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RESUMEN

La capsaicina es un metabolito secundario originario de las plantas del género Capsicum,
se trata de un compuesto orgdnico nitrogenado de naturaleza lipidica, el cual es
considerado como un alcaloide. La capsaicina actia como un analgésico externo y
antiinflamatorio, eficiente para el tratamiento de varias patologias degenerativas como
artritis y osteoartritis; por lo que, en el presente estudio se propuso como objetivo extraer la
capsaicina de tres variedades de ajies (largo colorado, ratdn y rocoto) y caracterizar el
extracto mediante un espectrofotémetro de infrarrojo de transformadas de Fourier (FTIR)

para identificar la presencia del componente activo del aji.

Se realizaron pruebas como andlisis de humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua
y cenizas insolubles en dcido con el fin de determinar la presencia de contaminantes en la
misma. La extraccién del principio activo se realiz6 mediante dos métodos: extraccion
Soxhlet con etanol absoluto y por maceracién con etanol absoluto. Una vez obtenidos los
extractos, se procedid a realizar pruebas especificas para alcaloides. La capsaicina se

purificé mediante cromatografia de columna y finalmente se analiz6 en el FTIR.

Los resultados obtenidos mostraron que las tres variedades de ajies presentan porcentajes
de humedad elevados siendo el aji ratén el de menor proporciéon con un 69.85%. Los
niveles de cenizas totales en las tres tipos son menores a 8.5% de lo establecido en la
Norma NTE INEN 2532:2010. De las dos técnicas ensayadas para la extraccién de

capsaicinoides, en el método Soxhlet se obtuvo los mejores resultados.



La variedad aji dulce o largo colorado presentdé mayor porcentaje de capsaicinoides,
34.45%. Por ultimo, uno de los hallazgos mas importantes fue que por medio del FTIR se

determind que las tres variedades de ajies presentan capsaicina en su estructura.

Palabras claves: aislamiento, capsaicina, capsaicinoides, espectroscopia, Infrarrojo



ABSTRACT

Capsaicin is a secondary metabolite originating from plants of the genus Capsicum. It is a
nitrogenous organic compound of lipidic nature, which is considered as an alkaloid.
Capsaicin acts like an external analgesic and antiinflammatory to treat various
degenerative diseases like arthritis and osteoarthritis. The main objective of the research
was to extract capsaicin of three peppers varieties (largo Colorado, ratén and rocoto); then
characterizing the extract by spectrophotometer with Fourier transform infrared (FTIR) to
identify the presence of the active component of chili.

Tests were carried out like analysis of moisture, total ash, water soluble ash and acid
insoluble ash in order to determine the presence of inorganic material therein. The
extraction of the active principle was performed by two methods: Soxhlet extraction with
absolute ethanol and maceration with absolute ethanol. Once obtained the extracts, the
capsaicin was purified by column chromatography, and finally analyzed by FTIR.

The results showed that three varieties of chili have high moisture percentages although the
ratén pepper had a lower proportion with 69.85%. Total ash levels in the three types are
less than 8.5% of the provisions of the standard NTE INEN 2532:2010. Of the two tested
techniques for extraction of capsaicinoids, the Soxhlet method was the better. The dulce
pepper or largo colorado variety had a higher number of capsaicinoids, 34.45%. Finally,
one of the most important findings was that through the FTIR was determined that three

varieties of peppers have capsaicin in its structure.

Keywords: isolation, capsaicin, capsaicinoides, spectroscopy, Infrared



INTRODUCCION

La gran diversidad de cultivos en el Ecuador crea la necesidad de buscar alternativas para
proporcionar un valor agregado a los frutos o plantas cultivadas en nuestro pafs. Los
extractos naturales obtenidos de estas fuentes poseen numerosas aplicaciones en la
industria farmacéutica y drea medicinal. Asi, la diversidad de plantas que se conocen en el
Ecuador presenta altos usos medicinales y representa una gran riqueza cultural y

terapéutica.

Dentro de una amplia gama de recursos vegetales que se han utilizado con el propésito de
procurar la salud y el bienestar, el uso de plantas con fines curativos y preventivos se ha
convertido en un recurso primordial dentro de comunidades rurales como también en

habitantes de las ciudades de diferente clase social.

Los productos vegetales tienen un extenso contenido de nutrientes y compuestos quimicos
con una variedad de estructuras que brindan efectos bioldgicos al organismo humano. Los
compuestos fitoquimicos son sustancias biolégicamente activas que se encuentran en
vegetales, los cuales confieren color, aroma y sabor. No son nutrientes esenciales para la

vida pero tienen efectos positivos en la salud.

En el Ecuador, los frutos del género Capsicum representan una tradicion cultural ya que es
uno de los vegetales utilizado como alimento y como especia. El consumo de aji se debe a
su sabor pungente causado por la presencia de capsaicinoides, que son un grupo de amidas

acidas derivadas de la vainillilamina [1].



La capsaicina es el capsaicinoide mds abundante y representa el 70%, el resto corresponde
a dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y homodihidrocapsaicina. La
capsaicina, como analgésico de uso tépico, ha adquirido una rdpida difusién en la
terapéutica actual para el tratamiento de neuralgias y enfermedades reumadticas. El
reciente interés en el uso de capsaicina como un analgésico tépico para una variedad de
condiciones caracterizadas por el dolor, las cuales no responden a analgésicos comunes, se
debe a su modo de accién. La capsaicina destruye a un neurotransmisor conocido como
sustancia P que se encuentran en ciertos nervios que terminan en la piel y membranas
mucosas. En este sentido, trabaja como un antisensibilizante facilitando su utilizacion

como analgésico auxiliar para el tratamiento de artritis y osteoartritis [2].

En la presente investigacion, se propuso como objetivo principal extraer y caracterizar la
capsaicina de tres variedades de ajies cultivadas en el Ecuador mediante espectrofotometria
de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR) para identificar la presencia del

componente activo del aji.

A lo largo de este trabajo se realizaron pruebas de humedad, cenizas totales, cenizas
solubles y cenizas insolubles con el fin de determinar la presencia de material inorganico

en la misma.

Para la obtencién del principio activo del aji se utilizé la técnica de extracciéon Soxhlet con
etanol absoluto y el método de maceracidon con etanol absoluto. Una vez extraidos los
capsaicinoides, se procede a la purificacién de la capsaicina mediante cromatografia de
columna y su identidad se confirmarda mediante un espectrofotometro de infrarrojo con

transformadas de Fourier comparandolo con un espectro reportado de la literatura.



Para la descripcion de los resultados de este trabajo, los capitulos se han distribuido en

cuatro secciones:

En el Capitulo 1 se presentan las generalidades del aji (Capsicum), clasificacion
taxondémica de cada variedad de aji, composicién quimica y valor nutritivo, propiedades de
la capsaicina y sus aplicaciones. También, se describen las técnicas de extraccidn e

identificacion de la capsaicina.

En el Capitulo II se incluyen los materiales, reactivos y métodos utilizados para el andlisis
fisicoquimico del aji, asi como la extracciéon de capsaicinoides y purificacion de

capsaicina.

Se presentan los principales resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, en el
Capitulo III, se reportan los datos de humedad, cenizas totales, cenizas insolubles en dcido
y cenizas solubles en agua, porcentajes de extraccion de capsaicinoides mediante los dos
métodos empleados y la purificacion de la capsaicina. Finalmente, se presentan los

espectros infrarrojos de la capsaicina purificada.

Las conclusiones y recomendaciones, Capitulo IV, derivadas de este trabajo se incluyen
en esta seccidon con el fin de promover nuevas investigaciones relacionadas a este tema.

Adicionalmente, se presenta la bibliografia utilizada en este trabajo, asi como, los anexos.



CAPITULO I

1. AJI (Capsicum)

1.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION

Ajies o chiles son nombres colectivos para las especies cultivadas del género Capsicum. La
expresion aji es de origen antillano y fue extendido por los espafioles por todo Sudamérica,
mientras que chile de origen mexicano, se usa desde México a Costa Rica; por otro lado el
término pimiento es utilizado para ciertos cultivares poco picantes, el cual se deriva de la

pimienta, una especia oriental con la que fueron confundidas inicialmente los Capsicum.

Los ajies son originarios y domesticados en América cuya drea de diversidad estd
localizada en la regién andina y amazdénica de América del sur (Bolivia y el sur de Brasil).
En el Ecuador, es posible que el cultivo de aji (Capsicum sp.) se remonte a la cultura

Valdivia.

