen dos o més pedunculos por
nodulo y caliz truncado o ligeramente dentado. Como planta silvestre, produce pequefios
frutos rojos, parados en las ramas, que se separan del céliz con facilidad. Esta pequefia
fruta y el hecho que sea caduca ayuda a su dispersion por los pajaros. El fruto de las
plantas semidomesticadas crece tanto en posicion erecta como colgante, y tiene una gran
variedad de formas. Es de color verde o amarillo, en su estado tierno, y se convierte en
un tono rojo vivo al madurar. Es un chile muy picante que posee varias caracteristicas en
comun con el C. chinense, pero se diferencia en el nimero de frutos por nudo axilar y en
la constriccién circular en la base, rasgo distintivo del C. chinense y ausente en el C.
frutescens. El C. frutescens cultivado méas conocido comercialmente es el tipo Tabasco,

utilizado como base de la famosa salsa del mismo nombre (Heiser, 1964).

La distribucidn geogréafica del C. chinense y C. frutescens es similar en América del Sur,
y las dos especies cuentan con muchos caracteres comunes. La especie crece como una
planta espontanea, tolerada o semi-domesticada en tierras bajas, desde el sur de los
Estados Unidos hasta Argentina. Los especialistas calculan que su centro de origen,

como especie, haya sido en la cuenca amazonica (Towell, 2005).
2.5.4. Capsicum pubescens R. y P.

Especie que se puede distinguir de las anteriores por las flores de color parpura, por
tener un fruto en cada axila y semillas de color morado o negro. Las hojas son
pubescentes y rugosas. Se cultiva principalmente en la region occidental de los Andes

pero se ha extendido hasta México. El tipo principal es el aji Rocoto (Leon, 2000).

Segun el botanico W. Hardy Eshbaugh su centro de origen se encuentra en Bolivia, en la
zona del rio Mizque, entre Cochabamba y Sucre. La especie esta aislada genéticamente
de las otras especies aqui tratadas y no se puede cruzar con ninguna de ellas (McLeod &
Guttman, 2001).
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2.5.5. Capsicum baccatum L.

Planta herbacea, periodo de vida menor a un afio, crecimiento simpodial, los tallos y
ramas cuyo nudo superior, hay por lo general, yemas floriferas y dos ramillas que
forman un dicasio. Hojas generalmente elipticas, con apice agudo y base asimétrica. Dos
flores por nudo rara vez solitaria, pedicelos erectos. El céliz es cupular, glabro con
dientes muy cortos y prominentes. Corola amarilla verdosa, ocasionalmente entre
blanco, anteras azules. Fruto de pulpa firme, rojo o amarillo y a veces blanco (Farinango
Cervantes, 2007).

2.6. Caracteristicas del cultivo

2.6.1. Suelo

Los mejores suelos para el cultivo de aji son los de textura suelta o ligeramente arcillosa
(franco- franco arcillosos), bien nivelados y con un alto contenido de materia organica y
pH entre 5.5y 7.0. En caso de riego por goteo, los suelos arenosos son factibles para el
cultivo de aji, pues llegan a obtenerse altos rendimientos y excelente calidad (FDA,
1994).

2.6.2. Riego

Se debe lograr una humedad en el suelo de 90% de la capacidad de campo hasta
fructificacion y 80% en periodo restante, insuficiente humedad trae como consecuencia
detencién del crecimiento, caida de flores y de los frutos, frutos pequefios y deformes
(Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003).

2.6.3. Rotacion de cultivos

Se recomienda al cabo de 4 a 5 afios del cultivo de aji, se repita la siembra en el mismo
lugar. Sin embargo razones econdmicas obligan a que nuestros agricultores sélo esperen
un afo, lo que se traduce en la presencia de insectos y enfermedades dificiles de curar.
El tiempo minimo con buenas mediadas culturales para repetir el cultivo debe ser de 3
afios (Ledn, 2000).
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2.6.4. Epocas de siembra

En la mayoria de las zonas productoras de aji del pais las épocas de siembra y
produccion estan entre el periodo de Septiembre a Marzo, pero las condiciones dptimas

climaticas se puede cultivar todo el afio (Heiser, 1964).

2.6.5. Fertilizacion

Los mas altos rendimientos y la mejor calidad de ajies se obtienen mediante la
satisfaccion de los requerimientos nutricionales de las plantas. Debido a la variacion de
suelos y a la capacidad nutritiva en las zonas productoras de ajies, se recomienda
programas de fertilizacion sean precedidos y sustentados por analisis de suelos.
Generalmente se utiliza a nivel comercial 300-500 kg/ha de la formula 12-24-12 (FDA,
1994).

Cuadro 4. Plagas comunes que afectan a los cultivos de Capsicum spp.

Dafios Medidas de manejo
Inicialmente - Densidad de siembra adecuada

Descripcion
Lineodes integra

Larva verde claro,
de hasta 16 mm,
con cabeza amarilla
y cubierta de pelos
finos
Symmestrichema
capsicum

Larvas cremosas de
hasta 6 mm, cabeza
oscura con bandas
transversales
marrones o rojas.

esquelitiza hojas,
luego las enrolla
para empupar.

Perforan y
barrenan los
botones florales y
los pétalos
permanecen
cerrados. En
frutos destruyen
las semillas

Evitar siembras escalonadas
Insecticidas: cartap, cipermetrina,
clorfluazuron, clorpirifos, metomil,
tiociclamhidrogenoxaloto,
teflubenzuron

Evitar siembras escalonadas
Trampas de luz

Recoleccidn y destruccion de frutos
infestados

Cosechas oportunas

Prestar especial atencion al periodo de
carencia de los insecticidas
Insecticidas: betaciflutrina,
cipermetrina. clorfenapir,
deltametrina, flufenoxuron.

Fuente: (Ugas, Delgado de la Flor, Casas, & Toledo, 2000)
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Cuadro 5. Enfermedades asociadadas a Capsicum spp.

Ralstonia
(=Pseudomonas)
solanacearum

Phytophtora capsici

Desorden
fisioldgico

Desorden
fisioldgico

Marchitamiento
rapido de la
planta,
amarillamiento y
defoliacion.

Clorosis y
desecacion del
follaje, quedando
los tallos erectos y
los frutos
prendidos de la
planta

Ampollas en
frutos, que
pierden su valor
comercial

Mancha negra
seca en la porcién
basal del fruto,
causada por
deficiencia
aparente del
calcio y riego
insuficiente

Predomina en climas célidos y
himedos

Evitar heridas en la planta
Eliminacion de plantas enfermas
Evitar humedad excesiva en el riego y
asegurar buen drenaje

Rotacién de cultivos y buena nutricion
de la planta

Eliminacion de rastrojos

Rotar cultivos

Usar cultivares resistentes

Usar semillas sanas y desinfectadas
Buena nutricion del cultivo

Evitar humedad excesiva en el riego y
asegurar buen drenaje

Alejar el riego del pie de la planta
Eliminar plantas enfermas y restos de
cosecha

Evitar insolacion directa de los frutos
sembrando cultivares con buena
cobertura de follaje

Controlar enfermedades para evitar la
caida de las hojas.

Predomina en época calida

Riegos adecuados

Evitar exceso de fertilizacion
nitrogenada, especialmente en forma
de amonio

Uso de abonos foliares con calcio

Fuente: (Ugas, Delgado de la Flor, Casas, & Toledo, 2000)

2.7.  Produccién mundial de Capsicum spp.

Segun la FAO (2011), la produccion de Chiles, pimientos picantes, y pimientos verdes
alcanza una produccion de Capsicum en China 15.545.683 toneladas que representa
alrededor de $7.318.254. Asia es el continente donde mas se lo cultiva, México y

Turquia junto con Indonesia son los principales paises productores.
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Cuadro 6. Principales paises productores de Capsicum spp. a nivel mundial

1 China 7318254 15545683
2 México 1003533 2131740
3 Turquia 929874 1975270
4 Indonesia 698171 1483080
5 Estados Unidos de América 479462 1018490
6 Espafia 422863 898260
7 Egipto 315612 670434
8 Nigeria 211649 449594
9 Argelia 188303 400000
10 Paises Bajos 171826 365000

Fuente: FAOSTAT | © FAO Direccién de Estadistica 2013 | 08 junio 2013

Figura 2. Porcentaje de produccion de Capsicum spp. a nivel mundial

Produccién (1000$ Int)

B China
2% 2% 1%
4% 3% 7 70 ° | México

4%
6% M Turquia

8% M Indonesia
B Estados Unidos de América
M Espafia
[ Egipto
[ Nigeria
[ Argelia

[ Paises Bajos

Fuente: FAOSTAT | © FAO Direccion de Estadistica 2013 | 08 junio 2013

2.8.  Produccion de Capsicum en el Ecuador

Los productores de aji de una parte de la costa ecuatoriana consolidaron en el afio 2009
su produccién de aji para la exportacion. Alrededor de 285 campesinos conforman la red
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productiva para el uso de buenas practicas agricolas. Ellos forman la cadena productiva
del aji que esté integrada por agricultores de Santo Domingo de los Tsachilas, La Unidn

(Esmeraldas), Los Rios, Pedernales (Manabi) y Chongdn (Guayas).

En el Ecuador se estima que se siembra alrededor de 1649 Hectareas con una produccion
que bordea los 5334 toneladas y un rendimiento promedio de 32347 Ttoneladas por
Hectéarea (FAO, 2012).

2.9. Comercializacion externa

De acuerdo a los datos del Banco Central del Ecuador, las exportaciones al afio 2007
(enero-diciembre) de frutos del género Capsicum frescos o refrigerados (en la partida
arancelaria 0709600000 se incluye a la pimienta) fueron de 260,64 toneladas con un
valor FOB de USD 201 mil dolares, los mercados mas importantes fueron Estados

Unidos, Reino Unido, Alemania, Belgica, Japon, entre otros.

2.10. Importancia farmacologica del género Capsicum

Desde hace mucho tiempo, los frutos de Capsicum se utilizan como remedio natural
contra la tos, el resfriado (catarro), la sinusitis y la bronquitis. La composicion quimica
de la capsaicina se parece a un medicamento llamado Guaifenesina, el cual se encuentra
en muchos remedios contra el resfriado. Cuando el picante toca la boca un sinnumero de
mensajes nerviosos atacan al cerebro. Este a su vez estimula las glandulas productoras
de secreciones a lo largo de las vias respiratorias, por lo que los ojos y la nariz se
inundan de liquidos, se aflojan las mucosidades en los pulmones. Por lo tantos son

descongestivos y expectorantes naturales (Yeager, 2002).

La aplicacion de capsaicina sobre la piel o mucosas produce un dolor de ardor e
hiperalgesia, pero la aplicacion repetida da lugar a perdida de sensibilidad a la
capsaicina, y dosis mas elevadas causan un bloqueo de las fibras C que conducen a un
déficit sensorial de larga duracion. Esta propiedad ha sido utilizada terapéuticamente en
el dolor neuropéatico como una opcién cuando los otros farmacos son ineficaces. Asi la
capsaicina ha demostrado su eficacia después de la administracion repetida en el dolor

postmastectomia, el dolor del mufidn, la distrofia simpatica refleja, el dolor neuropético
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oral, la fibromialgia y sobre todo en la neuropatia diabética y la neuralgia postherpética.
En consecuencia existe un elevado interés en encontrar nuevos medicamentos analogos a

la capsaicina (Muriel, 2007).

Segun el Doctor Irwin Ziment (2002), Profesor de Medicina de la Universidad de
California en los Angeles. Existen ciertas pruebas de que en los frutos de Capsicum spp.,
ayudan a bajar el indice de colesterol lipoproteinico de baja densidad (o LDL por sus
siglas en ingles), cuya presencia va de la mano con derrames cerebrales, hipertension y
enfermedades cardiacas. Ademas aunque parezca mentira hay ciertos indicios de que
este no agrava las Ulceras estomacales, sino que las previene. Al parecer la capsaicina
estimula la produccion de jugos digestivos, lo cual protege las paredes estomacales de
los &cidos y del alcohol que causan las Ulceras. Esta circunstancia los llevo a especular

que la capsaicina sirve como agente protector del estomago (Yeager, 2002)

Los chiles al parecer también sirven para hacer menos espesa la sangre. Algunos
investigadores del Instituto Max Planck en Alemania descubrieron que el chile aumenta
el tiempo necesario para que se coagule la sangre, impidiendo de esta manera la
formacion de coadgulos en la sangre que provocan ataques cardiacos y derrames

cerebrales (Yeager, 2002).

La investigacion, dirigida por el profesor Jong Won Yun (2010) en la Universidad de
Daegu en Corea del Sur, sugiere que la capsaicina puede causar pérdida de peso e
impedir la acumulacion de grasa mediante la estimulacion de la expresion de ciertas
proteinas degradantes de grasa, y estableciendo una regulacion a la baja de otras

proteinas que trabajan en la sintesis de grasa.

El estudio incluyo la alimentacion de ratas con una dieta alta en grasas, junto con un
grupo al que también se le administr6 un tratamiento con capsaicina. Las ratas
estimuladas con capsaicina perdieron un 8% del peso corporal en comparacion con las
ratas no alimentadas con capsaicina y solo alimentadas con la misma dieta. Es
importante destacar que esta investigacion también demostré que las ratas alimentadas
con capsaicina mostraron cambios en la expresién de méas de 20 proteinas clave para el

procesamiento de los lipidos.
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El equipo de investigacion de Corea también encontré que la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (GPDH) y la malato deshidrogenasa (MDH) fueron significativamente
reguladas a la baja por la capsaicina, lo que resulté en una reduccion de la actividad
glucolitica y en una menor sintesis de grasa en general. La capsaicina también parece
tener un efecto importante en los niveles del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), un
gen que comUnmente se sobre expresa en muchas células de grasa. En este estudio, el
gen TNF-a fue significativamente regulado al alta en las ratas con una dieta rica en
grasas, y sus niveles se redujeron notablemente una vez mas en las ratas en tratamiento

con capsaicina (Joo, Kim, Choi, & Yun, 2010).

Cientificos britanicos de la Universidad de Nottingham descubrieron que la capsaicina,
el componente que da el sabor picante a muchos frutos del genero Capsicum (aji) tiene
potentes efectos anti cancerigenos. En su investigacion, publicada en la version de
internet de la revista "Biochemical and Biophysical Research Communications”, los
cientificos constataron que la capsaicina es capaz de eliminar las células malignas
atacando la fuentes de energia que las alimenta. Demostr6é que los vaniloides, la familia
de moléculas a la que pertenece la capsaicina, se unen a las proteinas en la mitocondria
de la célula cancerosa y genera la apoptosis, 0 muerte celular, sin dafar a las células
sanas circundantes. La bioquimica de las mitocondrias en células cancerosas es muy
diferente a la de las células normales, de ahi la gran selectividad de la capsaicina en el

tratamiento de los diferentes tipos de cancer (Athanasiou, y otros, 2007).
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Cuadro 7. Algunas actividades farmacoldgicas de la capsaicina

*Artrosis

*Dolor muscular
*Fibromialgia
*Lumbalgia
inespecifica
*Neuralgias pos-
operatorias
*Neuropatia diabética
*Neuropatia periférica
*Osteoartritis
*Regeneracion de
fibras nerviosas
periféricas

*Enfermedad intestinal
inflamatoria

*Neuritis

*Pulpitis

*Expectorante
*Prevencion de la
neumonia

*Rinitis alérgica
*Heridas quirurgicas
*Pulpotomia

*Boca ardorosa
*Dolor dental

*Dolor masticatorio
*Neuralgia del
trigémino

*Procesos neoplasicos
en aparato
estomatognatico
*Vejiga hiperactiva

La capsaicina favorece la eliminacion de
la sustancia P, responsable de los
mecanismos nerviosos que participan en
la transmision del dolor desde la periferia
hasta el sistema nervioso central

Controla la inflamacién neurogénica y
disminuye los neuropéptidos de la
sinapsis neural

Retarda el desarrollo de peroxidasas y
acidos grasos que son esenciales para el
desarrollo bacteriano.

Bloquea la accion de neuropéptidos,
contra el reflejo axonal y puede tener
efecto curativo sobre rinitis alérgica

Regeneracién pulpar in vitro

Induce proliferacion celular de
fibroblastos

La capsaicina favorece la eliminacion de
la sustancia P, responsable de los
mecanismos nerviosos que participan en
la transmision del dolor.

(Valencia et al,
2005)

(Mora, 2008)
(Zhang, Li, 1994)

(Morron, et al,
2007)
(Zhang, Li, 1994)

(Domingo, 2003)

(Cheng, 2008)

(Moreno, 2002)

(Valencia et al,
2005)
(Martorell, et al,
2004: UNAN,
2008)

(Dasgupta, et
al,1997)

Fuente: (Waizel Bucay & Camacho Morfin, 2011)
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2.11. Composicién quimica y valor nutritivo del género Capsicum

El contenido nutricional de los frutos de Capsicum es alto en comparacién con otras

hortalizas de amplio consumo (Grubben, 1977).

Cuadro 8. Composicion quimica y valor nutritivo de pimientos dulces y picantes por 100 g de producto

comestible
8,0 34,6
26,0 116,0
1,3 6,3
1,4 15,0
12,0 86,0
0,9 3,6
1,8 6,6
0,07 0,37
0,08 0,51
0,8 2,5
103,0 96,0
6,61 27,92
82,6 80,7

Fuente: (Grubben, 1977)

2.12. Composicidn fitoquimica del género Capsicum

Dentro de las angiospermas, en las dicotiledoneas se pueden encontrar familias en las
que abundan los alcaloides como es el caso de la Familia Solanacea a la cual pertenece

el género Capsicum (Trease, 1998).

