EXTRACCION Y PURIFICACION DE CAPSAICINA A PARTIR DEL FRUTO DE

AJi (Capsicum chinense).

LYRIA YESENIA SILVA MENESES

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
POPAYAN
2008



EXTRACCION Y PURIFICACION DE CAPSAICINA A PARTIR DEL FRUTO DE

AJi (Capsicum chinense).

LYRIA YESENIA SILVA MENESES

Trabajo de grado presentado como requisito parcial para optar

al titulo de Quimico

DIRECTOR
JAIME MARTIN FRANCO Ph. D.

ASESOR
MARA ISABEL OROZCO, Qca.

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
POPAYAN
2008



CONTENIDO

RESUMEN ...t rie e s e s s s s s e a s s s e s s s em s s s em s s e nnss s ennsssennssssnnsnrnnn 14
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..........oo e s e res e eas e rens e nnneee 15
[ 1= 2N 1 I Y 1 16
OBUJETIVO GENERAL.....c.ccuieiieiciiiesern s s s e s s sassassnsnssmssassasnssmssassnsnssmssmssnsnnsansnns 16
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cceeeeeeuuueesrrrrrreerennnsssssssrsreeessmsssssssssssssesessnnssssssssssessesnnnnnn 16
1\l 00 511 o3 o [ 1 X 17
1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE ....ooeiieeeeeeeeeeseeseeesesseessessnesnesnens 19
1.1 ORIGEN, MORFOLOGIA DEL CULTIVO Y CLASIFICACION......ccuuuurrrrrrrrrrmnnnnnnsrrreenns 19
1.2 COMPOSICION.......cuumeeiiiainneeriassnne e s asssme e e s assssne e s s s s smne e s e s s smn e e s s e mnne s s e s smnneseasnnnnas 20
1.3 CAPSAICINOIDES .....ciiciuimiumiumiamianienne st ssasassassassasssssnssnssnsansansasssssnssnssnssnssnsnnss 21

I T B 07T TY- Tt = PP 22

1.3.2 ApliCAcioNes de 12 CAPSAICING ...cvunernierneeeiee et e eeeete e et e e e e e e et e e e e e e eaneeeneeanns 23
1.4 ANALISIS DE CAPSAICINOIDES .....cceuuuuurrerrrrrrmmnnnsssssrerermemsmsssssssssessesesssnnnnssnsssseeees 24

1.4.1 Procedimiento general para el analisis de capsaiCing..........cccoviiieieiiiiiiieieiieieieenenes 24
2. METODOLOGIA .......oieeeeeteeeee et eeeesstssssssssssssssssssssesssssesssesessssasessssasesnssnssnssnes 27
2.1 EQUIPOS Y REACTIVOS....uicitutureinussrarnsssrasasssrasassssasassssassssssassssssassssssasnssnsasnssnsases 27

b7 B o T oo = 27

2.1, 2 REACHVOS ...uevueiieeei e et e et e e et et e e e et et e e et e e e e e s e e et e et e ean e e e et e eaeeanaaeans 27



2.2.2 SOIVENEES et e 27

2.2 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE CUANTIFICACION DE CAPSAICINA POR HPLC

.............................................................................................................................. 28
2.2.1 CondiCIONES EXPEIMENTAIES ......ueevueeeirieeeereeeeteeeeteee et e eeaaeeeeaeeeeneesaneeeaneeenas 28
2.2.2 Método de CuaNtifiCACION .........ueeieueeiiieeeei e e e ee e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eaaaeeenas 28

2.3 ESTANDARIZACION DEL METODO ANALITICO....cccutrisnsnrnssnresssssssssssnessssssssssssessans 28
2.3.2 PrECISION. ..vueeueiieeet et e et e et e et e et e e e et e et e et e eaa e e e e eaeeaneean e e eeaeeaeaanaanaas 29
R T TR =Y 4 T o] T oo IR TR 29
2.3.4 EXACHIUA. .o e 29

2.4 CARACTERIZACION DEL MATERIAL DE ENSAYO ......ciiiieuuiiiienssssiiessssssieennssssseennnss 30
2.4.1 Preparacion del material de ENSAYO0. ......uueveruieeereeeeiieeeeueeeeieeeeaeeeanaeeeeneeenneeenns 30
2.4.2 Determinacion de propiedades fisicas y analisis proXimal. ............cueeevereeerneeeesneennn. 30
2.4.3 ProCES0 A€ SECAUD. .evvuueeerueeirteeetieeeetieessteeesteeeateesanaaeeeaaaaeaanaessnnaessneeesnaeennas 31