Asi, en el Ecuador existen nueve especies Capsicum annuum, Capsicum baccatum,
Capsicum chinense, Capsicum dimorphum, Capsicum galapagoense, Capsicum
hookerianum, Capsicum lycianthoides, Capsicum pubescens y Capsicum rhomboideum y
mds de 60 variedades tradicionales en cultivo. Cinco especies tienen un rango de

distribucion entre los 0 a 3000 msnm (Capsicum annuum, Capsicum lycianthoides,



Capsicum pubescens, Capsicum rhomboideum), las colecciones botdnicas provienen de las

provincias de Azuay, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Loja y Pichincha [3].

La clasificacién de los Capsicum cultivados es dificil debido al gran nimero de variedades
y a la falta de caracteristicas definidas entre cada especie [4]. Ademds, se han registrado
aproximadamente veinte especies silvestres, todas sudamericanas siendo Capsicum
annuum (incluye variedades chiles, pimientos, paprika, jalapefio, cayena, entre otros)
originaria de México, la mds difundida en todo el mundo. Las especies Capsicum
baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens y Capsicum pubescens son originarias

de América del sur [5].

1.2. DESCRIPCION BOTANICA

Figura 1.1. Representacion botanica de una planta de Capsicum [6]



Los Capsicum son plantas herbédceas, semi arbustivas de diferente porte y tamafio cuyo
periodo de vida es menor a un afio. Alcanza entre 0.3 y 1.5 metros de altura, dependiendo
principalmente de la variedad, condiciones climaticas y fertilizacién. Los tallos y ramas se
forman en lugares donde el nudo superior posee yemas floriferas y dos ramillas que
forman un dicasio. La rama mds grande continda el crecimiento y en su nudo superior se
repite el modelo de inflorescencia y ramas (Figura 1.1). Las hojas son, generalmente,
elipticas con el dpice agudo y la base asimétrica, que varia entre especies. Las flores, se
presentan dos por nudo con pedicelos erectos o doblados en la antesis. El cdliz es cupular,

liso con dientes cortos y prominentes [4].

El género Capsicum presenta diferentes colores de flor, que hace referencia a su especie.
Se definen dos grupos de flores: blancas y purpuras. En el grupo de flores blancas se
encuentra el Capsicum baccatum, Capsicum annuum, Capsicum chinense, Capsicum
frutescens. El grupo de las flores ptirpuras se encuentra en las especies Capsicum eximium,

Capsicum cardenasii y Capsicum pubescens [7]. El fruto es de pulpa firme, rojo o amarillo.

__,’Z{t:wwm fatk)

= Exacarpio {cAscarn)
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Aplca (fin da ia flor)

Figura 1.2. Corte longitudinal del aji [8]



El Capsicum (Figura 1.2) es el género que mayor diversidad de frutos en cuanto a forma,
color y tamafio presenta. El fruto es una baya hueca, semicartilaginosa y deprimida. Su
color es variable dependiendo de su estado de madurez. Su tamafio y peso es diverso ya
que puede pasar de escasos gramos hasta mas de 500 gramos. Su forma puede ser alargada
o totalmente redonda. Finalmente, las semillas se encuentran insertas en una placenta
conica de disposicién central, son redondas, ligeramente reniformes, de color amarillo

palido y cuya longitud varia entre 3-5 milimetros.

1.2.1. DESCRIPCION BOTANICA DE AJI LARGO COLORADO O DULCE

(Capsicum annumm L.)

Capsicum annuum presenta mayor variedad de especies incluyendo formas dulces y
picantes, ademads de ser la mas cultivada y distribuida por toda América. Se trata de un
arbusto de 80 cm de altura. Hojas de hasta 2.5 cm de longitud por 1 cm de ancho, simples,
alternas, margen entero, sin vellosidad. Se distingue por su flor de color blanca o
amarillenta con anteras azules o purpuras. Los frutos aparecen en las axilas de las hojas o
ramillas y, generalmente, uno. Su tamafio varfa entre 12 a 15 cm de longitud. Su

clasificacion taxondmica es [9]:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum
Especie: Annuum L.

Nombre comiin: Aji

10



1.2.2. DESCRIPCION BOTANICA DE AJI RATON O UNA DE PAVA (Capsicum

chinense Jacq.)

Consiste en un arbusto de 80 cm de alto. Hojas de 6 cm de largo por 3 cm de ancho,

simples, alternas, margen entero.

Muchos especialistas incluyen esta especie dentro de Capsicum annuum debido a que
presenta igual inflorescencia y tipo de flor (flores blancas). Sin embargo, presenta
variacion en el nimero de frutos ya que por lo general son tres. El fruto es oblongo, que
varia en sus dimensiones desde 4 cm de largo por 2 cm de ancho a 2 cm de largo por 0.5
cm de ancho. Esta especie es de caricter silvestre, y se distribuye en Brasil (Amazonia),

Ecuador y Perti. Su clasificacion taxonémica es [10]:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum
Especie: Chinense Jacq.
Nombre comiin: Aji ufia de pava, aji el diablo
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1.2.3. DESCRIPCION BOTANICA DE AJi ROCOTO (Capsicum pubescens R & P)

Esta especie de Capsicum tiene caracteristicas mas definidas en pubescencia, color de la
flor y la semilla. Es un arbusto bajo, que crece hasta 1 metro si estdn tutoradas. Las
ramificaciones son compactas; follaje suave, oscuro y muy pubescente; flores solitarias,
céliz cupular y pubescente, corola de color purpura. El fruto presenta menos diversidad de
forma que las otras especies de Capiscum, es elipsoidal y de longitud variable desde 2.5

cm de longitud. La clasificaciéon taxondémica de esta especie es [11]:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum
Especie: Pubescens

Nombre comiin: Rocoto

1.3. COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRITIVO

El aji posee una composicién quimica variada brindando un aporte nutricional alto en
relacién a otras hortalizas. Asi, entre los principales aportes nutricionales del aji estdn las

vitaminas A, C, B;, B,y P.
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La cantidad de vitamina A es muy elevada y, por lo general, se encuentra en forma de
provitamina como o-caroteno, f-caroteno y criptoxantina, las cuales son transformadas en
vitamina A en el higado de los seres humanos. Sin embargo, el B-caroteno es el mads
importante debido a que se encuentra en mayor proporcion y, porque de cada molécula de

B-caroteno se obtiene dos moléculas de vitamina A.

Se estima que con 3-4 g de aji de color rojo se cubren los requerimientos diarios de

vitamina A en una persona adulta [12].

El aji se caracteriza por su contenido de vitamina C, el cual presenta diferencia entre
variedades, el aji verde presenta un alto contenido. Por otra parte, la cantidad de esta
vitamina depende de factores agrondmicos como: cultivo (al aire libre o en invernadero),

marco de plantacion, riego, madurez del fruto, entre otros [13].

Los pigmentos, que se encuentran en el fruto, se incluyen dentro de los carotenoides
debido a su composiciéon quimica, se divide en tres grupos: pigmentos principales o
caracteristicos: capsantina (C4Hs603) y capsorubina (C4HgO4), estos pigmentos son los
que proporcionan el color rojo; pigmentos con efecto de provitamina: criptoxantina
(C40Hs60) y B-caroteno (C4oHse); otros pigmentos carotenoides: zeaxantina (CyoHs60) y

luteina (C4oHs60).

La presencia de carbohidratos en el aji estd determinada por la glucosa en 90-98% mientras
que el resto es sacarosa. Ademds, la pectina, que es un carbohidrato importante, estd
presente en 3-7 %. También, en el aji se encuentran aceites volatiles, lipidos, aminoécidos,

proteinas (de alto valor biolégico), dcidos orgédnicos y sustancias minerales [12].
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En la Tabla 1.1 se detalla la composicion quimica y el valor nutricional del aji.

Tabla 1. 1 Composicion quimica y valor nutritivo de pimiento y aji por 100 g de

producto comestible [12]

Composicion Pimiento Aji
Materia seca (%) 8.0 34.6
Agua (%) 82-92 70
Energia (kcal) 26 116
Proteina (g) 1.3 6.3
Grasas (g) 0.7-0.8 0.7-0.8
Carbohidratos (g) 8.8-12.4 8.8-12.4
Fibra (g) 1.4 15
Calcio (mg) 12 86
Hierro (mg) 0.9 3.6
Carotenos (mg) 1.8 6.6
Tiamina (mg) 0.07 0.37
Riboflavina (mg) 0.08 0.51
Niacina (mg) 0.8 2.5
Vitamina C (mg) 103 96
Valor nutritivo medio (ANYV) 6.61 27.92
ANY por cada 100 g de materia seca 82.6 80.7

1.3.1. CAPSAICINOIDES

El aji, dentro de su composicién quimica, contiene una serie de amidas denominadas

capsaicinoides (0.3-1%), entre los cuales se destaca la capsaicina (amida vanillica del 4cido

14



isodecendico) de sabor intensamente picante (63-77%). Los capsaicinoides estan formados,
ademds, por 6,7 - dihidrocapsaicina (20-32%), nordihidrocapsaicina (7%),

homodihidrocapsaicina (1%) y homocapsaicina (2%) [8].