Los ajies son ricos en &cido ascorbico: contienen igualmente heterésidos diterpénicos
(capsiandésidos) y un heterésido del furostanal (capsicésido). Su coloracion se debe a la
presencia de carotenoides con terminacion ciclopenténica cuyo contenido aumenta a lo
largo de la maduracion: la capsantina es una 3,3” —dihidroxi-f, k-caroten-6,6’-ona- se
encuentra acompanado de capsorubina, capsantinona, criptocapsina, violaxantina, o-
caroteno. El sabor picante de los pimientos fuertes y picantes se debe al contenido muy
variable en amidas: los capsaicinoides. EI compuesto mayoritario de esta serie es la
capsaicina, vainillamida del acido 8-metil-non-6-enoico. El contenido en capsaicinoides,
muy bajo en los pimientos morrones, puede sobrepasar el 1 % en las especies muy

picantes (Bruneton, 2001).
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2.12.1. Alcaloides

Los alcaloides son quimicamente y biol6gicamente muy heterogéneos, son compuestos
organicos que en los vegetales, proceden del metabolismo secundario y se forman a
partir de aminoacidos. Son sustancias nitrogenadas con caracter basico. En las especies
vegetales suelen estar localizados en tejidos periféricos: corteza, raices, hojas frutos y
semillas (Sharapin, 2000).

La palabra alcaloide fue aplicada inicialmente a la mayoria de las sustancias de origen
natural y de caracter basico. Es en cierto modo dificil dar una definicion precisa, ya que

no existe una clara distincion entre alcaloides y aminas complejas (Trease, 1998).

2.12.1.1. Funcion de los alcaloides en las plantas

La funcion fitoquimica de los alcaloides para la planta que los produce radica en que
constituyen reservorios de nitrogeno para ella, al mismo tiempo, pueden actuar como
sustancias alelopaticas o como disuasorios alimentarios, con lo que contribuyen a la
defensa del vegetal, frente a la competencia con otras especies vegetales o al ataque de

determinados patdgenos o depredadores (Tazon & Azcon Bieto, 2008).

2.12.1.2. Estructura quimica de los alcaloides

Todos los alcaloides contienen C, H y N. Algunos tienen oxigeno y poco azufre. El
nitrégeno que contienen puede formar parte de un heterociclico que es lo habitual o
puede formar parte de una cadena alifatica en cuyo caso estard clasificado con un
protoalcaloide (Trease, 1998).

Cuadro 9. Solubilidad de los alcaloides.

Base Libre Insoluble Soluble Soluble Soluble

Sal Soluble Soluble Soluble Insoluble

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

23




En esta compleja y heterogénea composicion quimica se encuentra incluido los
capsaicinoides que son los principios activos y componentes picantes del género

Capsicum de la familia de las Solanaceas (Segui Simarro, 2010).
2.12.1.3. Capsaicina

Es una sustancia de naturaleza alcaloide. Mas concretamente un protoalcaloide, cuya
férmula empirica es C1gH27NOs. En la actualidad se sabe que la capsaicina no es un
compuesto simple, si no que se trata de una mezcla de varias amidas, que son
comdnmente conocidas como capsaicinoides, siendo la capsaicina la mas importante
entre ellas (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003).

Figura 3. Molécula de la Capsaicina (8-metil-N-vainil-6-nonenamida)
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Fuente: (L6pez Aguilera, 2012)

Es el capsaicinoide mayoritario presente en las variedades picantes del género
Capsicum, son aminas simples con nitrégeno extra ciclico, de caracter basico y son
productos del metabolismo de los aminoacidos; es un alcaloide oxigenado, en cuyo caso
de manera pura se encuentra como un sélido cristalizable, incoloro y blanco (Navarro
Albaladejo & Costa Garcia, 2000).

El contenido de capsaicina es mayor en la placenta y en el septo, en donde representa un

2.5% de la materia seca, mientras que el contenido del fruto es del 0.6%, el de las
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semillas del 0.7% vy del pericarpio del 0.03%. (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia,
2003).

Cuadro 10. Contenido de capsaicina presente en planta de Capsicum

38 0.22 2.20

2 0.15 1.54 36.20
56 0.05 0.51 12.00
4 0 0 0

Fuente: (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003)

El contenido en capsaicina de los frutos varia notablemente, en una magnitud del 1,5% y

esta influido por las condiciones ambientales y la edad del fruto. (Trease, 1998)

La formacion de la capsaicina se incrementa a temperaturas mayores de 30°C que a

temperaturas menores (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003).
2.12.1.4. Biogenesis de la Capsaicina

Los trabajos de Leete y Louden sobre el C. frutescens y de Bennet y Kirby sobre el C.
annuum, han demostrado que la fenilalanina se incorpora a la unidad vanillilo Ce-C1 de
la capsaicina dando el C-3 de la fenilananina el grupo metilo de los residuos de la
vanillilamina; la incorporacion ocurre probablemente via acidos cindmico p-cumarico,
cafeico y protocatéquico. La tirosina no parece ser un precursor probable. Los
experimentos de nutricion seguidos de Leete, utilizando valina-U-C* han introducido
consideraciones acordes con la hipdtesis de que el acido isodecanoico Cio se forma a

partir del isobutiril-coenzima A y tres unidades de acetato (Trease, 1998).

2.13. Método de cuantificacidn para Capsaicina mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia de liquidos es una técnica analitica, mediante la cual separa los

componentes de una mezcla a medida que son transportados por la fase movil liquida a

través de la fase estacionaria, mediante una serie de interacciones quimicas entre el

analito y la columna (Andrews & Abbot, 1992).
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HPLC es una técnica de separacion en la que se introduce una mezcla de muestra en una
columna. Los diferentes compuestos de la mezcla pasan a través de la columna a
diferentes velocidades, debido a las diferencias en su comportamiento de particion entre
la fase movil y la fase estacionaria. Al final de la columna se separa la mezcla en sus
componentes individuales y pueden ser detectados mediante un detector de UV-Vis para
medir la absorcion de las sustancias en una longitud de onda determinada. El valor de
absorcion es proporcional a la concentracion del compuesto (Ley Beer-Lambert)
(Andrews & Abbot, 1992).

Figura 4. Esquema del proceso de analisis de Capsaicina mediante HPLC

ll1. Fase Movil
=
m_H
-
Fase Madvil Fase estacionaria C18
A+B f [ / a1
[ I ” A
B i
Euestra .
apsaicing " .
v ‘ B
. | A
i - { Y
I‘ [ Q Detector 0 . ¥ L ] 2

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira.

Las razones de su importancia en el &rea de ciencias de la vida, investigacion y
desarrollo, anélisis quimico, clinica, medioambiental, alimentaria, forense, radica en su
alta sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su
idoneidad para automatizarla, su capacidad para separar especies no volatiles o
termolabiles, pero sobre todo, su amplia aplicabilidad a sustancias que son importantes
en la industria. Ejemplos de estos materiales son aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos,
esteroides, especies organometalicas y una variedad de sustancias inorganicas (Skoog,
Holler, & Stanley, 2008).
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Figura 5. Componentes del Sistema HPLC
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

2.13.1. Instrumentacioén

Equipo Cromatografico “WATERS” formado por:

v" Bomba binaria Waters 1525 System Controller

v"Inyector automatico WATERS

v Columna WATERS Spherisorb 5um ODS2

v Photo diodo Detector PDA 2998

v’ Software Empower serial # W1CAR8053M, Chromatography Manager de
“WATERS”

2.13.2. Funcionamiento
2.13.2.1. Sistema de bombeo

En los equipos con alta tecnologia, tienen la bomba de doble pistén reciproco, y en los
ultimos afios la tendencia ha sido a simplificar mecanicamente las bombas, como
consecuencia de las facilidades aportadas por la electrénica y los sistemas de control. La
valvula de salida, provista de un muelle, mantiene constante la presion de salida, y un
amortiguador reduce las oleadas de presion. La existencia del émbolo en este tipo de
bombas, permite que el disolvente se introduzca a través de una valvula electronica de

entrada, sincronizada con el movimiento de un doble piston reciproco, la cual esta
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disefiada para evitar que se forme burbujas de vapor de disolvente durante la embolada
de entrada, asi como también un flujo compuesto sin pulsaciones mediante la
disposicion alterna de ambos pistones en la bomba. La entrada y salida del disolvente en
el cuerpo del émbolo se regula mediante las valvulas anti retorno, que permiten el paso
del fluido en un solo sentido. De este modo, cuando uno de los émbolos, esta
impulsando liquido hacia el sistema, (columna) el otro se retrae y consecuentemente

rellena su cdmara correspondiente (Harris, 2007). El sistema de bombeo permite:

v' Ser capaz de generar presiones del orden de las 6000 psi 0 400 atm.

v Mantener un flujo reproducible de la fase mévil constante en el tiempo.

v" Permitir la variacion de dicho flujo en un intervalo practico de trabajo (que puede
ser de algunos microlitros por minuto hasta varios mililitros por minuto) en
bombas de tipo analitico.

v" Limitar los volimenes muertos al méaximo.

v Limitar las pulsaciones de presién inherentes al propio funcionamiento o

amortiguarlas de manera eficaz.

2.12.2.1. Sistema de Inyeccion de la Muestra

Consiste en un sistema de doble circuito, uno de los cuales éste conectado al exterior y el
otro al propio sistema. El sistema de inyeccion debe permitir: la insercidon de volimenes
fijos o variables de muestra en el sistema, sin romper o perturbar significativamente las

condiciones de presion del mismo (Harris, 2007).

La mayor parte de los cromatografos actuales tienen inyectores, poseen especificaciones
Opticas y robdticas, dichas unidades tienen la capacidad de inyectar muestras en el
cromatografo de liquidos, a partir de frascos o viales que estan en un carrusel o desde
placas micro tituladoras. Contienen lazos de muestreo, y una bomba de jeringa, para
inyectar volimenes menores de 1 pl, hasta mas de 1 mL (Skoog, Holler, & Stanley,
2008).
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2.12.2.4. Columnas

Las columnas para cromatografia de liquidos se construyen de ordinario con tubo de

acero inoxidable de diametro interno uniforme.

Figura 6. Esquema de la columna cromatogréafica
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PRECOLUMA FILTROS DETITANIO
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\
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AuMNoANoDZ:00  fLI1
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§| L, FILTROSDETITANIO

#=— SALIDA

Fuente: (Harris, 2007)

Columnas analiticas

La mayoria de las columnas para cromatografia de liquidos tienen una longitud entre 5 y
30 cm. Por lo comun, las columnas son rectas y se pueden alargar, si es necesario,
acoplando dos 0 mas columnas. El didmetro interno de las columnas es de 4 a 10 mm y
los tamarfios de las particulas de los rellenos mas comunes son 3, 5y 10 um (Harris,
2007).

Precolumnas

En muchas ocasiones, para aumentar la vida de la columna analitica, se coloca delante
una precolumna que elimina la materia en suspension y los contaminantes de los
disolventes. Ademas, en cromatografia liquido-liquido, la precolumna sirve para saturar
la fase mavil con la fase estacionaria y asi minimizar las pérdidas de ésta en la columna
analitica (Skoog, Holler, & Stanley, 2008).
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La eficacia de una columna empaquetada aumenta, al disminuir el tamafio de las
particulas de la fase estacionaria, siendo el tamafio tipico de 3-10 um. La razon por la
cual, las particulas pequefias dan mayor resolucion, es que permiten un flujo mucho mas
uniforme a través de la columna, y cuando mas pequefias son las particulas, mayor es el
namero de platos tedricos. Al disminuir el tamafio de la particula: aumenta el nimero de

platos, aumenta la presion y disminuye el tiempo 6ptimo de elucién (Harris, 2007).
Tipos de rellenos de la columna

En cromatografia de liquidos se han utilizado dos tipos béasicos de rellenos: pelicular y
de particula porosa. El primero consiste en bolas de vidrio o de polimero, no porosas y
esféricas con unos didmetros caracteristicos de 30 a 40 um. En la superficie de estas
bolas se deposita una capa delgada y porosa de silice, alimina o de una resina de
intercambio i6nico. Para algunas aplicaciones se aplica un recubrimiento adicional,
constituido por una fase estacionaria liquida que se mantiene fija por adsorcion. Las
bolas también se pueden tratar quimicamente para obtener una capa superficial organica.
Por lo general, los rellenos peliculares se utilizan ampliamente en las precolumnas y no

en las columnas analiticas (Andrews & Abbot, 1992).

Los tipicos rellenos de particulas porosas de cromatografia de liquidos estan formados
por microparticulas porosas con didmetros entre 3 'y 10 um y con la menor dispersion
posible para un tamafio determinado. Las particulas son de silice, alimina o resinas de
intercambio idnico, aunque la silice es el material mas comun. Las particulas de silice se
sintetizan aglomerando particulas de silice de tamafios inferiores al micron en unas
condiciones tales que se forman particulas mayores con didmetros muy uniformes. Las
particulas que resultan se recubren muchas veces con peliculas organicas, que se unen

quimica o fisicamente a la superficie (Skoog, Holler, & Stanley, 2008).

2.12.2.5. Termostatos

En muchas aplicaciones no se necesita un control estricto de la temperatura, y las
columnas trabajan a temperatura ambiente. Sin embargo, muchas veces si se controla la
temperatura de la columna en unas pocas décimas de grado centigrado, se obtienen

mejores cromatogramas. La mayoria de los instrumentos comerciales llevan actualmente
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hornos para las columnas que controlan la temperatura de la columna a las décimas de

grado, desde la temperatura ambiente hasta 150 °C (Skoog, Holler, & Stanley, 2008).
2.12.2.6. Detector

El papel del detector es proporcionar informacion sobre la presencia de las especies
separadas en la columna cromatografica (Detector UV, de fila de fotodiodos para

HPLC).

Figura 7. Celda de absorcién de radiacién UV visible para HPLC
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Fuente: (Harris, 2007)

Los detectores de absorciéon UV maés simples son los fotometros de filtros con una
lampara de mercurio como fuente. Lo mas comdn en estos casos es aislar la linea intensa
a 254 nm por medio de filtros; en algunos equipos también se pueden utilizar las lineas a
250, 313, 334 y 365 nm empleando otros filtros. Resulta obvio que este tipo de detector
se utiliza de forma restringida para aquellos solutos que absorben a alguna de estas
longitudes de onda. Algunos grupos funcionales organicos y diversas especies
inorgénicas exhiben una banda ancha de absorcion a una o mas de esas longitudes de
onda (Harris, 2007).
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2.13.  Métodos de separacion
2.13.1. Fase reversa

La cromatografia en fase inversa, que es la mas utilizada, se caracteriza porque la fase
estacionaria es no polar o débilmente polar y la fase movil es mas polar. Un disolvente
menos polar tiene mayor fuerza eluyente (Harris, 2007). Los picos en cromatografia en
fase inversa no presentan colas, porque la fase estacionaria tiene pocos puntos que
adsorban con tanta fuerza a algin soluto, originando colas, ademéas este tipo de
cromatografia es menos sensible a impurezas polares (como el agua) que puede haber
en el eluyente (Andrews & Abbot, 1992)

Cuadro 11. Tipos de separacién de la mezcla

Polar No Polar
No polar Polar

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Las fases moviles mas utilizadas en fase reversa son mezclas de agua y un disolvente

organico (metanol, acetonitrilo, o tetrahidrofurano, normalmente) (Harris, 2007).

2.13.2. Modos de eluciéon en HPLC

El soporte que se utiliza son particulas microporosas esféricas de silice, muy puras que
son permeables al disolvente, que tiene un area superficial de varios centenares de

metros cuadrados, que se puede disolver a un pH de 8 (Andrews & Abbot, 1992).
2.13.2.1. Elucién isocrética

Se lleva a cabo con un solo disolvente (o0 una mezcla de composicion fija) (Andrews &
Abbot, 1992).

Eleccién del disolvente

El tipo de disolvente, se escoge de acuerdo al criterio del investigador en relacion a la

seleccion del modo de separacion de la mezcla. Estando ubicada en el cuadro No.9. El
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Metanol con una fuerza eluyente méxima de 0.70 es el disolvente orgénico més polar
(Skoog, Holler, & Stanley, 2008).

Cuadro 12. Fuerza eluyente de los principales disolventes organicos utilizados en Cromatografia Liquida

de Alta Eficiencia

Disolvente Fuerza Eluyente Corte en el
€0 Ultravioleta (nm)
0.00 190
0.01 195
0.01 200
Tricloroflurometano 0.02 231
0.22 284
0.26 245
0.30 233
Eterdietilico 0.43 215
0.48 256
0.48 210
0.51 215
CAcetonitrio 0.52 190
0.53 330
0.53 212
0.60 205
_Metanol 0.70 205

Fuente: (Snyder, 1990)

Las moléculas del disolvente y las moléculas del soluto, compiten entre si para
reaccionar con los puntos activos de la fase estacionaria. Cuanto mayor sea la fuerza

eluyente del disolvente, mas facilmente se desplaza el soluto (Harris, 2007).
2.14.  Seleccion del modo de separacion de la mezcla

Segun Harris (2007), existen varios modos de separar los compuestos de una mezcla. En
el caso de la cromatografia en fase inversa, es normalmente adecuada para separar

mezclas organicas neutras o cargados, de bajo peso molecular<2000g/mol.

2.15.  Método para determinacion analitica de estdndar externo

Constituye la base fundamental de numerosas determinaciones analiticas. Permite
calcular el contenido, por ejemplo de concentraciones o porcentaje de masa, de uno o de
varios constituyentes que aparecen en los cromatogramas. Se sigue el siguiente esquema
propuesto por Andrews & Abbot (1992):
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Disolucién patrén del compuesto que va a ser determinado, como Concentracion
de referencia (C ref.).