Los capsaicinoides son un grupo de amidas 4cidas, las cuales se sintetizan y acumulan en

el tejido de la placenta brindando proteccién quimica a las semillas.

Las diferencias estructurales de los capsaicinoides se deben a la naturaleza de la cadena
lateral, puede ser de nueve a once carbonos con variabilidad en el nimero de dobles
enlaces y sus posiciones. Sin embargo, no estd claro que la diferencia se deba a
modificaciones que sufre la cadena de 4cidos grasos antes o después de su unién con la

vainillilamina.

Las concentraciones de capsaicinoides en los pimientos picantes varian muy
significativamente unas de otras. Las especies poco picantes de pimientos tienen
concentraciones de capsaicinoides que van desde los 0,003 a 0,01 % en peso seco del
pimiento. Las concentraciones de capsaicinoides de los grupos picantes suaves van desde
0,01 a 0,3 %, y los que son fuertemente picantes se caracterizan por tener un contenido

superior al 0,3 % en capsaicinoides del peso seco total, pudiendo llegar al 1 % [14]

La capsaicina y dihidrocapsaicina son, aproximadamente, el 90 % de capsaicinoides en el

fruto de aji (Capsicum), siendo los mds fuertes y, sus moléculas difieren solamente por la

presencia del doble enlace carbono-carbono [15].
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Figura 1.3. Estructura de la (a) Capsaicina y de la (b) Dihidrocapsaicina [16]

1.4. CAPSAICINA

Bucholtz P.A. descubri6 por primera vez que el principal agente de pungencia de los ajies
se podia extraer con solventes organicos. Thresh L.T. reportd que el principal pungente se
extraia en estado cristalino, y otorgd a la sustancia el nombre de capsaicina. El médico y
cientifico hiingaro Endre Hogyes extrajo la capsaicina, a la que le llamé capsicol vy,
descubrié que estimulaba las membranas mucosas de la boca y estémago y de esta forma

incrementaba la secrecion de jugos gastricos [1].

La capsaicina es un compuesto orgdnico nitrogenado de naturaleza lipidica,
frecuentemente clasificado como un alcaloide. La capsaicina no es un compuesto simple
sino que se trata de una mezcla de varias amidas conocidas con el nombre de
capsaicinoides. En cuanto a su estructura quimica, consiste en un nucleo fendlico unido
mediante un enlace amida a un 4acido graso [1]. La porcion fendlica es la vainillilamina,
constituida por medio de la fenilalanina a través de la ruta de los fenilpropanoides,
mientras que el dcido graso se forma a partir de aminodcidos de cadena lateral ramificada

ya sea valina, leucina o isoleucina [17].
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Figura 1.4. Estructura de la molécula de Capsaicina [18]

La capsaicina estd distribuida en mayor proporcién en la placenta y el septo del fruto, en
donde representa el 2.5 % de la materia seca mientras que en el fruto constituye el 0.6 %,
en las semillas el 0.7 % y en el pericarpio el 0.03 %. En los frutos maduros, la capsaicina,
s6lo se encuentra en las capas externas de las placentas, es decir los tejidos que sostienen
las semillas. Parece haber una relacidn inversa entre el tamafio del fruto y su contenido de
capsaicina [4]. Ademas, existe una correlacion entre la cantidad de capsaicina y la cantidad
de carotenoides. Por lo tanto, méas fuerte serd el sabor mientras mas profundo sea el color

del aji [19].

La cantidad de capsaicina varia de acuerdo a su época de cultivo. En cuanto a su
formacion, los factores ambientales tienen un papel principal: la humedad, los ajies con
mayor cantidad de agua son menos pungentes porque tienen menos capsaicinoides por
unidad de peso; y la temperatura, parece que los climas calidos provocan un aumento en la

produccion de capsaicinoides [20].
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Ciertas caracteristicas como la especie, las condiciones de crecimiento, tipo de suelo, el
clima y otros factores, alteran las condiciones bioquimicas en las células de los ajies, que

produce la variacién individual de capsaicinoides en cada fruto.

La capsaicina es el compuesto més picante del grupo de los capsaicinoides, la misma que
en estado puro, es un compuesto cristalino, ceroso, hidrofébico e incoloro. Es poco soluble

en agua, pero muy soluble en grasas, aceites y alcohol.

1.4.1. USOS Y APLICACIONES DE LA CAPSAICINA

ALIMENTOS

La capsaicina es el principio activo del aji, por tanto, es utilizada como condimento en las
comidas. Actualmente, se consume de diferentes formas: triturado, conservas, frescos, en

salsas, deshidratados.

ADITIVOS

De acuerdo a las ultimas investigaciones se estd desarrollando un método para la
fabricacién de grandes cantidades de un compuesto, que incluye capsaicina y el anestésico
lidocaina. Estos compuestos producen una mezcla extremadamente picante e intensamente
amarga. Este producto es creado con el fin de implementarlo como un aditivo en pinturas,
especialmente para aquellas utilizadas en los cascos de barcos, para inhibir el crecimiento

de percebes (crusticeos que crecen sobre rocas batidas por el oleaje) [21].
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MEDICINALES

En el campo de la medicina, la capsaicina, es usada como un medicamento para el

tratamiento del dolor y varias patologias.

La capsaicina ha demostrado ser un compuesto lleno de propiedades que contribuyen al
tratamiento de varios padecimientos como analgésico, antiinflamatorio y por ser una

sustancia preventiva de enfermedades por excelencia.

En la Figura 1.5 se presenta las principales patologias y molestias en las que se ha

observado que la capsaicina es un activo efectivo:

Dafios \

nerviosos de

la diabetes \
Propiedades

digestivas y
diuréticas

Productos de
autodefensa

Estimulante Tratamiento
energético de ulceras

Control de
peso
corporal

Dolores
artriticos

Figura 1.5. Diagrama de los beneficios de la Capsaicina
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APLICACIONES FARMACOLOGICAS

Desde tiempos antiguos, la capsaicina ha sido conocida por sus efectos farmacoldgicos, no
obstante, en la actualidad se han realizado varios estudios para determinar las aplicaciones

especificas en el tracto gastrointestinal, pérdida de peso, antioxidante y como analgésico.

Una de las importantes propiedades fisioldgicas de la capsaicina es su efecto selectivo
sobre la zona periférica del sistema nervioso, especialmente sobre las neuronas aferentes
primarias. La capsaicina reduce la transmisién del impulso nervioso del dolor, por tanto la
convierte en un instrumento muy versatil en el uso terapéutico como analgésico tépico para
el tratamiento de ciertos dolores como artritis reumatoide, neuralgia post-herpética,

neuropatias diabéticas y osteoartritis, entre otras [17].

Investigaciones clinicas demostraron que el 75 % de pacientes que se aplicaron crema de
capsaicina en zonas enfermas experimentaron una disminucién sustancial del dolor,
aunque se produjo una sensacion de quemadura como efecto secundario [21]. Otra virtud
de la capsacina es su efecto en la reduccién de tejido adiposo de roedores debido al
aumento de energia y el metabolismo lipidico. Posiblemente por el aumento de la secrecion
de catecolaminas de la médula suprarrenal en respuesta a la activacion del sistema nervioso
simpatico [22]. Asi, una investigacion mds robusta de los efectos terapéuticos de la

capsaicina ayudara a buscar mecanismos para el tratamiento de la obesidad.

Ademads, los Capsicum son una excelente fuente de antioxidantes que pueden ser

administrados en la dieta diaria debido a la gran disposicién del fruto. Entre los
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compuestos antioxidantes que presentan son flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides,

vitamina A, 4cido ascorbico, tocoferoles, capsaicinoides y capsinoides.

Los capsaicinoides, en especial la capsaicina y dihidrocapsaicina, presentan una actividad
antioxidante muy particular ya que son capaces de inhibir la peroxidacién lipidica
catalizada por cationes Fe** y la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad producida por
cationes cobre. Se atribuye este efecto a la capacidad de estos compuestos para formar
complejos con dichos metales reducidos y, ademas, actiian como donadores de hidrégenos
También, la capsaicna puede prevenir la oxidacién del acido oleico a temperaturas
elevadas al igual que la formacion de hidroperdéxidos lipidicos provenientes de la auto-

oxidacion del acido linoléico [19].

1.4.2. MECANISMO DE ACCION DE LA CAPSAICINA

Las sensaciones de ardor y dolor asociadas a la capsaicina resultan de las interacciones
quimicas de esta sustancia con neuronas primarias sensoriales. La capsaicina estd
relacionada a un receptor celular denominado Vaniloide Subtipo 1 (VR1), su nombre se
debe al componente quimico esencial que constituye la capsaicina y, estd catalogado como

un receptor doloroso general, que responde al calor y abrasion fisica [8].

Se ha demostrado que la capsaicina estimula a los receptores VR1 incrementando la
permeabilidad de la membrana celular para el flujo de cationes hacia el centro de la célula.
La secuencia de permeabilidad de iones monovalentes y divalentes se presenta asi: Ca®™ >
Mg** > Na* ~K* ~ Cs* [2]. Este fenémeno es conocido como despolarizacion neuronal, el

mismo que estimula el envio de sefiales al cerebro por medio del sistema nervioso central
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liberando neuropéptidos incluyendo la sustancia P (neurotransmisor). La liberacion de la

sustancia P es la responsable de la sensacién de ardor y dolor irritante [23].

Capsaicin

SN
Y ¥
Na* Ca?*

Depolarization
? : HOT!

€

Spinal cord

Figura 1.6. Esquema del mecanismo de accion de Capsaicina [24]

Extensas investigaciones de capsaicina, VR1 y la respuesta fisiologica a su activacion
quimica aseguran que es un agente efectivo en padecimientos de dolor crénico sobre todo

aquellos asociados con la espina dorsal, artritis y neuropatologias diabéticas [23].

Cuando la capsaicina se la aplica de forma tdpica, actiia disminuyendo el contenido de
sustancia P en las terminaciones nerviosas periféricas responsables de la transmision del

impulso nervioso. La sustancia P es un péptido de cadena corta conocido como un
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neurotransmisor, el cual se encuentra localizado en partes del cerebro donde se involucran
fenémenos como la depresion, ansiedad y estrés. Ademds, tiene una importante
participacion en el procesamiento de estimulos dolorosos cuyo receptor puede ser un eje

importante para el tratamiento del dolor crénico.

La sensacion dlgica se transmite a través de impulsos dolorosos donde la sustancia P y
otros neurotransmisores tienen un papel determinante. La interrupcion en la transmision
del impulso doloroso se conseguiria con una disminucién en el contenido de estos
neurotransmisores. En esta accion intervienen diversos mecanismos: bloqueo de los
canales del calcio, inhibicion del receptor especifico de membrana, acumulacién
intracelular de iones que producen cambios osmoéticos y activacién de procesos
enziméticos proteoliticos. El dolor crénico tiene como base una hiperexcitabilidad de
impulsos sobre las fibras sensitivas tipo C (no mielinizadas, de pequefio didmetro). La
capsaicina reduce esta actividad por lo que actuaria impidiendo la perpetuacion del estado

doloroso [23].

1.4.3. METODOS DE EXTRACCION DE CAPSAICINA

EXTRACCION SOXHLET

Es un método de extraccién sélido-liquido utilizado frecuentemente para la extraccion de
principios activos de tejidos vegetales. Consiste en colocar el material solido a extraer,
molido y previamente pesado, en un cartucho de celulosa que se introduce en la cimara de
extraccion, conectada por una parte al balén de destilacion y, por otro a un refrigerante. El

solvente, contenido en el baldn, se calienta a ebullicion, el vapor asciende por el tubo
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lateral y se condensa en el refrigerante, cayendo gota a gota en el material a extraer.
Cuando alcanza el nivel conveniente sifona hacia el balén de destilacién. El proceso se

repite hasta conseguir el agotamiento deseado del material [25].

La extraccién Soxhlet garantiza un contacto intimo de las particulas de la muestra con el
solvente de extraccidon. A pesar de que esta técnica permite el uso de gran cantidad de
muestra, no requiere de filtracion después de la extraccién, evitando pérdidas de la

muestra.

Entre los principales inconvenientes se destacan largos tiempo de extraccidn, volimenes
elevados de solventes. Para la recuperacion del solvente se utiliza un rotavapor si los
voliumenes son considerables, o evaporacion del solvente después de la extraccidon que

produce contaminacién ambiental.

EXTRACCION POR MACERACION

La técnica de extraccion por maceracion es una de las mds simples y consiste en mantener
en contacto la muestra, molida o fragmentada, con el solvente adecuado hasta que éste

penetre en los tejidos con el fin de ablandar y disolver las porciones solubles [25].

La muestra se coloca en un recipiente, por lo general de vidrio, se adiciona el solvente, se
tapa y se mantiene en agitacién constante. Finalmente, se filtra la muestra después de la
maceracion con el objetivo de separar la parte sélida (residuo) del extracto obtenido. Si es

necesario, el residuo puede someterse a otro proceso de maceracion con solvente nuevo.
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1.4.4 METODOS DE IDENTIFICACION DE CAPSAICINA

ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO

La espectrofotometria de infrarrojos es un tipo de espectrometria de absorcidon que utiliza
la region infrarroja del espectro electromagnético. Esta técnica puede ser utilizada para

identificar un compuesto o investigar la composicion de una muestra.

Este tipo de espectrofotometria se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las
sustancias tienen frecuencias de vibracidn especificas, que corresponde a los niveles de
energia de la molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie de energia

potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas atomicas.

Cuando la radiacion infrarroja incide sobre la muestra, es capaz de provocar cambios en
los estados vibracionales de las moléculas constituyentes de la misma. La absorcién de
radiacién por parte de una muestra indica el tipo de enlaces y grupos funcionales presentes

en la misma.

La regién infrarroja se divide en tres regiones denominadas infrarrojo cercano (NIR),
infrarrojo medio (MIR) e infrarrojo lejano (FIR). La gran mayoria de las aplicaciones
analiticas cldsicas de este tipo de espectrofotometria se basa en el empleo del infrarrojo
medio (4000-600 cm'l) y el infrarrojo cercano.

Los tipos de instrumentos para la medicién de la absorcién en el infrarrojo:

a. Espectrofotémetros dispersivos con monocromador de red
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b. Espectrometros de transformadas de Fourier (FTIR) con interferémetro

Los espectrofotometros de infrarrojo dispersivos son de doble haz, con registradores, que
utilizan redes de reflexion para la dispersion de la radiacién. Su funcionamiento se basa en

la irradiacién secuencial de la muestra con radiacién infrarroja de diferentes frecuencias.

El equipo consta de cinco bloques fundamentales como se indica en el siguiente diagrama:

Figura 1. 7. Diagrama de las partes de un espectrofotometro de infrarrojo dispersivo

El espectrofotémetro de infrarrojo consta de una fuente de emision de radiacion infrarroja,
que generalmente es un tubo de material cerdmico con sélidos depositados que son
calentados a incandescencia emitiendo radiacién infrarroja. La radiacién emitida se divide
en dos haces al atravesar una serie de espejos: un haz pasa por una celda que contiene la
muestra mientras que el otro haz pasa por la celda que contiene la referencia. Los dos
haces se dirigen hacia un interruptor rotatorio que permite el paso alternado de los haces.
El haz se dirige a la rejilla de difraccién (monocromador) donde se separa en las longitudes
de onda que componen el espectro; estas radiaciones, separadas por su valor de longitud de
onda, pasan a través de una ranura y llegan al detector. El detector es una bobina de
alambre cuya resistencia aumenta debido al calentamiento que produce la radiacion

incidente.
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Figura 1. 8. Esquema de un espectrofotometro de infrarrojo [26]

El espectrometro de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR) se basa en
determinaciones interferométricas, las cuales someten a la muestra a la irradiacion
simultdnea proveniente de la fuente de radiacién policromatica. Este equipo se diferencia
con el equipo dispersivo ya que utiliza un interferémetro de Michelson cuyo

funcionamiento es el siguiente:

El instrumento consiste en dos espejos planos, uno de ellos fijo y el otro mdvil, un
separador de haces, que se construye con una fina capa de germanio depositado en un
bloque de bromuro de potasio. La radiacién procedente de la fuente se hace incidir sobre
el separador de haces formando un dngulo de 45° transmitiendo el 50% de la radiacién y
refleja el otro 50%. Los haces transmitidos y reflejados se dirigen a dos espejos orientados
perpendicularmente a ambos haces. Los haces, ahora, son reflejados de regreso al divisor

de haz. El porcentaje transmitido se refleja en el espejo mdvil y se refuerza.
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Figura 1.9. Diagrama de un interferometro de Michelson [27]

La espectrofotometria de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR) es una técnica de
analisis para obtener el espectro infrarrojo con mayor rapidez. Ademads, permite analizar
todas las longitudes de onda del espectro infrarrojo simultineamente a través de un
interferémetro. De esta manera, se convierte en un método rapido y confiable para el

andlisis de muestras con una o mas sustancias quimicas.