Se inyecta un volumen V de la disolucion del estandar de referencia y se mide el
area de referencia (A ref.). del pico correspondiente en el cromatograma.

A continuacion, sin cambiar ninguna de las condiciones de anélisis, se inyecta un
volumen idéntico V de las diferentes muestras a analizar, conteniendo el
compuesto a ser medido (Cmstra) y siendo el area del pico de elucion (Amstra)
correspondiente.

Comparacion de los cromatogramas obtenidos
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CAPITULO III.

MATERIALES, METODOS Y EQUIPOS

3.1. Localizacion geogréfica de las especies de Capsicum recolectadas.

Las especies que se utilizaron en la presente investigacion fueron recolectadas durante

los meses de Julio a Septiembre del 2012. La muestra de cada una de las especies fue de

aproximadamente 1 kilo de fruto maduro, utilizando la técnica del muestreo aleatorio

estratificado, en plantaciones de diversas regiones del pais, sitios que se detallan a

continuacion:

C. baccatum, sus frutos fueron recolectados de una plantacion familiar ubicada
en el Km 19 via a Quevedo, Recinto Mirador del Baba, provincia de Los Rios,
con una temperatura media de 25°C, humedad relativa 85,84%, con
precipitaciones anuales de 2223,85 mm y a una altura de 370 msnm, cuyas
coordenadas fueron 01°02'00”’S, 79°27'00”W.

C. chinense, sus frutos fueron recolectados de una chacra de consumo interno de
una comunidad Ts&chila ubicada en el Km 16 via a Chone, en la parroquia San
Jacinto del Bua, provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, con una
temperatura media de 28°C, humedad relativa 75%, con precipitaciones anuales
de 3150 mm y a una altura de 320 msnm, cuyas coordenadas fueron 0°25'39”S,
79°17'42”W.

C. pubescens, sus frutos fueron recolectados de una plantacion comercial
ubicada en el Km 6 via a Cariamanga, canton Gonzanama de la provincia de
Loja con una temperatura media de 15°C, humedad relativa 79%, con
precipitaciones anuales de 970 mm y a una altura de 2400 msnm, cuyas
coordenadas fueron 03°59'35”S, 79°12'15”W

C. annuum, sus frutos fueron recolectados de una plantacion comercial ubicada
en el Km 3 via a Esmeralda, cantén San Lorenzo de la provincia de Esmeraldas
con una temperatura media de 28°C, humedad relativa 82%, con precipitaciones
anuales de 4000 mm y a una altura de 20 msnm, cuyas coordenadas fueron
01°17'18”S, 78°50'13"W
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e C. frutescens, sus frutos fueron recolectados de una plantacion familiar ubicada
en el canton Gualaquiza, provincia de Morona Santiago con una temperatura
media de 26°C, humedad relativa 83%, con precipitaciones anuales de 3000 mm
y a una altura de 600 msnm, cuyas coordenadas fueron 02°02'10”S, 78°13'30”W

Cuadro 13. Sitios de recoleccion de las especies seleccionadas para la extraccion de Capsaicina

Aji Cereza Capsicum Km 19 via a Quevedo, Recinto 01°02'00”S,
12/08/2012 baccatum Mirador del Baba, Los Rios 79°27'00”"W, Alt.:
370 msnm
25/08/2012 Aji Habanero  Capsicum Km 16 via a Chone, parroquia 0°25'39”S,
chinense San Jacinto del Bua, Santo 79°17'42”W, Alt.:
Domingo de los Tsachilas 320 msnm
24/09/2012 Aji Rocoto Capsicum Km 6 via a Cariamanga, canton 03°59'35”S,
pubescens Gonzanama, Loja 79°12'15”W, Alt.:
2200 msnm
17/08/2012 Aji Raton Capsicum Km 3 via a Esmeralda, canton 01°17'18”S,
annuum San Lorenzo, Esmeraldas 78°50'13”"W, Alt.:
20 msnm
25/09/2012 Aji Gallinazo, Capsicum Gualaquiza, Morona Santiago 02°02'10”’S,
Tabasco frutenscens 78°13'30"W, Alt.:
514 msnm

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

3.2. Recoleccion del material vegetal

La recoleccion para cada muestra boténica se realizo, de manera sistematica y ordenada,

Ilevando las respectivas anotaciones en la libreta de campo (véase Anexo 2).

1. Se efectud un corte con las tijeras para podar en la porcion terminal de una rama,
aproximadamente 30-40 cm, procurando que contenga frutos en estado maduro.

2. Se coloc6 en fundas plésticas estériles, con su respectivo cédigo de
identificacion sin cerrarlas. En el caso de muestras botanicas dificiles de
recolectar como es el Capsicum pubescens, por su tamafio se dividié en tres
partes a la planta para colectar, las, flores, el tallo, y el fruto por separado.

3. Serecolectd cada espécimen de acuerdo a los caracteres morfologicos de interés

para nuestra investigacién como son flores, hojas, tallos y frutos.
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4. En el caso de los frutos se recogié aproximadamente 1 kg en estado maduro, que
ademas de ayudarnos a la identificacion boténica, se utiliz6 para la extraccion del
alcaloide.

5. Se situd los frutos, en fundas pléasticas estériles y se rocio con alcohol al 70% sin
cerrarlas.

6. Inmediatamente después de la realizacién del trabajo de campo y recoleccién de
muestras desde los diferentes lugares de origen, se tomd hojas de papel periddico
dobladas por la mitad con su respectiva codificacion, y se coloco cada espéecimen
vegetal dentro, armando bloques sin que sobresalga el material vegetal. Se
cerraron los papeles haciendo suficiente presion al paquete y se amarrd en cruz

para su posterior transporte.

La valoracion de la droga se realizd en la Universidad Politécnica Salesiana en el
Centro de Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad (CIVABI), en el laboratorio de
Anaélisis Quimico.

3.3. Control de identidad

La identificacion de la droga se realiz6 comparando una muestra representativa de la
droga problema (frutos) con un espécimen auténtico y certificado del Herbario,
corroborando con la informacion suministrada por la literatura cientifica que describe las

caracteristicas propias de cada especie.

Dicha comparacion se realizo en el Herbario Nacional del Ecuador bajo la direccion y
colaboracidon de la Dra. Diana Fernandez en el mes de Octubre del 2012. El certificado

que corrobora dicha informacion se encuentra en el Anexo 3.

3.3.1. Rocoto (Capsicum pubescens)

Sus flores de color purpura y blanco, con hojas dentadas y sus semillas negras y
arrugadas hacen que esta especie sea facil de reconocer. Esta produce frutos tan
grandes como una campana de aji, pero en lugar de ser un sabor suave, estos son muy
picantes con cierto sabor acre. Sus tonos son tan variados y llamativos que van desde

rojo brillante, anaranjado, amarillo o marrén, con diferentes formas y tamafios.
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Esta planta es una de las que mas tolera el frio. Estas crecen a alturas mucho mas
elevadas que otras especies, generalmente desde 1500 a 2.900m, pero no pueden tolerar

el calor caracteristico de las tierras bajas (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003)

Figura 8. Comparacion de las muestras recolectados con el especimenes de C. pubescens encontrado en

el Herbario Nacional de Quito
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3.3.2. Tabasco (Capsicum frutescens)

Flores solitarias en cada nudo (ocasionalmente fasciculadas). Pedicelos erectos en la
antesis, pero flores tumbadas. Corola blanca verdosa, sin manchas difusas en la base de
los pétalos con frecuencia ligeramente revolutos. Caliz de los frutos maduros sin
constriccion anular en la unién con el pedicelo, aunque a menudo irregularmente rugoso;
venas usualmente no prolongadas en dientes. Carne del fruto a menudo blanda. Semillas

color blancas. Numero cromosomico 2n=24, con un par de cromosomas acrocéntricos

(Heiser, 1964).
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Figura 9. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. frutescens encontrado en el

Herbario Nacional de Quito
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3.3.3. Habanero (Capsicum chinense)

Dos o mas flores en cada nudo (ocasionalmente solitarias). Pedicelos erectos o
pendientes en la antesis. Corola blanca verdosa, sin manchas difusas en la base de los
pétalos; pétalos de la corola usualmente rectos. Caliz de los frutos maduros usualmente
con constriccion anular en la union con el pedicelo, venas no prolongadas en dientes.
Carne del fruto firme, semillas color blancas. NUmero cromosomico 2n=24, con un par

de cromosomas acrocénticos (Heiser, 1964).

39



Figura 10. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. chinense encontrado en el

Herbario Nacional de Quito
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3.3.4. Aji cereza (Capsicum baccatum)

Flores solitarias en cada nudo. Pedicelos erectos pendientes en la antesis. Corola blanca,
con manchas amarillas en la base de los pétalos de la corola; pétalos de la corola
ligeramente revolutos. Caliz de los frutos maduros sin constriccion anular en la union
con el pedicelo. Frutos redondos de no mas de 2 cm de largo con forma de cereza de

color rojo brillante. Carne del fruto firme. Semillas color blanca (Le6n, 2000).
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Figura 11. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. baccatum encontrado en el

Herbario Nacional de Quito
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3.3.5. Aji raton (Capsicum annuum)

Planta anual de 0,5 a 1 metro de alto, hojas pecioladas, enteras aovadas, corola blanca
con pétalos rectos. Flores solitarias en cada nudo (ocasionalmente fasciculadas)
pedicelos generalmente declinados en la antesis. Corola blanca lechosa; corola con
I6bulos usualmente erectos. El caliz del fruto maduro sin constriccién anular en la unién
con el pedicelo aunque a veces irregularmente rugoso, venas a menudo prolongadas en
dientes cortos. Fruto maduro parcialmente firme, es extremadamente variable en tamafio,

forma y color, ademas del grado de pungencia (Heiser, 1964).
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La principal caracteristica de esta especie son los pedicelos fructiferos erectos, frutos
rojos alargados de no mas de 3 cm. de largo.

Figura 12. Comparacion de las muestras recolectados con el espécimen de C. annuum encontrado en el

Herbario Nacional de Quito
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3.4. Evaluacién macroscépica de las drogas

La evaluacion macroscopica de la droga cruda se realizo el 22 de Octubre del 2012 en el
CIVABI en el laboratorio de andlisis quimico en funcion a la clasificacion morfoldgica ,
flores, frutos, hojas y semillas, los mismos que se tomaron con mayor énfasis en los
frutos de las cinco especies analizadas, que al comparar con bibliografia cientifica la
parte que constituye la droga y donde es producida la capsaicina es en las glandulas que

se encuentran en el punto de unién de la placenta y la pared del pericarpio que se
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extiende de modo no uniforme a través del interior del fruto y se concentra mayormente

en el tejido placentario y en el pericarpio (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003).

Figura 13. Estructura interna de los frutos de Capsicum
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Fuente: (Garcia-Barriga, 1992)

Se efectud un registro de las caracteristicas relevantes del fruto, tanto de la forma,
textura, color, tamafio asi como los caracteres organolépticos de aroma y sabor que

brinda caracteristicas propias de cada especie.

1. Para tener un conocimiento completo de la biologia de las especies analizadas,
se examin0 todas las caracteristicas fenotipicas de las flores, que dan un

conocimiento en el aspecto reproductivo.

3.5. Estudio quimico cualitativo
3.5.1. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realizé tomando en cuenta el procedimiento establecido en el
manual de Analisis de drogas y extractos de la Dra. Migdalia Miranda (2002), mediante
la extraccion sucesiva de la droga vegetal para la aplicacion de andlisis y poder
establecer los principales grupos de constituyentes quimicos presentes en las diferentes
especies de Capsicum, y a partir de alli orientar la extraccion de los extractos para el

aislamiento de los alcaloides presentes en las mismas.
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3.5.1.1. Metodologia

1. Se pes6 30 gramos de la droga vegetal (fruto seco) y se extrajo con 90 ml de éter

etilico mediante maceracion durante 48 h a temperatura ambiente.

2. Se procedio a filtrar en vasos de precipitacion y el extracto se concentr6 a

sequedad.

Cuadro 14. Procedimiento para ensayo de metabolitos en extracto etéreo

Sudan: se le afiade 1 ml de una solucién diluida
en agua del colorante. Se calienta hasta
evaporacion.

Dragendorff: redisolver en 1 ml de HCL 1% en
agua. Afadir 3 gotas de reactivo

Baljet: redisolver con 1 ml de alcohol. Adicionar
1 ml del reactivo

Liebermann-Burchard: redisolver en 1 mL de
cloroformo. Se le adiciona 1 mL de anhidrido
acético, mezclar bien, por la pared del tubo de
ensayo dejar reshalar 2-3 gotas de &cido sulfurico
concentrado sin agitar.|

Positivo:

Presencia de gotas o pelicula
coloreada de rojo en el liquido.
Positivo:

Opalecia (+)

Turbidez definida (++)
Precipitado (+++)
Positivo:

Coloracion roja (+)
Precipitado rojo (++)
Positivo:

Cambio de coloracién  desde
purpura a verde oscuro.

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

3. EIl residuo del proceso anterior se extrajo con etanol al 96% tres veces su

volumen en peso, es decir que en nuestro caso fue 29 g de residuos y en el

volumen fue de 87 ml. Se colocd en maceracion durante 48 h y a temperatura

ambiente.
4. Se filtro

y se obtuvo el extracto etandlico para realizar los ensayos

correspondientes.
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Tomar una gota con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel filtro. Sobre
la mancha aplique solucién de carbonato de
calcio.

Adicionar a 2 mL del extracto alcoholico 10
mL de agua destilada.

Dragendorff: en 1 mL de extracto afiadir 1 ml de
HCL 1% en agua. Agregar 3 gotas de reactivo.

Mayer. En 1 mL de extracto afiadir 1 ml de HCL
1% en agua. Agregar 3 gotas de reactivo
Evaporar la alicuota y el residuo redisolver
en 1-2 mL de agua. Se le adicionan 2 mL del
reactivo y se calienta en bafio de agua de 5-
10 minutos

Diluir la alicuota cinco veces su volumen en
agua y se agita la muestra fuertemente de 5-
10 minutos.

Cloruro Férrico: A una alicuota de 2 mL
del extracto se le adicionan 3 gotas de
Tricloruro férrico al 5 % en solucion salina
fisiologica.

Ninhidrina: Mezclar la alicuota con 2 mL
con solucion al 2% de Ninhidrina en agua.
Calentar de 5-10 minutos en bafio de agua.
Shinoda: Diluir la alicuota de 2 mL del
extracto con 1 MI de &cido clorhidrico
concentrado y un pedacito de cinta de
magnesio metalico. Después de la reaccion
esperar 5 minutos y afiadir 1 mL de alcohol
amilico, se mezclan las fases y se deja
reposar hasta que se separen.

Cuadro 15. Procedimiento para ensayo de metabolitos en extracto etandlico

Positivo:
Mancha verde a la luz UV
(+++)

Positivo:
Precipitado (+++)
Positivo
Precipitado (+++)

Positivo

Precipitado (+++)
Positivo:

Coloracion roja (++)
Precipitado rojo (+++)

Positivo:

Espuma en la superficie de

mas de 2 mm de altura y

persistente por mas de dos

minutos (+++)

Positivo:

e Coloracién rojo-vino:
compuestos fendlicos en
general

e Coloracion verde intensa:

taninos del tipo
pirocatecélicos
e Coloracion azul: taninos

del tipo pirogalotanicos.
Positivo:

Coloracion  azul  violaceo
(++4)
Positivo:
Si el alcohol amilico se

colorea de amarillo, naranja o
rojo, intenso en todos los casos
(+++)

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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5. Finalmente se realizd el mismo procedimiento para el screenig del extracto
acuoso.

6. Se extrajo con tres veces el peso del residuo en volumen con agua por
maceracion durante 48 h.

7. Se filtro obteniéndose el extracto acuoso.

Cuadro 16. Procedimiento para ensayo de metabolitos en extracto acuoso

Fehling: adicionar 2 ml del reactivo, se calienta Positivo:
de 5-10 minutos la mezcla Coloracion o precipitado rojo
Saborear una gota del extracto Positivo:

reconocer el sabor de cada uno de
los principios diferenciados al

paladar
Dragendorff: redisolver en 1 ml de HCL 1% en Positivo:
agua. Afiadir 3 gotas de reactivo Opalecia (+)
Turbidez definida (++)

Mayer: en 1 mL de extracto afiadir 1 ml de HCL Precipitado (+++)
1% en agua. Agregar 3 gotas de reactivo

Una alicuota del extracto se enfria de 0-5°C Positivo:
Consistencia gelatinosa

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

3.6. Extraccion de la oleorresina

Dentro del procedimiento realizado en el laboratorio de Quimica analitica del CIVABI,
para la obtencion de la oleorresina de las cinco especies vegetales de Capsicum, se
coloca la materia prima seca, previamente sometida al proceso de control de calidad, en
el equipo de destilacién basico y mediante maceracién dinamica a reflujo con etanol
durante 5 horas, tomando en cuenta el punto de ebullicion del disolvente utilizado, a
78°C, y agitacion constante. A continuacion se realizo la filtracidn del extracto obtenido,

con papel filtro.

Se concentrd en un factor de 10 a los extractos obtenidos en el proceso anterior con el

equipo “Rotavapor” para obtener la oleorresina correspondiente.
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Para cada especie vegetal se realizaron tres repeticiones para la obtencion de la
oleorresina, haciendo un total de 15 muestras o unidades experimentales. Esta
oleorresina no debe de llegar a sequedad, es decir debe de tener una consistencia

cremosa.

Figura 14. Procedimiento de extraccion de la oleorresina de Capsicum spp.

Frutos secos de
Capsicum spp.