INTERPRETACION DE ESPECTROS DE INFRARROJO [28, 29]

Los espectros infrarrojos se utilizan en andlisis cualitativo de sélidos, liquidos y gases.

Con la excepcién de enantidmeros (isdmeros Opticos), dos compuestos no tienen el mismo

espectro infrarrojo, es decir, con banda emparejada a la posicién del pico (nimero de

ondas), intensidad y ancho de banda. Por consiguiente, los espectros infrarrojos se pueden
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utilizar para identificar componentes de muestras comparando con espectros de una

sustancia desconocida con una coleccién de espectros.

En cada espectro aparece una serie de picos a determinadas frecuencias de radiacion, los
cuales son el resultado de distintas transiciones energéticas que se produce en la molécula

al pasar de unos estados vibracionales y rotacionales a otros.

Ademads de la identificacion y comparacion de componentes, se puede obtener informacion
estructural. Los grupos funcionales se pueden identificar debido a que sus bandas de
absorcion se encuentran en zonas relativamente estrechas, en regiones caracteristicas de la
region infrarroja. Los espectros infrarrojos de compuestos orgdnicos se pueden dividir en

las siguientes regiones:

Tabla 1. 2. Regiones analiticas de los espectros infrarrojos [28]

Regiones Rango de nimero de onda (em™)
Grupos funcionales 4000-1300
Huellas caracteristicas 1300-910
Aromaticos 910-650

En la regién entre 650 cm’ y 200 cm™, las vibraciones ayudan a la identificacién de

enlaces inorganicos y organometélicos.

Para proceder a la identificacion, primero se determina la presencia de grupos funcionales
en la regién de grupos funcionales, posteriormente, se compara la regiéon de huellas
caracteristicas del espectro del compuesto que queremos identificar con el espectro del
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compuesto puro. Asi, la coincidencia en las bandas presentes en esta zona del espectro

ayuda a la identificacién del compuesto.
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MUESTREO

El muestreo utilizado fue por Conglomerados, el cual se utiliza cuando los individuos de la
poblacion constituyen grupos naturales o conglomerados. La unidad muestral es el
conglomerado y no los individuos. De esta manera, se utilizaron tres conglomerados que

corresponden a cada una de las especies botdnicas del género Capsicum.

Después de recabar informacién acerca de las especies botdnicas de ajies presentes en el
Ecuador, las principales fueron: Capsicum annuumm L, Capsicum chinense Jacq,
Capsicum pubescens R&P de las que se hizo un muestreo completamente al azar, es decir,
que de cada una de las especies se compraron varias unidades de ajies, sin importar las
caracteristicas que presentaban cada uno de ellos, como es el caso de maduracién, peso,
tamafio, color, entre otros, ya que el agricultor saca al mercado el aji sin hacer ninguna

distincion entre ellos.

2.2. PREPARACION DE LA MUESTRA

Las muestras de las tres variedades de ajies se lavaron con agua con el objetivo de limpiar
los frutos de restos de tierra u otro contaminante. El material vegetal se sec6 en un horno y

posteriormente, se triturd en una licuadora convencional.
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2.3. EVALUACION FISICOQUIMICA

2.3.1. DETERMINACION DE HUMEDAD

El método de determinacién de humedad mediante una estufa se basa en la pérdida de peso
de la muestra por evaporacion del agua. Para esto se requiere que la muestra sea

térmicamente estable y que no contenga una cantidad significativa de compuestos volatiles.

Se entiende por humedad el agua libre que contiene el vegetal. El exceso de agua en
materia vegetal es responsable del crecimiento de bacterias y hongos, ademds de la
hidr6lisis de sus constituyentes. Por lo tanto, una de las principales funciones de este
procedimiento es de conservar el principio activo y expresar la valoracion de los mismos

referidos a materia seca.

El principio operacional del método incluye la preparaciéon de la muestra, pesado, secado,

enfriado y pesado nuevamente de la muestra.

a. Materiales y Reactivos

e (Cipsulas de porcelana

e Pinzas de crisol
e Cuchara metalica

e Desecador con silica

b. Equipos

Estufa Memmert® modelo UNB 500
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e  Balanza analitica Mettler Toledo® modelo AB204 con precisién de 0.1 mg

c. Procedimiento

En una capsula de porcelana, previamente tarada, se pesé 5 g de muestra de aji cortado en
pequefios trozos. La muestra se introdujo en una estufa a 105 °C por 2 horas, se enfrid en
el desecador y el peso se registré con una variacién de 0.5 mg. El procedimiento se realiz6

para las tres muestras de ajies y cada una por triplicado.

Humedad (%) = 222 x 100 2.1)
M{-M
Donde:
M = peso de cdpsula tarada
M, = peso de muestra hiimeda
M, = peso de muestra seca

2.3.2. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

La determinacion en seco es el método mds comin para cuantificar la totalidad de
minerales presentes en una muestra y, se basa en la descomposicién de la materia orgdnica

quedando solamente materia inorganica.

La ceniza resultante de la incineracion del material vegetal puede ser fisioldgica y no

fisiologica. La ceniza fisioldgica es aquella derivada de los componentes minerales de la
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propia planta. La ceniza no fisiolégica es la que se deriva de materia extrafa,

principalmente suelo y arena que se adhieren en la superficie del material a analizar.

La Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2532:2010 referente a los requisitos de

especias y condimentos establece 8.5% como valor maximo de cenizas totales para el aji.

a. Materiales y Reactivos

e C(risoles con tapa

® Pinzas de crisol

¢ Cuchara metalica

® Placa de calentamiento

e Desecador con silica

b. Equipos

e Mufla Barnstead/Thermolyne® 48 000 Furnace

e Balanza analitica Mettler Toledo® modelo AB204 con precision de 0.1 mg

c. Procedimiento

Se pesé 5 g de muestra seca de aji dulce o largo colorado y aji ratén o ufla de pava
mientras que para el aji rocoto se pesd 0.5 g. Las muestras se precalcinaron en una placa
de calentamiento y luego se calcinaron en una mufla a 550 °C por 2 horas hasta cenizas

blancas o grisiceas y se enfriaron en un desecador. Se registro el peso con una variacion de
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0.5 mg. El procedimiento se realizd paras las tres muestras de ajies y cada una por

triplicado.

. My—M

Cenizas totales (%) = x 100 (2.2)
M,-M

Donde:
M = peso del crisol tarada
M; = peso del crisol con muestra
M, = peso del crisol con cenizas

2.3.3. DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

Las cenizas solubles en agua son consideradas un complemento en el andlisis de cenizas
insolubles en 4cido, en cuanto a la determinacion de la presencia de contaminantes en la
materia prima. Las cenizas solubles son el resultante de la diferencia entre las cenizas

totales y las cenizas insolubles en agua.

a. Materiales y Reactivos

e Agua desionizada

e Papel filtro cuantitativo
¢ C(risoles con tapa

e Pinzas de crisol

e Cuchara metalica
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e Desecador con silica

e Placa de calentamiento

b. Equipos

e Mufla Barnstead/Thermolyne® 48 000 Furnace

e Balanza analitica Mettler Toledo® modelo AB204 con precision de 0.1 mg

c. Procedimiento

A las cenizas totales, previamente obtenidas, se las traté con 15 mL de agua destilada, se
hirvi6 a la llama del mechero por 5 minutos y se filtré con papel libre de cenizas. El papel
filtro con el contenido se le transfirié en un crisol inicial para carbonizarlo en la mufla a
550 °C por dos horas. Posteriormente, se colocé en un desecador hasta que el crisol

alcance su temperatura ambiente y se peso.