(25g)
200 ml de Etanol
al 96% ) ) )
Mceracion dinamica
a reflujo a 78°C
durante 5 horas
Filtrar

Concentracion de lo
extractos al vacio co
el rotavapor

oleorresina de

Capsicum spp.

= ectanol recuperado

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

3.6. Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina es un método de separaciéon sencilla de sustancias
qguimicas. Puede definirse como la técnica de separacién de una mezcla de solutos,
basandose esta separacion en la diferencia de velocidad con que se mueve cada uno de
los solutos a través de un medio poroso, arrastrados por un disolvente en movimiento
(Andrews & Abbot, 1992).
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3.6.1. Identificacion de la Capsaicina de las oleorresinas por TLC
3.6.1.1. Preparacion de las muestras

Se realizd la preparacion de las cinco muestras antes de Inyectar en el Equipo
LINOMAT 5 para cromatografia TLC

1. Se trabajo con 50 mg de oleorresina, la cual se pesd en la balanza analitica
Shimadzu y se disolvid en 1 mililitro de metanol segin la documentacion
cientifica consultada (Sein, Gardinali, Mandrile, & Cafferata, 1998).

2. Dicha disolucion de oleorresina se realizd para cada especie representativa

analizada.

3.6.1.2. Preparacion del estandar y las muestras

El estandar de Capsaicina USP (98,9% de pureza) (veéase Anexo 4) se prepard a una

concentracion de 2,5 mg/ml de metanol.

Figura 15. Disoluciones de oleorresina de Capsicum para analisis mediante TLC.

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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3.6.1.3. Manejo del software WINCATS para Linomat 5

EL equipo Linomat 5 actia en combinacion con los instrumentos controlados del

software WINCATS. Los requerimientos utilizados en cada andlisis llevan a cabo de

manera automatica a través del software que permite controlar, monitorear y documentar

todos los pasos de la cromatografia en capa fina (TLC).

2.

Se realiz6 la programacion del software WINCATS en funcion del tamafio de la
placa de silica Gel de 10*10 (fase estacionaria), con su orientacion en el eje de
las ordenadas.

Se coloca la placa y se ajusta al equipo de soporte.

3.6.1.3. Aplicacién de las muestras

El equipo Linomat 5, posee aplicador de muestra en bandas por espray sobre placas

TLC, esto ayud6 a optimizar el tiempo en comparacion con la aplicacion directa con

capilares, debido a que mediante este dispositivo se inyecta la cantidad exacta de

microlitros. EI procedimiento que se siguio fue el siguiente:

1.

Las muestras de las solucion de oleorresina se homogenizé con agitacion
durante 5 minutos.

Se cargd en la jeringa de dosificacion de 100 pL alrededor de 30 pL, evitando la
formacion de burbujas en el interior. Luego de lo cual se coloco en el aplicador
del equipo.

Se cargd el método para el TLC de la capsaicina en el programa WINCATS
(Linomat 5), determinando los requerimientos para la fase estacionaria. El
disolvente utilizado fue metanol. La cantidad exacta de inyeccion en microlitros

y el numero de bandas a muestrear se resume en el Cuadro 17
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Figura 16. Equipo Linomat 5 inyectando las muestras de oleorresina de Capsicum

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Figura 17. Placa cromatografica con las muestras de oleorresina de Capsicum

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Cuadro 17. Posicion de la aplicacion del recorrido de las muestras para TLC

Estandar Capsaicina 30 pL 15.0 mm
(98% pureza)

Capsicum vacateme 10 pL 29.0 mm
Capsicum chinense 10 pL 43.0 mm
Capsicum pubescens 10 pL 57.0 mm
Capsicum annuum 10 pL 71.0 mm
Capsicum frutescens 10 pL 85.0 mm

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

4. La placa se coloco verticalmente dentro de una camara previamente saturada con
el vapor del eluyente utilizado, de tal forma que la parte inferior de la placa que
contiene la muestra entre en contacto con la fase movil. Se tomé como fase
movil al éter etilico y hexano (3:1) debido a su polaridad, ya que la Capsaicina al
ser predominantemente no polar debe ser arrastrada por un disolvente de

similares caracteristicas.

Figura 18. Corrida de las muestras con la fase mévil en la placa cromatogréafica

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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5. El eluyente va a migrar por capilaridad en la placa cromatografia, separando por
migracion diferencial los diversos componentes de la mezcla a ser estudiada. Se
procedio a secar la placa cromatografica con un secador, a temperatura baja para

evitar la degradacion de los principios activos.

Figura 19. Evaporacion del eluyente de la placa cromatogréafica

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

6. Se esper0 a que se evapore el eluyente de la placa y se analiz6 utilizando luz UV
a 254 nm en el CAMAG. Como muestra la Figura No. 20. Se observaron las
manchas de capsaicina tanto del estdndar como de las muestras analizadas, ya
que estas presentan una leve florescencia a dicha longitud de onda por lo cual no

fue necesario utilizar ninguna sustancia reveladora.
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Figura 20. Bandas de Capsaicina en placa cromatografica observada a 254 nm

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

7. Finalmente al ser esta una prueba de andlisis cualitativo se procedié a aplicar
reactivos que dan como resultado reacciones de coloracion con las sustancias

contenidas en la mezcla analizada.

Figura 21. Placa cromatogréafica observada a 352 nm

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

53



3.7. Cuantificacion de Capsaicina mediante HPLC
3.7.1. Lineamientos para la utilizacion del HPLC

El analisis HPLC cuantitativo de las 15 muestras de oleorresina de Capsicum spp., se
realizd en un cromatografo de alto rendimiento; marca WATERS con una bomba binaria
1525, un detector 2998 PDA Photodiodo UV/vis de longitud de onda programable y una
columna C18 Spherisorb ODS2, 80A°, fase reversa 5um, 4.6mm*150mm, 1pkg
[PSS831913], Silanol. USP L1 para la fase estacionaria. El sistema HPLC esta equipado

un software Empower.
3.7.2. Desarrollo del método

Preparacion de Solucién Stock: Se pesaron 12.64 mg de estdndar de Capsaicina
USP>98,9% HPLC en un balén de 25 ml y se llevé a aforo con Metanol grado HPLC.

La solucidn resultante posee una concentracion de 500 ppm.

Preparacion de Estandares: A partir de la solucién Stock se realizd las diluciones

pertinentes para obtener soluciones mas diluidas.

e Se tomaron 5 ml de la solucion stock afordndose en un balén de 25 ml con
metanol para la obtencion de la concentracion de 100 ppm.

e Se tomaron 4 ml de la solucién stock aforandose en un bal6n de 50 ml para
obtener una concentracion de 40 ppm.

e Serealiz6 el mismo procedimiento para los otros estandares.

Cuadro 18. Preparacion de los estandares de Capsaicina para analisis de HPLC

Estandar 1 0.5 50 5

Estandar 2 1 50 10
Estandar 3 2 50 20
Estandar 4 4 50 40
Estandar 5 5 25 100
Estandar 6 25 25 500

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Curva de Calibracion: Se inyectd patrones de concentracion conocida, teniendo la
finalidad de conocer los tiempos de retencion exacta del alcaloide y calibracion del
equipo para la cuantificacion de las concentraciones a través de estandar externo. Se
inyecto 20 puL de cada uno de los estandares y se realizd la regresion lineal comparando
la concentracién de capsaicina y el area de pico obtenido en el cromatograma, teniendo

asi las referencias necesarias para las mediciones de las muestras posteriores.

Tratamiento previo de las muestras: Siguiendo la metodologia establecida para
cuantificacion de capsaicina de la AOAC (1999) (vease Anexo 5) se pesé 200 mg de
oleorresina en un matraz aforado de 10 ml. evitando que la oleorresina forme una capa a
los costados del baldn. Se afiadio 1 ml de acetona y se agitd hasta que la porcion de
muestra este completamente dispersa. Se afiadié 1 ml de etanol puro, agitando durante
cada adicion, finalmente se afor6 con etanol hasta los 10 ml y se mezclé bien. Se calent6
la muestra a bafio maria a una temperatura menor a 60°C, para evitar la degradacion de

la capsaicina.

Inyeccion de las muestras: Las muestras fueron colocadas en ultrasonido durante 15
min. Se toma una alicuota de 5 ml y se filtra con aerodisk de 0.45 um de 1-4 ml de

solucién en un vial de vidrio.

Cuantificacion: Las soluciones se envasaron y etiquetaron en viales de 2 ml, se
colocaron en el automuestreador del equipo HPLC Waters que fue previamente cargado
con la metodologia para Capsaicina bajo las condiciones que indica el Cuadro 19. Una
vez conocida el area del pico que se requiere cuantificar, es posible obtener la
concentracion, con la curva de calibracion del estandar, ya que relaciona la respuesta del
detector con la cantidad de compuesto inyectado, cuyos parametros se determinaron con

la bibliografia cientifica antes consultada Harris (2007) y Skoog, et al (2008).
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Cuadro 19. Condiciones del HPLC para la cuantificacion de Capsaicina

FASE MOVIL Metanol 60%,Acetonitrilo 20% ,Agua 20% ,grado
HPLC, elucion isocratica

FLUJO 0.8 mL/min durante 5 min

LONGITUD DE HONDA 280 nm

TEMPERATURA DE LA COLUMNA 29°C

VOLUMEN DE INYECCION 20 pL

Fuente: Agrociencia 2008

Esta metodologia se realiz6 durante 5 dias seguidos para poder hacer las repeticiones
pertinentes por triplicado, bajo las mismas condiciones y obtener datos suficientes para

el respectivo andlisis estadistico.
3.8.Método Scoville

El método Scoville es actualmente conocido como un Estandar Internacional (ISO
3513 -1977) para la aplicacion en extractos o productos de aji para evaluar el grado de

pungencia (Nufiez, Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003).

Se debe convertir a Unidades Scoville para determinar el grado de pungencia de las
especies analizadas, para ello se considera que una parte por millén (1 ppm) de

capsaicina equivale a 15 Unidades Scoville (US) (Batchelor 2000).

3.8.1. Determinacion de unidades de pungencia Scoville (SHU)

Para determinar el VValor de Pungencia en Unidades Scoville (SHU) para cada una de las
muestras, es necesario multiplicar la concentracion de capsaicina presente (g/g) por el
SHU del compuesto puro, al afiadir éste valor se obtiene un valor total de SHU (Nufiez,

Gil Ortega, & Costa Garcia, 2003). Se detalla a continuacion:

1ppm capsaicina = 15 unidades Scoville= 1 ASTA
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Se debe realizar una suma ponderada, resultando en unidades ASTA de “pungency”
(vocablo inglés para algo acre, punzante, intenso). Estas unidades se han de multiplicar

por 15 para encontrar su equivalente en SHU.

De manera adicional. El rango de unidades Scoville (SHU) aceptado internacionalmente
para chiles frescos de buen grado, es de 2500 a 5000 SHU Utilizando la equivalencia
sugerida por Vacas Cruz (2008) para convertir unidades Scoville en pug CAPS/g chile (1
png CAPS/g chile fresco=15 SHU) se tiene que 2500 SHU equivalen a 0.1667 mg
CAPS/g chile, mientras que 5000 SHU son equivalentes a 0.3333 mg CAPS/g chile.

3.9.Anélisis de Cluster

Se planifico un disefio de campo para la toma de las muestras, lo cual ayudd de manera

adecuada al registro y analisis de datos y posteriormente a la obtencién de los resultados.

Se determin6 como base cinco especies del género las cuales fueron recolectadas en
diferentes provincias del Ecuador, de acuerdo a la bibliografia antes consultada en el
Manual de Analisis de Datos de Caracterizacion Morfoldgica de Recursos Fitogéneticos
(2010).

Se establecié un muestreo aleatorio estratificado tomando como referencia 20 muestras
vegetales para cada una de las de las especies nativas del género, con lo cual se

recolect6 dentro de un area especifica en plantaciones productoras de aji.

Se registré 45 datos entre los descriptores cuantitativos como cualitativos de cada una

de las muestras vegetales del género (véase Anexo 6).

Los datos cuantitativos de tipo continuo se midieron en unidades internacionales (SI)
estandar y los datos cualitativos de tipo nominal o sin secuencia de los descriptores se

registran usando una serie de estados previamente definidos.

La matriz basica de datos (MBD), se construyd a partir de la informacién que se obtuvo
en la evaluacion de las especies. Esta (MBD), es fundamental ya que constituye el punto
de partida para la aplicacion de las herramientas estadisticas como el Analisis de
Varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey.
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Con el objetivo de poder saber la variabilidad del grupo y a su vez la estructura botanica
se selecciond descriptores muy especificos, y discriminatorios los cuales permitieron
ahorrar tiempo al evitar la toma de datos repetitivos y con esto pudimos simplificar el

analisis de resultados.

De los 45 descriptores se eligié 14 datos especificos los cuales fueron combinados con
los datos del andlisis quimico de las especies vegetales antes estudiadas. Como se detalla
en los siguientes cuadros:

Cuadro 20. Descriptores morfologicos cualitativos medidos en las plantas de Capsicum spp.

C. baccatum C. chinense C. pubescens C. annuum C. frutescens
Color semillas! 1,00 2,00 3,00 1,00 2,00
Color fruto maduro? 8,00 5,00 7,00 6,00 8,00
Forma fruto® 2,00 5,00 2,00 1,00 1,00
Aroma fruto* 2,00 4,00 3,00 3,00 4,00
Factibilidad de 1,00 1,00 3,00 2,00 2,00
separacion®
Firmeza del fruto® 2,00 2,00 3,00 1,00 1,00
Densidad del follaje’ 1,00 2,00 2,00 2,00 1,05

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Cuadro 21. Descriptores morfolégicos cuantitativos medidos en las plantas de Capsicum sp.

C. baccatum C. chinense C. pubescens C. annuum C. frutescens
Altura planta (m.) 1,37 2,05 1,49 0,85 1,24
Longitud fruto (cm.) 1,24 4,65 4,07 2,17 2,71
Didmetro fruto (cm.) 1,79 3,10 3,40 0,61 0,76
Peso fruto (g.) 1,2 7,8 8,3 2,6 3,7

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

1 1=crema, 2=amarilla, 3=morada

2 1=amarillo-limén, 2=amarillo, 3=amarillo-naranja, 4=naranja-palido, 5=naranja-rojo, 6=rojo claro,
7=rojo obscuro, 8=rojo brillante, 9=morado, 10=marron.

3 1=elongado, 2=redondo, 3=triangular, 4=acampanado, 5=acorazonado, 6=cénico

4 1=sin aroma, 2=aroma suave, 3=aroma fuerte, 4=aroma fuerte acre

5 1=f4cil, 2=medio, 3=dificil

6 1=suave, 2=intermedio, 3=duro

7 1=densa, 2=semidensa, 3=rala



Cuadro 22. Parametros de control de calidad y cuantificacion de Capsaicina en Capsicum spp.

C. baccatum C. chinense C. pubescens C. annuum C. frutescens
Materias extrafias (%) 4,10 3,25 4,90 1,65 2,40
Humedad (%) 7,55 7,90 13,99 7,40 6,55
Cenizas totales (%) 4,99 3,62 3,53 4,66 4,14
Cenizas solubles en 1,83 1,20 1,39 0,68 1,33
agua (%)
Cenizas insolubles en 0,93 0,38 0,56 0,55 0,58
acido clorhidrico (%)
Rendimiento de 5,60 16,50 14,90 11,30 12,10
oleorresina (%)
Densidad oleorresina 0,75 0,79 0,84 0,94 0,71
(mg/ml)
pH oleorresinas 9,05 8,28 9,41 7,80 8,59
Concentracion 1164,69 11339,94 600,27 2992,01 2046,66
Capsaicina (mg/kg)

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Recoleccién del material vegetal

El siguiente mapa muestra la ubicacion de los sitios de recoleccion de las especies de
Capsicum utilizadas en la presente investigacion. Las caracteristicas como temperatura
promedio y precipitaciones son factores importantes, ya que estos pueden modificar el
contenido de Capsaicina en las muestras analizadas. Por lo cual es indispensable poseer

informacion clara de las condiciones del cultivo de los mismaos.

Figura 22. Mapa del Ecuador y ubicacion de los sitios de recoleccion de las especies de Capsicum
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4.2. Control de identidad

Se realizé la identificacion taxondmica en el Herbario Nacional de la ciudad de Quito,
utilizando las partes aéreas de las muestras de Capsicum objetos de la investigacion, de

acuerdo a los certificados incluidos en el Anexo 3.

Dentro de los descriptores morfologicos del fruto se analiz6 las semillas de las cinco
especies de Capsicum estudiadas y pudimos observar que todos y cada uno de los frutos
presentaban semillas de color amarillo claro exceptuando la especie de Capsicum
pubescens, (aji rocoto) el cual presentd semillas de color morado obscuro, lo cual se

puede reafirmar con la literatura existente.