El procedimiento se realiz6 paras las tres muestras de ajies y cada una por triplicado.

Cenizas solubles (%) = % x 100 (2.3)
Donde:
M = peso del crisol tarada
M; = peso del crisol con muestra
M, = peso del crisol con cenizas totales
M, = peso del crisol con cenizas insolubles en agua
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2.3.4. DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

Las cenizas insolubles en dcido estdn constituidas por el residuo obtenido después de
hervir el remanente obtenido en la determinacion de cenizas totales con acido clorhidrico

diluido. Se filtra y calcina el residuo.

Este procedimiento permite determinar el contenido de silicatos, principalmente de arena y

tierra silicea presente en la muestra.

a. Materiales y Reactivos

e Agua destilada
e Acido clorhidrico al 10 %

e Acido nitrico 65 %

¢ Nitrato de plata 0.1 N

¢ Crisoles con tapa

® Pinzas de crisol

e (Cuchara metélica

e Papel filtro cuantitativo
e Desecador con silica

e Placa de calentamiento

b. Equipos

e Mufla Barnstead/Thermolyne® 48 000 Furnace

e Balanza analitica Mettler Toledo® modelo AB204 con precisién de 0.1 mg
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c. Procedimiento

A las cenizas totales se tratdé con 2 mL de acido clorhidrico al 10 %, se calent6 en bafio
maria por 10 minutos, la solucién se filtr6 a través de un papel libre de cenizas y se lavé el
residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con 4cido nitrico 65 %, al cual se

le afiade una o dos gotas de nitrato de plata 0.1 N, no muestre presencia de cloruros.

El papel filtro con el residuo se transfirié al crisol inicial para ser incinerado en una mufla
a 550 °C por 2 horas. Finalmente, el crisol se colocé en un desecador hasta que alcance la
temperatura ambiente y se pesd. El procedimiento se realizd paras las tres muestras de ajies
y cada una por triplicado.

M,

Cenizas insolubles en acido (%) = ” _Z X 100 (2.4)
-

Donde:
M = peso del crisol tarada
M; = peso dlel crisol con muestra

M,

peso del crisol con cenizas

2.4. EXTRACCION DE CAPSAICINA

2.4.1. EXTRACCION POR METODO SOXHLET

a. Materiales y Reactivos

e Etanol absoluto 99.5 %
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¢ Balones de base plana de 250 mL
e Nicleos de ebullicién

e Cartuchos de celulosa

e Lana de vidrio

e Brazos extensibles

e Soportes universales

e Desecador con silica

e Placas de calentamiento

b. Equipos

e Equipo Soxhlet de 250 mL

¢ Rotavapor marca Biichi®

e Balanza analitica Mettler Toledo® modelo AB204 con precision de 0.1 mg

c. Método

Se pes6 de 15 g de aji seco y molido en un cartucho de celulosa, se coloc6 en la cimara de
extraccion del equipo Soxhlet y se extrajo el principio activo con 150 mL de etanol
absoluto en un balén, previamente pesado con nicleos de ebullicion. Se llevé a reflujo en
el equipo Soxhlet a 78 °C por 5 horas. Concluido el tiempo de extraccion, el disolvente se
evapord por destilacion al vacio en rotavapor a 78 °C. Este procedimiento se repitié para

las tres muestras de ajies y cada una por triplicado.

(100%) (peso de extracto)
peso de muestra

capsaicinoides (%) = (2.5)
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2.4.2. EXTRACCION POR MACERACION [30]

a. Materiales y Reactivos

e Etanol absoluto 99.5 %

e Matraces Erlenmeyer de 500 mL
e Agitadores magnéticos

e Papel film

¢ Cucharas metalicas

e Desecador con silica

¢ Placas de calentamiento con agitador

b. Equipos

¢ Rotavapor marca Biichi®

e Balanza analitica Mettler Toledo® modelo AB204 con precisién de 0.1mg

c. Procedimiento

Se pesaron 15 g de aji seco y molido en un matraz Erlenmeyer, se traté con 150 mL de
etanol absoluto a temperatura ambiente. La mezcla se mantuvo en agitacién constante
durante 12 horas. Una vez transcurrido el tiempo de agitacion, se filtr6 y se evaporo el
extracto etandlico por destilacion al vacio en rotavapor a 78 °C. Este procedimiento se

realizo para las tres muestras de ajies y se repitio por triplicado para cada una.
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(100%)(peso de extracto)
peso de muestra

capsaicinoides (%) = (2.5)

2.5. ENSAYOS PARA IDENTIFICACION DE ALCALOIDES [31]

Los ensayos de identificacion se basan en la capacidad que tiene los alcaloides en formar
sales en medios dcidos y combinarse con yodo y metales pesados como bismuto, mercurio,
tungsteno para formar precipitados o reacciones de coloracion. Las reacciones de
precipitacion se basan en un intercambio entre el anién voluminoso del reactivo y el anién

pequeiios de la sal de alcaloide.

La reaccién de Dragendorff, solucién de tetrayodo bismuto de potasio, con el alcaloide,
produce la sal de alcaloide, que es un precipitado coloreado. El bismuto presenta una
geometria octaédrica y una carga formal de -2 en su esfera de coordinacién (anién
voluminoso) para interactuar electrostiticamente con dos moléculas de capsaicina

protonadas formando un precipitado color anaranjado.

La reaccion de Mayer, mercurio tetrayoduro de potasio, presenta como metal de
coordinacién al mercurio (Hg %), el cual forma una coordinacién tetraédica con una carga
formal en su esfera de -2, interactuando de manera similar con el reactivo anterior y forma

un precipitado blanco amarillento.

En la reaccion de Wagner, yodo-yoduro de potasio, se forma un complejo de triyoduro a)

debido a que el yodo (I5) se comporta como un dcido de Lewis frente al yoduro (I, asi, el
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anién triyoduro atrae electrostaticamente al alcaloide protonado formando una suspencion

marrén.

a. Materiales y Reactivos

e Reactivo de Dragendorff

e Reactivo de Mayer

e Reactivo de Wagner

e Acido clorhidrico concentrado

¢ Cloruro de sodio grado p.a.

e Tubos de ensayo de 13 mm

e Vasos de precipitacion de 100 mL
¢ Cuchara metélica

¢ Pipetas Pasteur de 1 mL

e Papel filtro

e Placa de calentamiento

b. Procedimiento

e Ensayo de Dragendorff

El reactivo se preparé mezclando 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mL de

cido nitrico al 30 % con una solucién de 27.2 g de yoduro de potasio en 50 mL de agua.

Se dejé reposar por 24 horas, se decantd y afor6é a 100 mL.

Se tom6 5 mL de extracto alcohdlico y se evaporé a bafio maria. El residuo se redisolvié en
1 mL de 4cido clorhidrico concentrado (calentando suavemente y se dejo enfriar hasta
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acidez). Una vez acidificada la solucidn, se adicioné 3 gotas del reactivo de Dragendorff

hasta observar la presencia del precipitado marrén.

*  Ensayo de Mayer

Para la preparacion de este reactivo se pesé 1.3 g de cloruro mercurico y se disolvié en 60

mL de agua, luego se adicion6 5 g de yoduro de potasio y afor6 a 100 mL.

Se tomd 5 mL del extracto alcohdlico y se evapord a bafio maria. El residuo se traté de la
misma manera que el ensayo anterior. A la solucidn acidificada, se adiciond una pizca de
cloruro de sodio, se agitd y filtrd. Al filtrado se le adicion6 2 o 3 gotas de la solucién

reactiva de Mayer hasta observar la formacién del precipitado blanco.

e Ensayo de Wagner

Este reactivo se prepar6 pesando 1.27 g de yodo, 2 g de yoduro de potasio que se disuelven

en 20 mL de agua.

Se parti6 de la solucién dcida, de igual forma que las anteriores. A la solucién se adiciond

2 o0 3 gotas del reactivo de Wagner y se observa la formacion de un precipitado blanco.

2.6. PURIFICACION DE CAPSAICINA

a. Materiales y Reactivos

e Acetato de etilo grado p.a.
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¢ Aldmina activada

e Lana de vidrio

e Columna cromatogriafica de 9 mm de didmetro interno x 250 mm de altura con
llave de paso.

e Vaso de precipitacién de 100 mL

e Pipetas Pasteur

b. Procedimiento

® Preparacion de la columna cromatogrdfica

Se prepar6 una suspension de alimina en acetato de etilo (3 g de alimina activada en 25
mL de acetato de etilo) y se adiciond a la columna en cuya base se ha situado un poco de

lana de vidrio. Se dren la columna hasta 0.5 cm por encima de la superficie de la alimina.

e Técnica

El extracto preparado se transfiri6 a la columna, se lavé con 50 mL de acetato de etilo en
tres porciones (15, 15 y 30 mL), los cuales fueron recogidos en un vaso de precipitacién de

100 mL.

2.7. IDENTIFICACION DE CAPSAICINA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE

INFRARROJO CON TRANSFORMADAS DE FOURIER (FTIR)

La capsaicina obtenida se redisolvié en acetato de etilo y se analizé directamente en el

FTIR Perkin Elmer modelo BTXII. Se colocé 1 o 2 gotas de la capsaicina sobre el porta
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muestra. El espectro de la muestra se corre bajo condiciones analiticas de resolucién de 4
cm’, rango de 4400 y 520 cm™ e intervalo de 2 cm™ hasta obtener un espectro con bandas

finas e intensas.

Finalmente, se confirmara la identidad de la capsaicina mediante un espectro obtenido de

la literatura.

Figura 2.1. Condiciones de corrida de los espectros de Capsaicina en el FTIR
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EVALUACION FISICOQUIMICA

3.1.1. DETERMINACION DE HUMEDAD

La Figura 3.1. revela el porcentaje de humedad de las tres variedades de ajies. El aji rocoto
(Capsicum pubescens R&P) presenta la mayor porcentaje de humedad con un 83,95
debido a su estructura voluminosa. El aji ratén (Capsicum chinense Jacq.) presenta el
menor porcentaje de humedad con 69,85 %. Sin embargo, las tres especies presentan un
valor concordante de humedad experimental con la humedad tedrica como se menciona en
la Tabla de Composiciéon de Alimentos Ecuatorianos reproducido por la Facultad de

Ciencias Médicas de la Universidad de Guayaquil.

Tabla 3. 1. Porcentaje de humedad presente en las tres variedades de ajies

Nombre comtin Humedad | Humedad teérico [32]
(%) (%)
Aji dulce o largo colorado 80.15 89.6
Aji ratén 69.85 76.2
Aji rocoto 83.95 91.0
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Aji Rocoto

Aji Dulce

Aji Raton

Variedades de ajies

60

100
Humedad (%)

Figura 3.1. Porcentaje de humedad presente en las tres variedades de ajies

3.1.2. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES, CENIZAS SOLUBLES EN

AGUA, CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO

La Tabla 3.2 muestra los resultados obtenidos de cenizas totales para las tres variedades de
ajies, los cuales se encuentran entre 1.85 y 6.03 %, valores que se encuentran bajo el limite
permitido en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2532:2010, lo que indica que el

cultivo esta libre de contaminantes.

En relacién a las cenizas solubles en agua fue de entre 0.98 y 4.33 %, lo que confirma la

ausencia de contaminantes en las muestras.

En cuanto a las cenizas insolubles en dcido se pudo determinar porcentajes entre 0.35 % y
1.26 %, siendo el limite maximo el 1 %. En consecuencia, el aji dulce o largo colorado
(Capsicum annuum L.) excede el limite permisible de este tipo de cenizas, lo que sugiere

que este fruto tiene productos térreos.
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Tabla 3. 2 Resultados de la determinacion de cenizas totales, cenizas solubles en agua,

cenizas insolubles en acido

] Cenizas Solubles en | Cenizas Insolubles en
, Cenizas Totales
Nombre comiin (%) agua HCI
) (%) (%)
Ajt dulee o largo 5.70 4.18 1.26
colorado
Aji ratén 1.85 0.98 0.36
Aji rocoto 6.03 4.33 1.00
1,26 1,00
® %Cenizas Insolubles en Acido
B %Cenizas Solubles en Agua
0,36 B %Cenizas Totales
Aji Dulce Aji Rocoto Aji Raton

Figura 3. 2. Porcentaje de cenizas totales, cenizas solubles en agua y cenizas insolubles

3.2. EXTRACCION DE CAPSAICINOIDES

en acido presente en las tres variedades de ajies

Al comparar los resultados presentados en la Figura 3.3. obtenidos de la extraccién de los

capsaicinoides por el método Soxhlet y el método de maceracion indica que el método

Soxhlet permite la obtencién de un mayor porcentaje de capsaicinoides. Sin embargo,

48




Lopez, et al. (2011) en su articulo “Extraccion y cuantificacion espectrofotométrica de
capsaicina a partir de chile habanero” muestra que se obtiene un 12.86 % de
capsaicinoides por el método de lixiviacidon con etanol que los que se obtienen empleando

la técnica Soxhlet.

Ademads, Rodriguez, et al. en su articulo “Obtencion de oleorresinas a partir de 3 especies
de capsicum sp. cultivadas en Colombia (Capsicum annuum, Capsicum frutescens,
Capsicum chinense)” revela que el método de lixiviacién con etanol resulta adecuado para
la obtencidén de olerresinas ya que su estudio proporcioné valores promedio de 9.84 % de

oleorresinas para el Capsicum annuum 'y 12.29 % para el Capsicum chinense con dicha

técnica.
34,45
28,66
22, 49 20,08
19, 81
H % Capsaicinoides por método
Soxhlet
11 61 i % de Capsaicinoides por
método de Maceracion
Aji Dulce Aji Rocoto Aji Raton

Figura 3. 3. Comparacion en el porcentaje de capsaicinoides obtenidos por el método

Soxhlet y el método de maceracion
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En la extraccidon Soxhlet, el aumentar la temperatura incrementa la velocidad de extraccion
ya que a mayor temperatura aumenta la solubilidad de los sélidos en un liquido. El método
Soxhlet proporciona mayor porcentaje de extracciéon en las tres variedades de aji en

relacion al método de maceracidn ya que en éste solo se realizé a temperatura ambiente.

Por otra parte, la temperatura de extraccidn estd limitada a la temperatura de ebullicion del
solvente, del punto de degradacion del producto y solubilidad de impurezas, por lo tanto,
se considerd trabajar a 78°C para garantizar la minima descomposicién térmica de los

capsaicinoides.

También se puede observar que en los dos métodos de extraccion, el aji dulce o largo
colorado (Capsicum annuum L.) presenta el mayor porcentaje de extraccion de 34.45 % en

el método Soxhlet y 22.49 % en el método de maceracidn.

Ademds, se distingue que los porcentajes de extraccidén de capsaicinoides del aji rocoto
(Capsicum pubescens R&P) fue de 28.66 % en el método Soxhlet y 19.81 % en el método
de maceracion. Estos valores son relativamente altos en comparacion con los obtenidos en
el aji raton (Capsicum chinense Jacq.) que fueron de 20.98 % en el método Soxhlet y de

11.61 % en el método de maceracion.

Una de las posibles causas de variacién en los niveles de capsaicinoides en las tres
variedades de ajies es la especie ya que la cantidad de capsaicinoides pueden variar de una
especie a otra, ademds, las condiciones de cultivo, tipo de suelo, madurez del fruto y el

clima, son factores que alteran las condiciones bioquimicas de las células de los ajies.
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Tabla 3. 3. Resultados de la extraccion de capsaicinoides por el método Soxhlet y por

Maceracion
Método Soxhlet Método de Maceracion
Nombre .. Promedio .. Promedio
. o | Capsaicinoides . . o | Capsaicinoides . . .
comun | N (%) Capsaicinoides | N (%) Capsaicinoides
) (%) ’ (%)
Aif 1 34.98 1 21.80
R ) 33.41 32.45 7 22.49 22.49
dulce
3 34.97 3 23.17
. 1 21.70 1 12.71
Aji
g 2 21.90 20.98 2 11.58 11.61
raton
3 19.33 3 10.55
Aif 1 30.13 1 20.21
I 26.14 28.66 7 2121 19.81
rocoto
3 29.71 3 18.01

3.3. PROPIEDADES FISICAS DE LOS EXTRACTOS DE CAPSAICINOIDES

La Tabla 3.3 expone las propiedades organolépticas del extracto de las tres variedades de
ajies, la misma que indica que el estado de agregacién de los extractos es liquido oleoso
debido a que en su composicion se encuentra una serie de aceites volatiles, lipidos y ceras;

el sabor se debe a los capsaicinoides, que dan el sabor pungente

Tabla 3. 4. Propiedades organolépticas de los extractos de las tres variedades de ajies

Propiedades Aji dulce o largo colorado Aji raton Aji rocoto
Estado de agregacion Liquido oleoso Liquido oleoso Liquido oleoso
Color Rojo Verde oscuro Rojo intenso
Olor Tipico a pimiento Tipico a pimiento | Tipico a pimiento
Sabor Pungente Pungente Pungente
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3.4. IDENTIFICACION DE ALCALOIDES

La Tabla 3.5. presenta los resultados de las pruebas especificas para alcaloides. De acuerdo
a las tres pruebas ensayadas con los reactivos de Dragendorff, Wagner y Mayer, los cuales
determinan la presencia de alcaloides, se evidencié que en las tres especies: aji dulce o
largo colorado (Capsicum annuum L.), aji ratén (Capsicum chinense Jacq.) y aji rocoto
(Capsicum pubescens R&P) se obtuvieron resultados positivos lo que demuestra la

presencia del principio activo capsaicina.