Segun las caracteristicas cualitativas de las especies, aungque comparten rasgos comunes
presentan caracteristicas propias, entre las cuales se puede destacar en C. baccatum la
mancha en la corola; en C. chinense la constriccion anular en el caliz; en C. frutescens la
posicion erecta de los frutos y la posicion pendiente de los frutos en C. annuum lo cual

permitio identificar de manera clara a cada una de las muestras.
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Cuadro 23. Analisis macroscépico de los frutos de las especies de Capsicum estudiadas

Caracteristicas Cualitativas
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GRAFICA  Especies  coior del fruto © 3 33 TEB L3 o £ S s
N b © D © © c o L c O 3 © = o &= T ©
omdre  maduro ESg E8e Esg2 E2s & 2 23 S =
Cientifico 5q 32 535 2 52 ¢ 53 S S & £3 S5
L s E L &E L EE L ES < [ 5o o g
NARANJA- Redondo obtuso Acuminada Redonda Eliptica Suave Lisa uniforme Anaranjada
ROJO
ROJO CLARO Truncado Aguda Lobada Lanceolada  Dulce Semi Uniforme  Blanquecina
rugosa
Aji Rocoto Prolongado Redondo Lobada Eliptica Sin aroma Lisa No Negra
Capsicum ROJO uniforme
pubescens OBSCURO
DBLR 3 VINO
NARANJA- Truncado Aguda Redonda Eliptica Fuerte Lisa No Blanquecina
ROJO alargada uniforme  verdosa
gallinazo, Prolongado Aguda Lobada suave  Ovado Suave Lisa Uniforme  Amarilla

NARANJA

tabasco
CLARO

Capsicum
frutescens
DBLR 5
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Cuadro 24. Analisis del contenido de materias extrafias en las especies de Capsicum estudiadas

Especies Especies de Partes de la droga que Partes de otras Mezclas de Minerales polvo ,piedra etc. Peso inicial de Peso materia P=X*100/M
CAPSICUM no corresponden a las plantas la droga extrafia X= peso de materia extrafia
especies M= Peso inicial de la droga
Nombre comdin Caodigo Pelos, excretas Hojas, tallos, Polvo Arena Piedras g g %
flores
DBLR 1 X X v v X 20 0,41 2,05
Capsicum
baccatum
' Aji
cereza
: DBLR2 X X v v X 20 0,35 1,75
Capsicum
chinense
Aji Habanero ‘
- DBLR3 v v v v X 20 0,38 1,90
Capsicum
pubescens
Aji rocoto
X X X X X 20 0,33 1,65
DBLR 4
Capsicum
Aji Raton annuum
X v v X X 20 0,28 1,40
DBLR5
Capsicum
= RN A
Aji Gallinazo frutescens

Elaborado por: Diana Balseca vy Lorena Rivadeneira
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Se determin0 el contenido de elementos extrafios procedentes de la planta originaria
(partes no usadas), asi como también, sustancias externas, que pueden ser de
procedencia vegetal (partes de otras especies vegetales), animal (plumas, pelos, heces) o
mineral (tierra, arena piedras). La cantidad de materias extrafias contenidas en las
muestras analizadas se encuentran en un rango de entre el 1,40-2,05%, promedios
aceptables de control de calidad, segin la Farmacopea Europea el nivel de materias
extrafias no debe ser mayor al 2%.En su mayoria se encontré polvo y piedras, esto
debido a que la altura de las plantas no sobrepasa 1,5 metros. Dentro de las especies, la
que mayor contenido de materias extrafias se encontr6 fue Capsicum baccatum, esto

posiblemente a un mal manejo del material recolectado y a las condiciones del cultivo.
4.5. Analisis microscopico (histologico)

Los drganos vegetales estan constituidos por tejidos, cada uno de los cuales desempefia
una funcion esencial en la vida de la planta, los cuales poseen una estructura tipica que

es importante para su identificacion (Ahmed M, 2005).

Los estudios se realizaron con cortes longitudinales muy finos, el agente aclarante que se

utilizo fue agua destilada.

Figura 23. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. baccatum mostrando granulos de almidén en

células parenquimaticas

Preparacion: Agente aclarante utilizado
agua destilada

Aumento: 40X

Especie: Capsicum baccatum
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Figura 24. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. chinense mostrando en células parenquimaticas

poco diferenciadas

Preparacién: Agente aclarante utilizado agua
destilada

Aumento: 40X

Especie: Capsicum chinense

Figura 25. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. pubescens que muestra las paredes celulares del

parénquima

Preparacién: Agente aclarante utilizado agua
destilada

Aumento: 40X

Especie: Capsicum pubescens
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Figura 26. Corte transversal del exocarpio del fruto de C. annuum que muestra células poco
diferenciadas del parénquima

Preparacion: Agente aclarante utilizado agua
destilada

Aumento: 40X

Especie: Capsicum pubescens

Figura 27. Corte transversal de la pared placentaria del fruto de C. frutescens que muestra células
parenquimaticas

Preparacion: Agente aclarante utilizado agua

destilada
Aumento: 100X
Especie: Capsicum frutescens
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En las cinco muestras analizadas de Capsicum, se realiz6 un corte muestral del
exocarpio y de la pared placentaria de los frutos de Capsicum spp., extrayendo una fina
capa de la parte superior y colocandolas en un portaobjetos para realizar un montaje
himedo con los diferentes lentes, con lo cual se pudo identificar las estructuras de la
pared celular, el citoplasma, l&mina media, ademas de los canaliculos existentes. Las
principales estructuras que se pudieron evidenciar son las células parenquimaticas de

reserva de almidon.

4.6. Métodos fisico quimicos aplicados al andlisis de drogas
4.6.1. Parametros de control de calidad. Ensayos fisico quimicos cuantitativos

4.6.1.1. Humedad

Se entiende como humedad a la cantidad de agua libre que contiene el material vegetal.
Los resultados de humedad obtenidos al realizar el control de calidad de las muestras se
encuentra dentro de los limites de agua establecidos segun la norma NTE INEN 1114

para Especias y Condimentos (2010), que establece un valor maximo del 10%.

Figura 28. Porcentaje de humedad de los frutos secos de Capsicum spp.
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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La especie con mayor cantidad de humedad fue C. pubescens con un 13,99%, un valor
alto en comparacién a las otras especies, este se presume se produjo por presentar un

mayor tamafo del pericarpio, y un alto contenido de oleorresina.

4.6.1.2. Cenizas Totales

Un indicador cuantitativo importante dentro del control de calidad de las drogas es el
valor correspondiente a las cenizas totales, el cual proporciona una idea de la cantidad de

componentes inorganicos en la droga (Martinez, 2007).

Figura 29. Porcentaje de Cenizas totales de las muestras de Capsicum spp.

Cenizas Totales (%)
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Las cenizas totales mostraron valores entre 3,5 y 5%, por debajo del 8,5% que se sefiala
como limite superior la norma NTE INEN1117 para Especias y Condimentos (2010),
por lo que en este analisis, los valores obtenidos se encuentran en el rango aceptable
para este pardmetro, lo cual esta en dependencia de la composicion en minerales del

suelo donde se desarrolla la especie

4.6.1.3. Cenizas solubles en agua

Este andlisis nos da una idea de la cantidad de componentes alcalinos térreos presentes
en la droga. La literatura cientifica indica que estas deben estar por debajo del 2% para

plantas medicinales.
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Figura 30.Porcentaje de Cenizas Solubles en agua de las muestras de Capsicum spp.
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
Los valores de cenizas solubles en agua obtenidos se encuentran entre 0,68 y 1,83. Estos
valores no superan los indices establecidos.

4.6.1.4. Cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10%

Este procedimiento permiti6 determinar la cantidad de silica, principalmente arena y

tierra silicea presentes en las muestras vegetales, como muestra la siguiente figura.

Figura 31. Porcentaje de Cenizas insolubles de acido clorhidrico 10% de las muestras de Capsicum spp.

Cenizas insolubles en HCI (%)
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Las cenizas insolubles en acido clorhidrico estuvieron en un rango entre 0,35 y 0,94%,
valores gque son aceptables para drogas vegetales (Martinez, 2007).

Cuadro 25. Resumen de los valores obtenidos en los ensayos fisico quimicos cuantitativos de control de

calidad comparados con la normas para especias y condimentos.

C. baccatum 4,99 8,5 1,83 2,0 0,94 2,0 7,55 10,0
C. chinense 3,62 8,5 1,20 2,0 0,38 2,0 7,90 10,0
C. pubescens 3,53 8,5 1,39 2,0 0,55 2,0 13,99 10,0
C. annuum 4,66 8,5 0,68 2,0 0,55 2,0 7,40 10,0
C. frutescens 4,14 8,5 1,33 2,0 0,58 2,0 6,55 10,0

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

4.6.2. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico de las muestras de Capsicum se realizd con el objetivo de
conocer su composicion en metabolitos secundarios. Se obtuvo tres tipos de extractos
para el tamizaje: etéreo, etanolico y acuoso, de los cuales se muestra los resultados en el
Cuadro 22.

Figura 32. Extractos etéreos para tamizaje fitoquimico

Fuente: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Después de realizar el analisis fitoquimico de Capsicum se encontrd en el extracto etéreo
una importante cantidad de alcaloides, en el ensayo para aceites y grasas se obtuvo altas

cantidades en C. chinense y C. pubescens, moderadas en C. annuum y C. frutescens y
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baja cantidad en C. baccatum; mostrando una reaccion negativa para triterpenos y

esteroides.

Cuadro 26.Resultados del Tamizaje fitoquimico de las especies de Capsicum

METABOLITO ENSAYO EXTRACTO

C. chinense
C. pubescens
C. annuum
C. frutescens

Bl C. baccatum

Sudan Etéreo
Dragendorff Etéreo T e A

Wagner Alcohdlico T e A
ACU0S0 - - - - -
Lieberman- Etéreo - - - - -
Burchard
Baljet Etandlico - - - - -
Resinas Etandlico + +++ -+
Cloruro férrico Etanodlico + + + + +
Fehling Acuoso + + + + +
Espuma Etandlico + + - + +
Kedde Etandlico - - - - -
Shinoda Etandlico - - - - -
Ninhidrina Etandlico + + + + +
Antocianidinas Acuo0so - - - - -
Mucilagos Acuoso - - - - -
AcCu0so + + + + +

(+) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de poca cantidad para ese metabolito en el extracto.
(++) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de mediana cantidad para ese metabolito en el
extracto.
(+++) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de mayor cantidad para ese metabolito en el
extracto.
(-) Significa que se obtuvo una respuesta negativa para ese metabolito en el extracto

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

En el andlisis del extracto etandlico se encontrd la presencia significativa de resinas
grasas y aceites, compuestos fenolicos/taninos y aminas en cantidades significativas;
cantidad moderada de saponinas en todos los extractos menos en C. pubescens que no

71



mostrd ninguna reaccion al ensayo. No se encontrd lactonas y cumarinas, glicosidos
cardiotdnicos ni flavonoides. En el extracto acuoso se obtuvo la presencia de azucares
reductores, principios amargos y astringentes y no se encontr0 mucilagos ni

antocianidinas.

4.6.3. Rendimiento de los extractos de las especies de Capsicum.

Posterior a la extraccion de las oleorresinas se procedio al calculo del rendimiento de las
mismas, lo cual, es un parametro importante para la posterior cuantificacion de
capsaicina, las especies analizadas mostraron mucha variabilidad en la cantidad de

oleorresinas obtenidas, como se muestra en el siguiente cuadro:

Cuadro 27. Extraccion de oleorresina y calculo del rendimiento

Nombre Peso del Volumen de Peso de la Rendimiento
comun fruto seco disolvente oleorresina (g)
(9) (mL)

cerezal 25,1 200 1,3353 5,3%
cereza2 25,0 200 1,4474 5,8%
cereza3 25,2 200 1,4647 5,8%

PROMEDIO 5,6%
habanerol 25,3 200 4,2618 16,8%
habanero2 25,1 200 4,0787 16,2%
habanero3 25,2 200 4,1278 16,4%

PROMEDIO 16,5%
rocotol 25,1 200 3,7079 14,8%
rocoto2 25,1 200 3,8797 15,5%
rocoto3 25,0 200 3,5839 14,3%

PROMEDIO 14,9%
ratonl 25,0 200 2,8025 11,2%
raton2 25,1 200 2,7983 11,1%
raton3 25,2 200 2,8822 11,4%

PROMEDIO 11,3%
tabascol 25,1 200 3,1295 12,5%
tabasco? 25,0 200 3,0563 12,2%
tabasco3 25,0 200 2,9345 11,7%

PROMEDIO 12,1%

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

72



La especie que mostrd6 mayor cantidad de oleorresina fue C. chinense, seguida de C.
pubescens, C. frutescens, C. annuum. y C. baccatum. Las oleorresinas obtenidas poseen
variacion significativa en sus caracteristicas organolépticas como el color que parece
variar segun el rendimiento de las mismas pasando desde el color vino obscuro de C.
chinense y C. baccatum, color rojo anaranjado para C. frutescens y C. annuum hasta
llegar al color naranja de C. baccatum. Otra de las caracteristicas importantes que se
pudo observar en las oleorresinas es su consistencia, obteniéndose de C. baccatum la
oleorresina de consistencia mas sélida y de mayor dificultad para disolverse en los

solventes utilizados.

Figura 33. Rendimiento de oleorresina de Capsicum spp.
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

4.7. Identificacion de capsaicina en las oleorresinas por TLC

4.7.1. Preparacion de las muestras

Las oleorresinas obtenidas se analizaron mediante TLC utilizando silica gel como
soporte y una mezcla de éter etilico y hexano en proporcion de 3:1 como fase movil,

disolventes utilizados por su polaridad.
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La capsaicina presenta una leve florescencia al exponerla a una longitud de onda UV de
254 nm lo que permitio su identificacion. Al comparar el estindar USP con las muestras
analizadas se observan las bandas ubicadas a la misma altura como se puede observar en

la figura 34.

Figura 34. Calculo del rf., para capsaicina en placa cromatografica observada a 254 nm.

B=8,28cm.

A=1,52 cm.

C. baccatum
C. chinense
C. annuum

C. frutescens

Estandar
capsaicina
C. pubescens

A=recorrido del estandar de capsaicina
B=recorrido total de las muestras
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Se obtuvo un Rf calculado de 0,1835 tanto para el estandar de capsaicina como para las
muestras de Capsicum a 254 nm, lo cual indico la presencia de este principio activo en
las muestras analizadas, la coloracion de las manchas obtenidas proporciono una idea de
la concentracion de capsaicina en cada una de las especies. La mancha méas pronunciada
pertenece al Capsicum chinense lo que indica que esta especie posee una mayor cantidad
de capsaicina frente a las otras muestras analizadas, lo que se evidencid posteriormente

con el analisis en HPLC respectivo.

4.8. Cuantificacion de Capsaicina mediante HPLC

4.8.1. Curva de calibracion para Capsaicina

Se realizé la curva de calibracion par el estandar de capsaicina con diluciones de 5, 10,
20, 40, 100 y 500 ppm en metanol grado HPLC, para los cuales se obtuvo las siguientes

areas de los picos:

Cuadro 28. Area de los picos de las diluciones del estandar de Capsaicina

5 - 8le46 2,675
10 144551 2,677
20 280733 2,675
40 544336 2,675
100 1332003 2,674
500 6716001 2,675

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Figura 35. Curva de calibracion de capsaicina obtenida mediante HPLC
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Del analisis de la pendiente de la recta correspondiente al estudio de linealidad
(y=13410x+7919,8) se deduce una buena sensibilidad del método para cuantificacion de

capsaicina al obtener un coeficiente de correlacion igual a 1.

4.8.2. Cuantificacion de Capsaicina de las cinco especies de Capsicum mediante
HPLC

Los cromatogramas permitieron identificar los picos de absorcién con tiempos de
retencion promedio de 2,675 minutos para la capsaicina al usar como fase movil una

solucion de metanol 60%: agua 20%: acetonitrilo 20%.

Hubo una serie de picos adicionales no identificados, los cuales probablemente
corresponderian a los otros capsaicinoides presentes en las oleorresina, los cuales se

podrian identificar utilizando estandares externos. (Véase Anexo 9)
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Cuadro 29. Concentracion de capsaicina en Capsicum baccatum (aji cereza)

1 5,38 201,4 4891456 364,17 963,77
2 BAC1-2 5,33 200,9 4547453 338,52 898,11
3 BAC1-3 5,38 204,5 4263595 317,35 827,13
4 BAC2-1 5,79 205,3 6911814 514,83 1451,96
5 BAC2-2 5,79 203,8 6874121 512,02 1454,66
6 BAC2-3 5,79 209,6 6847974 510,07 1409,02
7 BAC3-1 5,81 201,2 5634242 419,56 1211,56
8 BAC3-2 5,81 200,8 5203452 387,44 1121,02
9 BAC3-3 5,81 202,3 5354252 398,68 1145,01
PROMEDIO 1164,69

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Cuadro 30. Concentracion de capsaicina en Capsicum chinense (aji habanero)

1 CHI1-1 16,85 203,5 1963360 145,82 12074,00
2 CHI1-2 16,85 205,4 1999078 148,48 12180,82
3 CHI1-3 16,85 201,8 2011175 149,39 12473,44
4 CHI2-1 16,25 200,9 1873425 139,11 11252,30
5 CHI2-2 16,25 205,8 1798273 133,51 10541,88
6 CHI2-3 16,25 203,4 1856666 137,86 11014,15
7 CHI3-1 16,38 202,4 1796963 133,41 10796,81
8 CHI3-2 16,38 201,3 1802354 133,81 10888,52
9 CHI3-3 16,38 204,5 1822341 135,30 10837,52

PROMEDIO 11339,94

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Cuadro 31. Concentracion de capsaicina en Capsicum pubescens (aji rocoto)

1 PUB1-1 14,77 203,5 1203980 89,19 647,35
2 PUB1-2 14,77 202,1 1173283 86,90 635,11
3 PUB1-3 14,77 204,6 1193507 88,41 638,23
4 PUB2-1 15,46 206,3 961423 71,10 532,85
5 PUB2-2 15,46 201,5 962351 71,17 546,07
6 PUB2-3 15,46 202,2 963791 71,28 545,00
7 PUB3-1 14,34 205,7 1227214 90,92 633,86
8 PUB3-2 14,34 204,6 1209182 89,58 627,85
9 PUB3-3 14,34 203,9 1144605 84,76 596,13

PROMEDIO 600,27

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
Cuadro 32. Concentracion de capsaicina en Capsicum annuum (aji ratén)

1 ANN1-1 11,21 206,5 7247208 539,84 2930,57
2 ANN1-2 11,21 204,7 6550933 487,92 2672,00
3 ANN1-3 11,21 203,1 6669140 496,74 2741,70
4 ANN2-1 11,15 205,3 7136997 531,62 2887,29
5 ANN2-2 11,15 204,1 7204648 536,67 2931,83
6 ANN2-3 11,15 203,6 7213733 537,35 2942,74
7 ANN3-1 11,44 207,4 7931466 590,87 3259,18
8 ANN3-2 11,44 204,9 7907969 589,12 3289,16
9 ANN3-3 11,44 205,6 7897480 588,33 3273,61

PROMEDIO 2992,01

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Cuadro 33. Concentracién de Capsaicina en Capsicum frutescens (aji tabasco)

1 12,47 204,3 5355992 398,81 2434,26
2 FRU1-2 12,47 2051 5816945 433,19 2633,75
3 FRU1-3 12,47 202,5 5806016 432,37 2662,55
4 FRU2-1 12,23 203,7 3426893 254,96 1530,74
5 FRU2-2 12,23 204,3 3535828 263,08 1574,88
6 FRU2-3 12,23 206,3 3532550 262,84 1558,16
7 FRU3-1 11,74 203,5 4144680 308,48 1779,65
8 FRU3-2 11,74 206,3 5227325 389,22 2214,94
9 FRU3-3 11,74 205,5 4775346 355,51 2031,01

PROMEDIO 2046,66

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Figura 36. Concentracion de Capsaicina en g/kg de fruto seco en Capsicum sp.
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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La concentracion de capsaicina se encontrd dentro de un rango de 0,60-11,34g/kg de
fruto seco para las cinco especies de. Siendo Capsicum chinense el de mayor
concentracion 11,34 g/kg de fruto seco sobrepasando el contenido reportado por:
Cisneros Pineda et al (2007) 7,27 g/kg en habaneros naranja y por Borges et al (2010)
8,47 g/kg de fruto seco.