Tabla 3.3. Resultados de pruebas especificas para alcaloides en los extractos de

capsaicinoides obtenidos por dos métodos de extraccion

Método de . Reactivo de Reactivo de Reactivo de
. Nombre comin
extraccion Dragendorff Wagner Mayer
Aji dulce o
+ ++ ++
largo colorado
Soxhlet —
Aji ratén ++ ++ ++
Aji rocoto ++ ++ ++
Aji dulce o
++ ++ ++
» largo colorado
Maceracion —
Aji ratén st st ++
Aji rocoto ++ ++ ++

3.5. IDENTIFICACION DE CAPSAICINA

Segtin Celis A. (2005) en su estudio “Obtencion de capsaicina a partir de semilla de chile
jalapeiio e ingenieria de procesos de extraccion” demostré que la especie Capsicum
presentan una gran solubilidad en solventes organicos en especial en alcohol etilico,

contrario a lo que sucede con el agua ya que presenta una escasa solubilidad concordando
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con los datos obtenidos experimentalmente. De la misma forma, el punto de fusion

corresponde al citado en dicho articulo, que fue de 65°C.

Tabla 3.4. Propiedades fisicas de Capsaicina

Aji rocoto Aji raton Aji largo colorado
Estado de agregacion Oleorresina | Oleorresina Oleorresina
Punto de fusién 65°C 65°C 65°C
Agua Insoluble Insoluble Insoluble

Acido clorhidrico Soluble Soluble Soluble

Solubilidad Alcohol etilico Muy soluble | Muy soluble Muy soluble
Eter etilico Soluble Soluble Soluble
Hexano Soluble Soluble Soluble

3.5.1. ANALISIS ESPECTROSCOPICO

La Figura 3.4. presenta el espectro infrarrojo de un estidndar de capsaicina obtenido de

Sigam-Aldrich, el cual se comparé con los espectros infrarrojos obtenidos en esta

investigacion (ver Anexos del 1 al 4).
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Figura 3.4. Espectro Infrarrojo del estindar de Capsaicina obtenido de Sigma-

Aldrich
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La Figura 3.5. expone el espectro infrarrojo de la variedad aji rocoto (Capsicum pubescens
R&P.) en el cual se distingue el pico ubicado en 3363.89 cm’ que corresponde a
vibraciones de tensién de N-H en amidas. El pico ubicado aproximadamente en 3008 cm™
corresponde vibraciones de tensiéon C-H en compuestos aromaticos. En 2855.80 cm’
pertenece vibraciones de tensién C-H en alquenos. El pico que se encuentra en 1726.22

1 . . .
cm’ corresponde a vibraciones C=0 del grupo amida.

Como la capsaicina es una amida secundaria da lugar a la vibracién N-H en 1654.42 cm’
dicha sefial se la denomina amida II. En 1515.94 cm™ se produce la vibracién por tensién
de C=C en compuestos aromdticos. Finalmente, en el espectro se puede distinguir bandas

en 966.82 cm’™! que corresponden a sustituyentes en el anillo bencénico, pues la capsaicina

posee el grupo metoxilo como sustituyente.
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Figura 3. 5. Espectro Infrarrojo de Capsaicina del aji rocoto (Capsicum pubescens

R&P obtenido por el método Soxhlet.
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Los picos obtenidos en el espectro se encuentran resumidos en la siguiente tabla:

Tabla 3. 5. Analisis espectroscopico de Capsaicina

Frecuencias obtenidas
en el espectro

Ubicacion del grupo funcional en el espectro
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Vibracién por tension
C=C en 1515.94 cm™
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La Figura 3.6. presenta el espectro infrarrojo de la variedad aji ratén ( Capsicum chinense

Jacq.) obtenido por maceraciéon, en el cual se distinguen picos caracteristicos de la

molécula de capsaicina, y cuya ubicacién no difiere en mucho de los que ya se describi6 en

el espectro de la variedad aji rocoto (Capsicum pubescens R&P) obtenido por extraccién

Soxhlet, lo que sugiere que se trata de la misma molécula.
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Figura 3.6. Espectro Infrarrojo de Capsaicina de aji raton o una de pava (Capsicum

chinense Jacq.) extraido por maceracion
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El andlisis de humedad para las especies Capsicum annuum L. (aji largo colorado),
Capsicum chinense Jacq. (aji ratoén o ufla de pava) y Capsicum pubescens R&P (aji
rocoto) demostraron que poseen altos niveles de agua en su composicién entre

69.85 y 83.95 % siendo el aji rocoto la especie con mayor porcentaje de agua.

Los datos obtenidos de cenizas totales fue entre 1.85 y 5.70 %, valores que se
encuentran dentro del rango y sugiere que no es preocupante la presencia de
contaminantes lo que se corrobora con los reportes de cenizas solubles en agua y

cenizas insolubles en acido.

En cuanto a las técnicas de extraccion ensayadas se pudo establecer que el método
Soxhlet permite obtener mayor porcentaje de rendimiento de capsaicinoides en

relacion al método de maceracion.

Se determiné que el aji dulce o largo colorado (Capsicum annuum L.) fue la
variedad que posee mayor porcentaje de capsaicinoides extraidos mediante las dos

técnicas de ensayadas. Asi, en el método Soxhlet se obtuvo un porcentaje de 34.45
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y el método de maceracion un 22.49. El aji rocoto (Capsicum pubescens R&P)
presentd 28.66 % de capsaicinoides en el primer método y 19.81 % en el segundo
método; y con un menor porcentaje en relacién a las dos especies mencionadas
anteriormente, el aji ratén o ufia de pava (Capsicum chinense Jacq.) con un

porcentaje de 20.98 en el método Soxhlet y de 11.61 % en el de maceracion.

Los ensayos de identificacion de alcaloides confirma la presencia de los mismos en

las tres variedades de ajies, por lo tanto la capsaicina es un alcaloide.

La técnica de espectrofotometria de infrarrojos con transformadas de Fourier
permitie confirmar la presencia de capsaicina en los extractos de las tres variedades
de ajies, en la que se fijo las bandas de los grupos funcionales presentes en la

molécula y se compar6 con un espectro de la literatura.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar nueva andlisis con el objetivo de determinar
cuantitativamente la cantidad de capsaicina presente en los extractos de las mismas

variedades de ajies para ampliar esta investigacion.

Seria de vital importancia hacer una nueva investigacién acerca de los componentes
bioactivos que forman parte de la composicion del aji como son los compuestos
fendlicos, flavonoides, carotenos y tocoferoles que confieren propiedades benéficas
como antioxidantes que ayudan a combatir enfermedades crénicas degenerativas,

mejoran el sistema inmune entre otros beneficios.

Se sugiere continuar este trabajo investigativo para crear un prototipo basado en
capsaicina para aprovechar sus propiedades como analgésico y antiinflamatorio.
Ademds, realizar el respectivo andlisis de efectividad del producto con el fin de

conocer su viabilidad.
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ANEXO 1

ESPECTRO INFRARROJO DE CAPSAICINA DE AJi DULCE O LARGO

COLORADO (Capsicum annuum L.) EXTRAIDO POR METODO SOXHLET
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ESPECTRO INFRARROJO DE CAPSAICINA DE AJi RATON O UNA DE PAVA

ANEXO 2

(Capsicum chinense Jacq.) EXTRAIDO POR METODO SOXHLET
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ANEXO 3

ESPECTRO INFRARROJO DE CAPSAICINA DE AJi DULCE O LARGO

COLORADO (Capsicum annuum L.) EXTRAIDO POR MACERACION
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ANEXO 4

ESPECTRO INFRARROJO DE CAPSAICINA DE AJI ROCOTO (Capsicum
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