En cuanto a porcentaje el contenido promedio de Capsaicina que surge del analisis de la
oleorresina obtenida a partir de los frutos de la especies de Capsicum es de: Capsicum
baccatum 0,12%, Capsicum chinense 1,13%, Capsicum pubescens 0,06%, Capsicum

annuum 0,3% y Capsicum frutescens 0,2%.
4.9. Analisis estadistico

Una vez obtenidos los valores de la concentracion de la capsaicina se procedio a realizar
el andlisis estadistico, en este se aplico el Andlisis de Varianza y la prueba de medias de
Tukey para determinar si existio una diferencia estadisticamente significativa en el

contenido de capsaicina entre las especies.

Se confirmo la normalidad de los datos de manera previa aplicando la prueba de Shapiro

Wilk y se procedio a realizar el analisis de varianza de una via.

4.9.1. Analisis de Varianza (ANOVA)

e Hipotesis nula: Todos los promedios de concentracion de capsaicina en las
especies de Capsicum analizadas son estadisticamente similares.

e Hipdtesis alternativa: Al menos uno de los promedio de concentracion de
capsaicina en las especies de Capsicum analizadas son diferentes.

¢ Nivel de significancia (alfa): 0.05

e Estadistico de la prueba: F
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Cuadro 34. Concentracion de Capsaicina (mg/kg) en las cinco especies de Capsicum

1 963,77 12074,00 647,35 2930,57 2434,26
2 898,11 12180,82 635,11 2672,00 2633,75
3 827,13 12473,44 638,23 2741,70 2662,55
4 1451,96 11252,30 532,85 2887,29 1530,74
5 1454,66 10541,88 546,07 2931,83 1574,88
6 1409,02 11014,15 545,00 294274 1558,16
7 1211,56 10796,81 633,86 3259,18 1779,65K
8 1121,02 10888,52 627,85 3289,16 2214,94
9 1145,01 10837,52 596,13 3273,61 2031,01

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Los datos anteriores pueden caracterizarse por el siguiente cuadro de resumen:

Cuadro 35. Pardmetros estadisticos para la concentracion de Capsaicina en las especies de Capsicum

Sumatoria 10482,24 102059,43 5402,46 26928,08 18419,94
Media 1164,69 11339,94 600,27 2992,01 2046,66
Desviacion Estandar 238,79 709,99 46,52 230,44 461,18

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

A partir de los datos originales calculamos el estadistico F. Después del proceso de

calculo respectivo, se obtuvo el siguiente cuadro como resultado:

Cuadro 36. Célculo del estadistico F para el ANOVA

Fuente de Grados Suma de Cuadrados F P Criterio
variacion de cuadrados medios
libertad

Tratamiento 4 6.985E+08 1,74E+08
(entre grupos)
Error (dentro 40 6630381 165760 1054 0,000 Aceptada la hipétesis
de grupos) alternativa
Total 44 7.052E+08

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Con lo cual se logré determinar que existe al menos una especie de Capsicum que

presenta una concentracion de capsaicina diferente a la de las otros grupos (p<0,05).

Para determinar cuél de las especies es la que posee una concentracion de capsaicina
diferente se procedié a la aplicaciéon de un test aposteriori, la Prueba de Tukey, la cual
dio como resultado que todas las especies son diferentes entres si tomando en cuenta el
contenido de capsaicina que presenta cada una de las cinco especie de Capsicum

analizadas.

Cuadro 37. Resultados de la Prueba de Tukey para contenido de capsaicina

Variable Promedio Grupos Homogéneos
C. chinense 11340,0 A
C. annuum 2992.0 B
C. frutescens 2046.8 C
C. baccatum 1164.8 D
C. pubescens 600.22 E

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira

Siendo el Capsicum chinense la especie con mayor contenido de capsaicina, seguida de
Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Capsicum pubescens y finalmente Capsicum

baccatum (véase Anexo 7).

4.9.2. Andlisis de Cluster

Durante la exploracién y colecta de las muestras de Capsicum, se evaluaron in situ
varios caracteres morfoldgicos en planta, flor y fruto, los cuales fueron diferenciados en
descriptores cualitativos y cuantitativos (Cuadro 17,18 y 19). Estas observaciones se
efectuaron de acuerdo al manual de descriptores morfolégicos para Capsicum propuesto
por CATYE (1995). Cuando el sitio de recoleccion fue una siembra comercial, las
variables se midieron en 20 plantas tomadas al azar dentro de la parcela. En jardines se
incluyo el total de plantas de cada morfotipo (n = 10 en promedio) que se encontraron al
momento de realizar el estudio. De la siembra comercial se tomaron al menos 10 frutos
maduros; en ellos se midieron las variables: largo y ancho.También se incluyé los datos
de analisis de control de calidad tanto de la droga vegetal como de la oleorresina y la

concentracion de capsaicina en las especies.
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En el dendograma queda reflejada la formacion de dos conglomerados, asi como la
distancia entre ellos. Se puede comprobar que la observacion més distante pertenece al
Capsicum baccatum, ya que es la Gltima en incorporarse al claster. Por el contrario las
observaciones mas cercanas pertenecen al agrupamientos entre C. annuum y C.
frutescens que forman el primer grupo, observando la matriz de los datos que
intervinieron en el analisis se puede deducir que estas especies se agruparon debido a su
forma, tamafio, color y contenido medio de capsaicina (0,205 y 0,299%
respectivamente) el cual posteriormente se agrupo con C. baccatum, especie con la cual
comparten caracteristicas tanto morfolégicas como quimicas. El segundo grupo formado
por C. chinense y C. pubescens muestran caracteristicas tanto quimicas como
morfologicas en comuan: forma y color tanto del fruto, tamafio de la planta, pero la
concentracion de capsaicina difiere mucho en estas dos especies, C. chinense presenta
altos niveles de capsaicina 1.13%, mientras que C. pubescens fue la especie que menor

porcentaje presentd alrededor del 0,06%.

El pardmetro determinante en el agrupamiento de los conglomerados fue la
concentracion de capsaicina en los frutos de Capsicum en cada una de las especies, al
ser miembros de un mismo género poseen caracteristicas muy similares entre si con

ligeras variaciones tanto morfolégicas como quimicas.
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Figura 37. Dendograma que muestra la similitud entre las especies de Capsicum estudiadas
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Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira
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Figura 38. Analisis de componentes principales PCA
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El analisis de componentes principales (ACP) indic6 que las cinco especies de
Capsicum guardan estrechas relaciones entre si, como se muestra en el dendograma
las especies que presentan mas caracteristicas en comun se agrupan en dos
conglomerados. El primero formado por: C. annuum, C. frutescens y C. baccatum los
cuales en el andlisis de componentes se ubican muy cercanos compartiendo las
caracteristicas como: cenizas totales, cenizas insolubles en &cido clorhidrico y color
de fruto maduro. Mientras que C. chinense y C. pubescens muestran caracteristicas
morfologicas en comun tales como: altura de la planta, longitud y peso del fruto,
entre otras. En cuanto al contenido de capsaicina, que es la principal caracteristica del
estudio, C. chinense es la especie que méas concentracion de capsaicina posee muy

por encima de las otras cuatro.

Determinacioén del nivel de pungencia en Unidades Scoville (SHU)

El nivel del pungencia es un pardmetro de calidad de los frutos de Capsicum sp.

Cuadro 38. Escala Scoville y las principales variedades de Capsicum spp.

Unidad Scoville Variedad/Chile
850,000-1,001,304 Bhut Jolokia (India, Sri Lanka)
350.000 - 577.000 Red Savina Habanero {California, Usa)
100.000 - 350.000 Chile Habanero
100.000 - 325.000 Scotch Bonnet
100.000 - 200.000 Chile Jamaicano
50.000 - 100.000 Chiltepe, Piguin,Chile Thai
30.000 - 50.000 Pimienta Cayenna, Chile Tabasco
10.000 - 30.000 Chile Serrano, Chile de arbol
2.500 - 8.000 Chile Jalapeno
2.500 - 5.000 Salsa Tabasco
1.000 - 1.500 Chile Poblano
0 Chile Dulce(Pimiento dulce, Chile verde)

Fuente: (Peralta Calito, 2007)
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Cuadro 39. Valores de la concentracién de Capsaicina en Unidades Scoville (SHU)

ESPECIE CONCENTRACION (ppm) SHU
Capsicum baccatum 1164,69 17470,40
Capsicum chinense 11339,94 170099,05
Capsicum pubescens 600,27 9004,09
Capsicum annuum 2992,01 44880,14
Capsicum frutescens 2046,66 30699,90

Los promedios de los contenidos de capsaicina y su transformacion a SHU, se calcul6
como una medida del grado de picor de cada especie, estando Capsicum baccatum y
Capsicum pubescens en un grado de picor medio (5000-20000 SHU), Capsicum
annuum y Capsicum frutescens mostraron niveles de picor elevado, destacandose

Capsicum chinense la cual supera los 170 000 SHU.
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CONCLUSIONES

En la especie Capsicum chinense se encontrd la mayor concentracion de capsaicina
de las cinco especies estudiadas. El contenido promedio de capsaicina fue de 11,34
g/kg de fruto seco. En contraste, la especie Capsicum pubescens con un contenido de
0,60 g/kg de fruto seco es la especie con menor concentracion de capsaicina. Estos
resultados corroboran las conclusiones de otros estudios (Nufiez, Gil Ortega, & Costa
Garcia, 2003) que sefialan que el contenido de capsaicina varia directamente con la
temperatura. Los ejemplares recolectados de la especie C. chinense provienen de
sectores con una temperatura promedio de 28°C en tanto que Capsicum pubescens se

cultiva en zonas con un promedio de temperatura menores (18-20°C).

En cuanto a la escala de pungencia de Scoville los resultados obtenidos sefialan un
valor promedio de unidades Scoville comprendido en el rango acorde a lo encontrado
en la bibliografia citada (Peralta Calito, 2007). Asi Capsicum chinense presenta
170000 SHU; el reporte bibliogréfico sefiala que esta especie presenta entre 100000-
350000 SHU.

Los resultados muestran que el método seguido de extraccién de la oleorresina
(Anexo 5) ofrece una alta reproducibilidad en cuanto al rendimiento. Sin embargo, el
contenido de capsaicina, manifiesto en el area bajo la curva, tiene una alta
variabilidad. Las causas de esta variacion se aducen a que las muestras obtenidas para
la extraccion de las oleorresina provienen de diferentes plantas de las cuales se
desconoce la edad de los cultivos de donde fueron colectadas, asi mismo no es
conocido el exacto grado de maduracion de los frutos; estos son factores
determinantes en la biosintesis de capsaicina, como indica Ben—Chaim (2006) vy
Nufiez, et al (2003).
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Los resultados del analisis proximal para las cinco especies bajo estudio denotan
concordancia con la informacion bibliografica disponible a excepcidn del contenido
de humedad en Capsicum pubescens cuyo valor (14%) sobrepasa el limite superior
(8%) establecido en la norma NTE INEN 2532 (2010) para condimentos y especies.

El conocimiento del contenido de capsaicina de las especies bajo estudio indica que
Capsicum chinense, conocido como aji habanero, es una especie con alto valor para
la industria de los alimentos, especialmente en la elaboracion de salsas y condimentos
picantes. Ademéas debido a su alto rendimiento es potencialmente interesante su
utilizacion como materia prima para la extraccion y purificacion de capsaicina

utilizada con fines investigativos y/o aplicaciones farmacéuticas.
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RECOMENDACIONES

Es importante complementar con futuras investigaciones el estudio de la especie
Capsicum pubescens para conocer la composicion de la oleorresina dado que hay un
alto rendimiento de la misma y un bajo contenido de capsaicina. EI comportamiento
de solubilidad de la oleorresina de esta especie asi como el tamizaje fitoquimico y el
analisis TLC hace presumir la existencia de otros componentes mayoritarios que

pueden ser de interés farmacéutico o industrial.

Para un estudio mas riguroso de la composicion fitoquimica de estas especies, es
importante contar con un disefio experimental que tome en cuenta las variables de:
edad de los cultivos, procedencia y tipo de suelo, temperatura y otros factores que
afectan directamente a la biosintesis de metabolitos secundarios, en particular de los

capsaicinoides.

Se puede complementar el conocimiento de estas cinco especies nativas del Ecuador
con investigaciones que evallen el contenido de otros capsaicinoides, por ejemplo
dihidrocapsaicina y homohidrocapsaicina, que poseen igualmente un alto valor

comercial por sus posibles aplicaciones en el campo médico.

Tomando en cuenta la amplia documentacion cientifica acerca del género Capsicum,
al que se le atribuye importantes propiedades tanto a nivel socio econémico como de
investigacion cientifica, se recomienda continuar con investigaciones que impulsen el
aprovechamiento del prometedor potencial terapéutico de la Capsaicina y sus

similares.
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Starch Fossils and the Domestication
and Dispersal of Chili Peppers
(Capsicum spp. L.) in the Americas

Linda Perry,” Ruth Dickaw,” Sonia Zarrille,” Irene Holst,’ Deborah M. Pearsall,’
Dolores K. Piperno,™” Mary Jane Berman,® Richard G. Cooke,” Kurt Rademaker,®
Anthony |. Ranere,” ]. Scott Raymond,” Daniel H. Sandweiss,** Franz Scaramelli,”

Kay Tarble,*® James A. Zeidler™*

Chili peppers (Capsicum spp.) are widely cultivated food plants that arose in the Americas and are
now incarparated inta cuisines worldaide. Here, we repart a genus-spedfic starch marphatype that
pravides a means o identify chili peppers from archaeological contexts and trace bath their
damestication and dispersal. These starch microfossils have been found at seven sites dating
from 6000 years befare present to European contact and ranging from the Bahamas to southern
Peru. The starch grain assemblages demonstrate that maize and chilies occurred together as an
ancient and widespread Neotropical plant food complex that predates pottery in some regions.
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‘achacobiology Frogram, Oepartment of Anthwopology,
Smatsorian Matcral Museum of Matwral Mmstory, Post
Ofhce Box 35012, Washangior, 0 20013-J0L2, WA
“Deparment of Axhaedaogy, Unwersity of Calgary, 2500
Urayersa?y O, MW, Calgary, Alberta, TIM IM4, Carad
"imuthscraan Tropcal Besearch inssfufe, Aparfado Posfal
024303072, Balboa, Repubic of Farama. "Oeparament
of Antheopalogy, 10 F Svallow Hal, Ursversay of Mssoun,
Coumbaa, MO E5211, USE “Ceter dor Amencam and
‘Warld Cultures, 10 MaxcMillan Hal, Mams Unwversssy,
Ondord, OM 450%& UL “Clmate Charge IraStute,
Unswzrsty of Mare, 120 Aumea Hall, Ovorg, ME O4445—
511, WA "Depatment of Andhropadiogy, Temple Universaty,
11T Wem Barks Sveet Prolaceiphaa, F& 19101 USA
“Depariment of Arthropology, Souh Stevens 5 I7 3 Uniwe-
sy of Mare, Ororo, ME 044875 773 USA “Canmo de
Mr\cpcl.ogh, ratiute Wererclano e Imwestiga oo L
tites, Cametera Paramencara, Elometer 11, s de Fipe,
Werenuela. “Oeparaments de Aguetiogia, Etchistoria
fologian (uwral, Bosla de Anvropologia, Facdud ce
Gerdas Bondmick v Socakes, Unsemaid Certral de
Werenzell, Caracas 1041, Verenela M'Certe dor Ersanon-
mentil Maragamant of Mitary Lamdl, Coomdo St
Unaversty, Fork Golles, O 80523, UBA

spocics ®main spoculative. A combinstion of ar-
chacokegical evidence, genetic analyses, and
madern plant disributions have led rescarchers
1 sugpes that O oo was initially domes-
ticated in Mexico or nosthem Cenmtral America, O
fartescens in the Caribbean, O foccarion in low-
land Bolivia, O ofiesrs in northern lowland
Aunazonia, and O padeseens in the mid-clevation
southern Andes {2 3).

All five apecies of domesticated chili peppers
produce large, flanened lenticular starch grains
with a shallow central depression, not unlike a red
bkod cell in appearane: {Fig. 2, A o O). When
rotated ik side view, a cemtral linear figure—a
clean line o split fgure with sharp edges—uns
parallel 1 the long axis of the grain This fgue
can extend for the entiee kength of the grain o jus
apartof it {Fig 2, Eand F). Ranging from abom
13 % 45 pm in kengith, the starches of domesticated
peppers are casily distinguishable from smaller
wild types in the microfssi] reoond (Fig. 2Dand
table S1). Alhough the basic three-dimensional

marphology 5 consistent amang all spocies of

Cepraeaen, micromaerphodogical characiers differ
beetwioen spocies.

Throe of the spocies—C Puaecrnon, O
fageseens, and O padeseen—ean be identified
o the hisis of disgnostie maonphotypes that have
witigue features of the central depression. How-
evier, these features are rare even in madern starch
grain aaemblages. Otherwise, the mophologies

of starch grain msemblages Gom O weeeor and
. Fageseesns ane 5o similar that, inthe absence of a
diagnastic, it B not possible 1o assign grains 10 a
single spocics. The moenphabkegy of starch from O
clrdnens inilar 1o but not identical to that of O
enidetenr of O Fafescens, and the morphologics of
all theee starches differ significantly from these of
C Aewvernr and O paceens which, in
differ fom one anather. Because similar types
accurinall congeneric species of Cepaaeten, either
a diagnestic o a larpe archacoldanical assem-
Tlage is soquined B a soowne spocies idemification

The presence of a basic gems-diagnostic
starch maorphotype for Copescner i prodictable
bocause of the lack of pefoct harriers 1o imespe-
cifie Iybadization (9. O o, O oo,
and C flacsescens have been deseribod asa spocies
complex with a single ancestral gene pool {41
Therefere, itis i surprising that the starches of
these three apecies are morphological ly similar
toone anether. In contrast, O berccertienr and O
panbescens are distingt domesticated spocies in
Souh Amenica (4. Starches derived from other
ecomamically signi ficant species inthe Solansocac
including Lyesrntres, the genus that recent phyks-
senetic studies indicate i the most clamely relaed
to Cegeszanon (30, differ from those of chili peppers
{tabke 51 and fg. S0 46, Thus, we have elimi-
nated thase plam spocies with the potential o
confise the source of the microfosails

We recovered securely identified genus-
diagnostic Cupwscane starch microfossik from
sevien sites throughowt the Americas. The okdea
positively identified starches were found a1 the
oot mparanems sites of Loma Aha and Real
Al in souhwesten Ecuador, Interproted & a
village-sized, permanent seitlement, Loma Aha
was oocupiod fr moere than a millennium be-
inning abaut 100 vears before present {yr B.R)
{70 We reoovered chili pepper starches from
sedimen samples, milling stopes, and Food
residues fromeeramic sherds of cooking vessels,
all of which were exeavated From the lower
levels of the site.

Similar to Loma Aha, Beal Al was avillage
site atabout & L0 yr BE however, by about 4750
w1 BP, it hed expanded inke a regiomal ritual-
ceremonial center (8, V). The chili starches were
extracted from milling Sones fom twoe house
floers dating 1o the peried of expansion. Micro-
Fosail evidenoe of maize, lI'ar.lulrr eelieliy {achim)
Mienener araereliveeer {arnowrod L Cordetfreer sp

Table 1. Published reports of archasological Capsicum from well-dated sites with clearly defined

stratigraphy.

Speties Plant pari Region Sitels) Datels) {yr B.P.) Source
. onmuwn Fruils Mexico Tehuacan Valley 500—-6000 1241
. onauan Sesds and peduncles Bl Saboadar CEnen 14040 1251
C. boccadum Fruits Peru Huscs Prigta, Puna Grands 4000 1281
L. dhinenge Fruits Peru Husts Prigla, Punla Grands 4000 1281
L. chinense Fruils Peru Casma Valley Ca. 2500-3500 1
Copslaam 5p. Seak Haiti En Bag Saling 400 1271
Capdiaam 0. Pallen Wene rusla La Tigra 450-1000 128
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{kerem), mamac, cucushits {squashh, Conaeba sp.
{jack hean ), and the Arccaceae family qpabms) has
aka been rocoveral o Real Alko (J6-72) A
camhina km af evidlenee, inchiding plnt remains
aml sie proximily o sasomlly foeoadal botiom
lan«l, mdicaies that agriculuse wa mponam n the
eommamies af hoth Ecadonan sies. Eoudor 15 mot
comsklerad to/be the cemeroPdamestiction Foar any
alithe ive mupreconamic species a fchili peppers.
T hezzkre, the presenos aldamed iaed chilieswith
im this earhy, camplex, apnouliuml system ndices
the these phms must have bom domesticasad
ehewhere adier than G000 yr B and brought mia
the wzgion from either the narth ar the south.

In central Panema, the A guaduke Rack Shel
ter was acoupied from abaw 135,000 to 3200 wr
B dwme bath the Preceramic amnd Early e
ramic pemads {725 The sie has yickded evidence
fiar the cultivation ol other plants nat matwve o
senthem Central Amenca, mchiding maiee, man
1oc, and squashes dating from ahaw KK 0 S8
yr B We kdentified chili pepper starch an 2
pmundsiane toal recovessd fram the top ol the
prcernti depasits; the wal and thus its s ocived
stach mesiches have a simtigraphic dade of aboui
560 yr B_P. This artifact also viclded stanch grens
Framy makee and domesticated vam (523

Theacupation al the coastal shell midden s e
al Zapoal caomckks with the Eady Cerami
penad al thiz ezpkm of Panama, hepmnmg shaut
AR yr BLP T We meooy esed starches ol chilies
fram ground=stone waok, indicating that dhe
peppers were processed and consumed akmgside
2 number af ather domesticates o the sie, in
chling macre, manios, and vams (75 By this
time, swiklden cultivation of several domest icated
specks, inchding matze and manioc, was well
extahlished m the repion, and famers had sig
niticamly deforested the faathills near bath
Parmomamian sites (565 Thus, the Panamaman
mecard documents the wse ol domesticated chilies
as caonpanents o Fihe diet ol sw dden apricubiursts
im ath Preceramuic and Coramic era gmoups.

Farther south a1 36 m m the Pemvian Andes
lies dhe sie af Waymina, a Lawe Preceramic
howscacoupied begmning about S000vr B P Al

B B 3

shimznralny

TEimran % g o

Zuzual

Fig. L fuchssalogical siles mentioned in the
texl. Red sites yiekled stach graim of <hili
pepper. Blue sites yisldsd all other dasses o
remaing ol chili peppern.

Waynumz, we found chih starches an processme
s imassocivtem with maiee, arxwroot, and the
memnains a Fwhad is likehy Sodanum sp . fpotata) {77
These chin ndice that the residents ol Waymum
wene culivating maiae, fuberss, and peppens and
weme processing them ma foad an s Waymum
wickled the anty starch assemblape that contamed a
species<d mpnostc momhatype. These chili pepper
staches appeared o bedaval fom O puhesmes,
the specics that inchides varicties smuch as theracata
mepper, achili that & cultvated 2t mid abide in
dhe Andes (25 When combmed with macralassil
evidence (Table 1}, the staxch dota medicate that the
auhvation ol three domesticated  species al chili
pepper was camamponneais on the omst and in
the highlancks af Per as early 2 200K vr B i the
Late Preomamic penad. The preena: of mumezons
ather cubivars within the assembhpes ol each
epion mdicaies thal sophisticated apricul re was

REFCRT

practiced m hath segions bele the miraductem af
patiry.

We alza Emmad starches ol chili peppers a1 the
Three Diap site located an San Ralvadar Ishnd in
the Bahamas. This sitewas acoupiad by a group af
lisher-horticultrists abaw 1000 v BF Rep
rsomting the makerial remains of at east ane
houschakl, the sie consists af a midden, two ac
tivity meas, and a w-demsity (well-swept) ana.
Fitty-cight chert micraliths, all tvpical of the mar
phalapy commonly desaribed ax manioc poter
lakes (f5-2y hawve been recovered, as wens
comamic grildle sherds. The muiaaliths viekled the
starchy remains of bath maiee and wmident ified
mats ar fuhess. We recovered chili starches From
two Makes that also comeined s wrdhes oF maine

Lasthy, we recoverad mukm Kisil evilance Foar
chili pepper 21 Los Manpes del Parpuaea in
Vimemicly, 2 bree habiation site ocoupied ahout

Table 2. Summary ol Meotropical archaeological starches ol Copgouem. F. llaked ol G
graunditons toal; O, ceramic sherd; 5, sediment sample.

Sample o Size () Source Date in ¥r B.P. (Rel)
Lo Mangas, Venenwlo (Wroogoinoid Vool
lew 1.1 1 15 G ~500-1000 1211
lew 2,1 1 17 F =500-1000 1211
lew 3,1 1 15 F ~500-1000 1211
lew 3, 2 1 22 F ~500-1000 1211
lew 5, 2 z 12, 20 F =500-1000 1210
lew 7.1 2 20, 2 F ~500-1000 1211
e Dog, Bohamas (Ludoyon)

LB7-B9 1 12 F DEI-1265 Cal* 1290
I1032-1035 1 21 F DEY-1265 Cal* 1290
Waynuing, Pay Preceramicl
Taal 10 2 1824 F 3564-3H3T Calt 117)
Toal 11 ] 14-34 G 3564-383T Calt 117)
Toal 20 2 2425 G 3564-3837 Calf (I7)
Toal 30 [ 19-28 G 3564-383T Calt 117)
Cal 36 1 18 5 36B9-3969 Calt 1I7)
Topate, Pavama (Farly Caramic)

C2NEF4 4 20-26 G 35604850 Caly 11
L) T 1 25 G 35604850 Caly (1)
C32N7 1 LT G 35604850 Caly 11)
Real Ak, Favodor (Valdiva 3)

Structuse 1 1 20 G 4400-45600 Calt 19)
Sructuse 1 3 2426 G A00-4500 Calt 19
Structuse 10 3 15-24 G 4004800 Laly 191
Structuse 140 1 24 G A400-4500 Calt 191
Aguexiabee, Panama (Labe Preceramid

350 3 24-28 G 5600 Cal 3O

Loma Alta, Foaodar (Eavly Rormalived

55275 5 22-26 G 50506250 Cal 19)
ERETE2 ] l6—24 G 30506250 Calt 17
55292 2 12, 20 G A550-6050 Lalf 191
Sample 13 z 24, 25 s 48305280 Calt 171
Sample 7 1 r T 40804410 Calf 1)
Lewel 12 2 24, 28 5 49905310 Caly 191
Fample 11 1 15 s A2 5048460 Calt 191
Sample 10 1 22 C A990-5310 Caly 191
Lewel 14 z 24, 24 5 APR-5310 Calt 1:)
Sample 9 1 28 [ A990-5310 Calf 1M

Srndard and ANS radwarkon dates fram aneclaned charcaal, 3o callbe aved remiule
pamandard radiocarkion dames fFam asodiated el ol el for 3G rata,

aradanial diarcal, 2o callly ated reult
2o alliratd meuli
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Fig. 2. Moden and ar-
cheedogial dad gra-
uks bam Copdon. UKD
Ranch guanue bom the
fruit al maden Gopadaern
deaclnn i, perckilin
Laji rmisasal) showing typ-
icd maonphalogy. Mot
the rounded lenticular
fom and large. 1A, -
tal depesion. (B Ar
chasological Copsiawvn
Aapch guanui bom Loma
a0 fechasological
dach granuk ol lops-
e bom Resl Ao, D0
Rarch ganule bom &
el specimen d G-

S ey war e, This slash geanule is Ugpical of those from wild peppen. B Side view
ol & modern starch granule Tom Gapkan badcatum. Mote the linsar igure {F] Side wiew ol an
i hassolog ial stach granule ol lopekavn fram Zapotal.

S0 g0 00K wr B 25 ) Several bumpe, deep sione
metses ware satioal aver the e ol the site.
Exavatiom a2 mkklen depasit viekbal coamic
ericklle shexls and micralithic fladees that arcalien
asocizia] with manioc proosssing (220 As atthe
Theee Diag =ie, the wemains af maniac are oon
spicucnshy dhsent mman ecavation that viekked
artitects wsual by asocial with manioc proosss
mg {220 The same processing toals that comame]

starches a Fchili papper also comtamed remams of

mara. Foo arops, including arrowmat, Wiwison
. imapal, and 2 manher ol the Zm giberaceae
mily (gmger) ako kit thar starchy remains.
When cambined withthe dat fram the Three
Dag site, the chili pepper migalossils fram
Lew Manpos del Parguzea support the motkm
that a sophi sticated mixedl sibsisenos econany
atath mot and seed arops oconmed at these s i
that were mitizlly caeparinad as bemg oooupiad
Ty mamiac harticulhurists {23)

Merther muicralkssils fypic] of wikd species nar
tmmwsitiomal forms ol Ciaypsscaun wese recovessd from
ay sie. The presenoe ol domesticyied plats wsed
= conclimeents rther than = staple Kaods curing the
Przceramic periodd mchicates that sophistaed agn
aulture and complex cuisnes mse arly trougho
the Americes and that the explaiatom ol magae, ran
areps, aned chili peppers spezad hetore the meracuc
tiem al potteny. Beidenar ram: hath maarabotanical
il micwbortamica] semmins incdicyies that ance chili
paners haoame monmpeoeied o the diat, they
pemsisied. Apart Bom the chili poppers, mate &
e every siewe sanpled. Mabee and chilies
aor topaher fom the anset al’ this seoom] untl
Earopan commiact ancl s, spmesam an ancent
Merrmica | plat Ko complec.
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Anexo 2. Hoja de datos por especie para recoleccion

HOJA DE DATOS POR ESPECIE

(Yanez, com. pers.)

Familia:

Género y especie: Autor:

Sitio de Coleccion:

Habito de la planta:  Hierba: Arbusto: Arbol:
Epifita: Parasita: Bejuco:
Abundancia de la especie: Alta: Moderada: Baja:
Habitat: Bosque natural: Paramo: Bosque artificial:
Monocultivo comercial: Policultivo comercial:
Jardin: Otro:
Caracteristicas del manejo de la
especie:
Nombre comdn 1: Traduccion:
Nombre comuln 2:
Traduccion:
Colector(es):
Informante:
Caracteristicas de

uso:

Breve descripcion de la preparacion y uso:
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Anexo 3. Certificado de identificacion de especies

CERTIFICADO
Quito, 02 de julio del 2013

ﬂm Nacional (QCNE), Seccidn Botdnica del Musco Ecuatoriano de Clenclas
MNECN), certifica que, Lorens Anabel Rivadencira Ilernnmc.l.:
1717679540 y Diana Aurelia Balseen Alvarez con C.L: 1715366868, euuauudeu

espesimenes vegetales del MM SR iedtante ta mp.monqu
colesciones botinicas del Herbario Naclonal y lo ssistencia técaica de la Dra Diana
Femindez Las muestras correspanden al proyecto de tesis titulada: “Extraccidn
Cuantificocion de Capsaicing o portir de cinco especies nativas del génera Capicum
existentes en el Ecuadar medinnte cromatografin liquida de alta eficiencia™

umm v Balseca rabajaron en of HetbnnoNshnl“ild"‘)de
noviembre del allo 2012, en horsrio de 08400 a 16h30.

Es tode cunnito podemos certificar en honor a la verdad, pudiendd las intenesadas hooer uso
de este documenio como estimmen converiane.

Shcues

L )

DmDmmFeminduF

MUSEO EC1A
Rumipamba N* 341 y Av. De los Shyris, Pargue La
Teléfonos ($93-2) 2449 825/ 2449 8384, i

NATURALES

Quito-Ecuador * Casilla Postal; 07-07-8976
O@IMECH. QOV.OC ¢ WWW.IecH. gov.ec
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Anexo 4. Certificado de pureza Capsaicina USP

USP Certificate

U.%. Pharmacopeia
The Siandard of Gualit?

Capsaicin
LOT I0L046

Molecular Formula

. ~ — Molecular ‘Weiﬁi

CHy CAS Number
oM
404-86-4

=

LABEL TEXT

REFERENCE STANDARD

CAPSAICIM 100 mg
DANGER! Toxlc if ewallowed. Cauzes skin ard serlous eve | ritation,
klay cavsa raspiralony imitation and an allemis skin raactizn

1OL046

iy WSS s o

Gt diy. For guant lative applics s, oge @ valos of 9847 nig of
CRCGAICIN [ M o7 materal on EE ag s kasiE 390 eavaner tamly
cosed. Protect fror light and mroistore, Store in & ref- g=ratos

LT

LEER 120 Twinbironk Phossy. Rockwille, 35 #1301 A8 106D
H AT kO 103108

il e e LS en— sl la) by

B EH S Y e
e 155 71

Ei:lﬁ.gtr,.s&‘ A-ﬁa;m_.-

Cruality Assurance

Pagelof 2 10-5ep-12
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Caleulation Value

U nless otherwise stated on the Relerence Standard labd, avalue ol 100.0% should be used in the compendial
applications forwhich the use of this Reference Standard is intended. Please refer to the specific Reference Standard
labee| For further information.

Expiration

Current lots are identified in the current USP Catalog. In some cases, the previous lot may still be considered valid
foruse IFsoitisidentfied in the column marked “Previous Lot/Valid Use Date.™

[Lis the responsibility of each user to determine that this lot s current or valid when used. For the most up-lo-date
information, please reler o the USP Store al s, usp.org.

Instructions for Usa

Follow the instructions on the labe of the USP Reference Standard and in the appropnate USP documentary
standard{s).

Mon-Managraph Use

T he suitability of this Relerence Standard for use in non-compendial applications 15 salely the responsibility of the user.

LEGAL NOTICE

USP WARRANTS GOOD TITLE TO USP REFERENCE 5TANDARDS OM DISPATCH FRECOM USSP, THE
FOREGOIMG WARRAMTY [5 IM LIEU OF ANY OTHER WARRAMTIES, EXPRES: OR IMPLIED,
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Anexo 5. Método oficial AOAC

ADAC Official Method 995.03
Capsaicinoids in C apsicums amd Their Extractives
L bgdd € bersematng rupbie Mabod e
First Actiom 1995 " I' =

[Applicable for determination of 750-650000 Scoville Heat Units -
{EHU Y of capsaicinoids in ground and crushed red pepper, chili I
pepper, ground cayenne pepper, ground jalapeno pepper, and red ;
pepper oleoresins. Mot applicable o chili poveders or products
tontai ning oregano or thyme,]
{Cautior:  SeeAppendix B, salety notes for the sale handling af —l"lfrw

organic solvents and special chemcal hazards—acetone, ||
acetonitrile and ethanol. See Matenal Saley Dala |
Shesls, or equivalent, for esch reagent. M-V anillyl-n- 4

nonanarmide 15 an extreme imant do not inhale Dis-
pose of waste solvents inan appropriate marmer
compatble with applicable ervironmental rules and

regulations.)
Wethod Perf armang e
See Tabl e 99303 for method performnce da i, Figure 995.03—HRed pepper extract analyzed by (a)
Muorescence detection, amd (b UY detection. Peak 1 =
A Principle nord ihydrocapaicin: peak 2 = capsaicing peak 3 = dihy-
Testsample is extracted inwarm ethanol using rdflux condenser. drocapsaicin
Extractis hltered and injected into guid ¢ hromatograph equipped
with UV o luo rese enc & detes or {g) LC mobile phase, Acetonitrile-water, U s LC grade sol-
wents, or equivalent. Mix 400 mL acetonitrile with &00 mL H2O
B Apprmries containing 13 acetic acid {wAc). De-gaswith helium or by other

{a} Liguidchromatograph {LC). Equippedwith 1V integrator, ¢ able echnigue.
20 L sample injector, andwith U detector set at 2B0 nrmaeave-  (d) N-Vanillyl-n-nonanamide stand ard solutions. M-W anillyl-
length or Nuorometer with excitation 280 nmand emission 325 nm a-sonsnamide séandard, $0F, ix svailable as syn thetic capsaicin
Operating conditions: temperature ambient {20-257C); Mow rate,  fFomPenta Inierna gonal Corp, S0Ckner Phwy Livingsion, N
1.5 mlfmin, isocralic: rd alive retention tmes N-wvanilly-n- O7% Kewp sofutons out of divect sunfght. {1} Standad solution
nonanamide 1.00; nordiydrocapsaicin 0.90; capsaicing, 1.00; diby-A—@ L5 mgdnl. Accuracely weigh 75 mg N-vanilly-n-nonana mide
drocapsaicin, 1.58. See Figure 99503 (or baseline separation of  and fansfer & into S00.mL wlumetric sk Dilte to volume with
rRjOr L?hj“nu|d5_ R ethann! and mix Lie siands id solfution Afor analyang all peppem
(Bl LC column. Stinless, C18 150« 4.6 mmid packed with 5 evcept chili pepper. (20 Standaed sofation B —0 005 mgdnl. Trans-
[ particle size. Use guard column, if desired. for I ml standard solution A fnin G0 mL volumetric fask, difute

{c} Reflux condenser. to vodume with ethanod and mix Lse standard sofution B when
{dl Syringe filter. 45 Om

analyzing chilf pepoers.
el C18 solid-phase extraction cartricge. n ,_-;hﬂi,;:,, '
(. Resrgents (& Ground orcrushed peppers. Accurately weighca 25g
{a) Ethanol. 95% or denatred, suitable for chromeingraphy,  PEPRET IO 500 L boiling (Nask. Place 200 L ethanol into same
(b} Aceione. ACS grade. Mlask add several glass besds, and attsch (lask o rellux condenser.

Gently reflux test sample 5 hand then allow w cool. Filter 14 mL

Taka G Meimed Foritrnonds for s Tiirksien ot Capgaeine de In Capslcmmes and Thedr Ea gl e | i:micl T iramelapnas

Bry [aHUR
Arirga et K A A 360 % MICp % r o
Chili 2ehar : CEFIF A a 0 ¥ 18128 a1k BT B T 290-pan
Pedd papre- 207 - 3I630 H T LR IR ET] | RASH 1652 I ERED 4305210
Red pappe”
olerushs A RAL AN 15 DA™ PUTHIERTD R4 TEI4E  CHAD GRREM gl SNl
“H —ho i b ie
Pr-zEws. ’
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sarrple through 045 Dmsyringe [iler iro srall glass vial. Uselfor 1) Ground peppers and chili pepper:
LC analysis

(b} Red pepper oleoresins, A courately weigh 1-2 g ol eoresin N= (PNAPE) % (5 /WTI s (2000908 5 A76K)
inta 50 mL volumetnc Nask, Increas: weight of sample i1 total
capsaicinoid concentration is<1%. C ={PC/PS | = (CSANT | = (2000085 = 16100

AMbtes Do pot allow any oleoresin to coad sides of fask D = (PD fPS} % (5 AT) » (200059 % 16100
Add 5 mL acetone, Ciby, 1o Mlask and swirl contents of flask until . R PR s
lest sample 1s completely dispersed {no oleoresin can coal botom nlxgle_r_EETrNL';; Hﬁrddfi' mli:ﬁfﬁl:il& [Frrn:'errl:lljdhi‘:sarlD: in EE"L
flask when wroing Nask neck at 457 angle). Add five 3-5 mL pea yemeapsa pa g P !
liong PS = average peak area of appropriale standard solutior; C5 =

Eﬁﬂﬂ:ﬁfﬁ.ﬂ:ﬂ:f&tﬂ :I:H:_ﬁlf]:tﬁddmun' Dilute CONENE, e entration of standard solution, mgdmbL; WT = weaght of test

Held €14 solid- extraction cartridge ower 25 mb vol umetric | o
Mlask or place Egﬁdﬂz on 10 L gﬁ.ﬁ syringe and hold over 25 mL ﬂ Ré pepper olenresins:
wolumetric Tlask. Trander 5 L soluton from Mask to cartridge or
syringe. {Mote: When using syringe, ddiver solution o bottorm of
syringe so that sides of syninge arenotl coated with sample) Pass
aliguot through cartridge and collect in 25 mb Mlask. Wash cartridee
Ztimeswith 5 mL ethanol, collecting washings in sme Nask. Dilute Dl (RO ST (5 R} (ZRE00T . 6
contents of flask tovolume with ethanol and mix Filter 1—=4 mL
solution through 045 Drmsyringe liler into small glass vial. Uselor (b} Fluorescence detection

N= (PNAFE) = (CFWT) % (2504 95) = Q700

C= (PCAPE) s (OSWT Jx (2504890 % 1680

LT analysis. (1) Ground peppers and chili pepper:
L Do Kon

Inject 20 IL standard solution B, C{d¥2}, onto LC column, when N= (PNAPSI % (05 WTI % (2NAL920 % 970K
analyzing chili peppers. When analyzing other matrices inject 20 [L
dardard solution A, C{d¥ ). Re-inject standard solution al intervals C= (PC/APS % (CS'WT )% (20040.88) = 16800
ol & sarmple injections, or less.

Inject induplicate 20 [L ted samplelom D onto LC column, D= (PDAPSIs (CSAWT Jx (2000930 % 16100

Alter=30sample inectons, purge LC column 30 min with 100%
acelonitrle al 1.5 mbLsnin flow rate Use LC mobile phase, Clo), for (2} Red pepper ol eoresins:
further analysis,
N= (PNAPS) s FOS/WT) 5 (2800 920 % ST
Ko Cirieralar o

Capsaicinoids contain 3 major compounds nordiyedrocapsaicin
(M), capsaicin {C), and ditydrocapsaicin (D) . Calculate capsici-
nads as sum ol thes: compounds [ M+ C + D in Scoville Heal Units
(SHUY: 1 O tolal capsaicinoids'e = €a 15 SHU], as Tollows:

{ah UV detection
Reference: ). ADAC [rL 79, F3E{199p)

C= ¢AC AP s (OSWT I x Q2504 85 % 16 0

D= PO /PF) % (CSAWT Ju (25M)L 970 % fali)
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Anexo 6. Descriptores morfologicos utilizados para la caracterizacion de las especies de Capsicum sp.

DESCRIPTORES DETALLES
D1 Altura de la planta Medido en centimetros
D2 Semillas por fruto -
D3 Peso del fruto Gramos
D4 Frutos por nudo -
D5 Fructificacion Dias
D6 Longitud del fruto Medido en centimetros
D7 Diametro del fruto Medido en centimetros
D8 Pétalos por flor -
D9 Sépalos por flor -
D10 Flores por brazo -
D11 Frutos por brazo -
D12 Hoja madura ancho Medido en centimetros
D13 Hoja madura largo Medido en centimetros
D14 Longitud del pedunculo Medido en centimetros
D15 Tamafio de la corola Medido en centimetros
D16 Habito de la planta 1. Postrada: Su ramificacion es acamada
2. Intermedia: Su es
semiacamada.
3. Erecto: Su ramificacion es erecta y no se
acama facilmente.
D17 Color de las semillas 1. Crema
2. Amarilla
3. Morada
D18 Forma de las semillas 1. Arrifionada
2. Denticulada
3. Excéntrica
4. Ovoide alargada
5. Alongada
6. Otra
D19 Color del fruto en estado maduro 1. Amarillo limén
2. Amarillo
3. Amarillo naranja
4. Naranja palido
5. Naranja-Rojo
6. Rojo claro
7. Rojo obscuro- vino
8. Rojo brillante
9. Morado
10. Marrén
D20 Forma del fruto 1. Elongado
2. Casi redondo
3. Triangular
4. Acampanado
5. Acorazonado
6. Conico
D21 Forma de la base del fruto 1. Truncado
2. Redondo-obtuso
3. Prolongado
4. Otros
D22 Forma del apice del fruto 1. Redondeada
2. Aguda
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Acuminada

D23

Forma del fruto (corte transversal)

Pentagona
Redonda
Lobada
Lobada suave
Lobada fuerte

D24

Forma del fruto (corte longitudinal)

Eliptica alargada
Oblanceolada
Lanceolada
Oblonga pentagona
Eliptica

Obovado

Ovado

Otros

D25

Aroma del fruto

PONPIONOORONDERORWODNRW®

Sin aroma

Aroma Suave
Fuerte

Aroma fuerte acre

D26

Textura de la piel del fruto

wn e

Liso
Semirugoso
rugoso

D27

Uniformidad del fruto

N -

. Uniforme
. No uniforme

D28

Factibilidad para separar el fruto del sépalo

Facil desprendimiento.
Medio
Dificil.

D29

Firmeza del fruto

Suave
Intermedio
Duro

D30

Densidad arbustiva

S e A R Lo

Densa
Semidensa
Rala

D31

Forma de la corola

. Estrellada

. Semiestrellada
. Pentagonal

. Rotada

. Muy rotada

D32

Forma de los pétalos

. Lanceolado
. Obovada

. Ovado

. Eliptico

D33

Color de las anteras

. Amarilla

Morada

D34

Forma del &pice de los pétalos

. Acuminado

Agudo

. Apiculado
. Obtuso
. Otro

D35

Pubescencia de la flor

. Ausencia
. Presencia

D36

Color del céliz

WNRNDRORONODRINMNREAMAONDPEPON®DND PR

. Café claro
. Café
. Verde
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. Verde amarillento

D37

Manchas en la corola

. Amarillo
. Morado
. Ausente

D38

Color primario de la corola

. Amarillo
. Blanca amarillo

Blanca

. Blanca verdosa
. Verde claro
. Verde amarillento

Morado

D39

Forma del peciolo

. Cilindrico
. Aplanado

Otros

D40

Tipo de hoja

. Simple
. Compuesta
. Ambos estados

D41

Forma de la lamina foliar

. Cordada

. Eliptica

. Ovalada

. Lanceolada

. Oval-lanceolada

Otros

D42

Forma basal de las hojas

. Cordada
. Subcordada
. Redonda
. Hendida

Otros

D43

Forma del margen de la hoja

. Enteras
. Ondulada
. Sinuado

Otros

D44

Forma del &pice de la hoja

. Acuminado

Agudo

. Apiculado
. Obtuso

Otros

D45

Color de las nervaduras en el haz de las
hojas

~

ol wpNmRrRORMONRAMAONRIORONNROORAWNDRONMRONMRPRINOO AN RlWN RIS

. Amarillo

. Parpura

. Parpura claro

. PUrpura grisaceo
. Parpura oscuro

. Verde amarillento
. Naranja grisaceo

Elaborado por: Diana Balseca y Lorena Rivadeneira




Anexo 7. Analisis de Varianza y prueba De Tukey mediante el programa ESTADISTIX 8.0
ESTADISTIX 8.0

One-Way AOV for: Annuum, Baccatum, Chinense, Frutescens,
Pubescens

Source DF SS MS F P
Between 4 6.985E+08 1.746E+08 1054 0.0000
Within 40 6630381 165760

Total 44 7.052E+08

Grand Mean 3628.8 CV 11.22
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 39.5 4 0.0000
Cochran's Q 0.6079
Largest Var / Smallest Var 233.49

Component of variance for between groups 1.939E+07
Effective cell size 9.0

Variable Mean

Annuum 2992

Baccatum 1165

Chinense 11340

Frutescens 2047

Pubescens 600

Observations per Mean 9
Standard Error of a Mean 135.71
Std Error (Diff of 2 Means) 191.93

Statistix 8.0 06/06/2013, 0:42:58
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
Chinense 11340 A

Annuum 29920 B

Frutescen 2046.8 C

Baccatum 1164.8 D

Pubescens 600.22 E

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 191.93

Critical Q Value 4.040 Critical Value for Comparison 548.25
All 5 means are significantly different from one another.
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Anexo 8. Temperaturas medias en el Ecuador.

Instituto Nacional de Meteorcologia e Hidrologia
ANOMALIA TEMPERATURA MEDIA

ANQG 2012

~

~
B

i'\\
e
A

COLONMBIA

b ®

——~ ANOMALIA TEMPERATURA MEDIA .
Grados centigrados

INAMHI
T EMPERATURA (°C)
Loja S. Domingo Esmeraldas Los Rios Oriente
M Max | Med | Min | Max | Med | Min. | Max | Med | Min | Max | Med | Min. | Max | Med | Min.
Ene | 24.0 16.7 74 | 299 24.9 17.5 29.7 21.7 257 | 342 | 259 (179 | 30.7 22.0 19.0
Feb. | 23.0 16.0 83 |29.0 234 18.5 30.2 27.3 243|340 |273 |201 | 346 26.6 18.3
Mar | 21.8 17.0 75 | 278 25.3 18.0 30.3 28.5 26.6 | 343 | 251 | 190 |312 25.4 155
Abr. | 24.5 16.4 7.3. | 28.0 21.2 18.7 315 28.7 2551339 |263 213 |30.2 25.0 175
Muy | 23.2 16.1 7.7 |29.8 254 17.9 325 29.3 26.0 | 32.8 | 22.7 | 159 | 309 21.7 16.9
Jun. | 24.5 15.6 8.4 | 29.7 24.1 18.3 29.8 27.2 246 | 314 | 249 (179 | 282 24.2 154
Jul. | 224 15.9 8.0 | 29.8 23.8 17.8 28.7 27.8 26.8 | 33.2 | 255 165 | 330 24.3 18.0
Ago. | 23.9 16.9 4.4 | 295 23.6 18.4 29.3 27.1 249 | 326 | 246 |18.7 |311 23.0 17.9
Sep. | 24.8 17.0 6.6 | 29.3 235 17.5 28.5 27.9 27.3 1 28.7 | 248 | 200 |345 26.7 18.0
Oct. | 235 16.2 7.6 | 29.9 23.2 18.2 29.8 27.6 2531342 | 242 |186 | 322 22.3 141
Nov. | 22.6 15.8 7.2 | 29.2 22.8 17.7 29.5 27.6 25.7 | 33.6 |24.0 |20.0 | 305 23.0 15.8
Dic. | 24.4 15.9 72 |29.1 23.3 18.0 30.1 28.5 269 | 334 | 245 | 205 |341 21.4 19.6
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Anexo 9. Cromatogramas obtenidos de la cuantificacion de Capsaicina

Estandar de Capsaicina de 5ppm Estandar de Capsaicina de 10ppm
Auto-Scaled Chromatogram
Auto-Scaled Chromatogram
00104 | 0018 |
|H| 0,016+ Hl
0,008 |
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ﬂ ‘ | 0,02 | ||
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Mirutes

Estandar de Capsaicina de 40 ppm
Estandar de Capsaicina de 20 ppm
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C. baccatum

Auto-Scaled Chromatogram

1,00

080+

0,80+

0.70+

060

040+

0.307

0:20

0104

0.00

| ]
AR A Y] (K < < Al

0.801
060+
2
0.40+
0201

0.00H

000 050 1.00

20 250 300 350 4,00 450 500
Minutes

C. pubescens

Auto-Scaled Chromatogram
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C. chinense

Auto-Scaled Chromatogram
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C. annuum

Auto-Scaled Chromatogram
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C. frutescens
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