2.5 EXTRACCION DEL CRUDO (OLEORRESINA) DEL FRUTO DEL N | 31
2.5.1 Metodologia SOXNIEL. .....veuuuieeieeeeie e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeanaeeenns 31
2.5.2 Metodologia PErCOIACION. ... .euueeeei e ee et e et e e et e e e e e e e e e e e e et e e e e e e saaeeeaneeenas 31

2.6 PURIFICACION DE CAPSAICINA ....ceuuiieenirenssirssssiessssrensssrensssmsnssssessssssnsssssnssssnnssns 32
2.6.1 Purificacion por extraccion en fase solida (SPE). ....ccevueiiueeieiieeiiieeeeieeeeieeeereeeenn 32
2.6.2 Purificacion por acomplejamiento conion Plata. ... 32

3. RESULTADOS Y DISCUSION .......coeeeeirceceesesssnssssssssssssssessssssssesssssessssanes 34

3.1 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE CUANTIFICACION DE CAPSAICINA POR HPLC

.............................................................................................................................. 34
3.1.1 Condiciones eXPEriMENtalES. ........cceuueeireeeeteeeiieee et e e et eeeteeeeaneeeaneeeanaeeeaaaees 34
3.1.2 Método de CUANtIfICACION. .........ueeirieeeiee et e e e ee et e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeenas 34

\



K T B TR =YY T =T 35
3.2.2 PrECISION. 1eeevtttueeeeeeeeeeeeett e e e e e ee et eeetasa e saeaeaeeeeeeessanaaeeeeaeeeeessssnnaaeeaeeeeeenrnes 36
3.2.3 SENSIDIIAAA ....vvueeeeeeee et e e e e e e et r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aar e aaaaeaearaa 38
K TG =T 1 0 oSN 40
3.3 CARACTERIZACION DEL MATERIAL DE ENSAYO......cuuuuuuuuunnnnnnnnnnnsnssnssssnsssssnnssnnnns 41
3.3.1 Determinacion de las propiedades fisicas y analisis proximal.........c.cocveveieiiiineienenenens 41
3.4 EXTRACCION DEL CRUDO (OLEORRESINA) DEL FRUTO DEL AJi ..ceveeeueeeeiiirerreneennns 43
3.4.1 Metodologia SOXNIEL. ... .cevueeeiiieeeteee et e et e e e e et e e et e e e e e et e e e e e e eaaeeeeaaeeeenas 44
3.4.2 Metodologia de PErCOIACION. ......u.eeeueeeeeeeeteeeeteeeet e eeaneeeeaaeeeeaeeeenaeeaneeenneeenns 46
3.5 PURIFICACION DE CAPSAICINA. .....ccottiirermmnnnsssssrerrrnnnnssssssssssrsessssnnsssssssssessennnnnns 48
3.5.1 Purificacion por extraccion en fase solida (SPE). ..o 48
3.5.2 Purificacion por acomplejamiento con ion plata (Ag™). ...eevvveeeeeeeeeeieiiiiiiieeeeeeeeeeeennns 53
4. CONCLUSIONES ........cooinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnsnssnsnnssnnssnnnnsnsnnnsnsnssssssssnssssnsnnnnnns 63
BIBLIOGRAFIA ...ttt s s s rns s s s e s e s rnnna s s s s e e s e e nnmnnsssssssnnnns 65
AN E X O S . . e 71

VI



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1. Corte polar del fruto de aji y sus pares. ........ccooovrrriiiiiiiiie e 22
Fig. 2. Cromatograma tridimensional del estandar de capsaicina (2.0 ppm). ....... 35
Fig. 3. Curva de calibracién para la determinacién de capsaicina........................ 36
Fig. 4. Curva de calibracion paradeterminarLD y LC ... 39

Fig. 5. Cromatogramas superpuestos de los extractos de Capsaicina luego de 6 h

de Extraccion Soxhlet, empleando como solvente.............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen, 44

Fig. 6. Peso de Capsaicina extraida del fruto de aji por metodologia soxhlet con

SOIVENLES AIfEIENLES ..., 45

Fig. 7. Tiempo de maxima extraccion de capsaicina del fruto de aji por

metodologia soxhlet CoON heXano..........c.oouiiiiiiiiii e 45

Fig. 8. Peso de capsaicina extraida cada 3 h a partir del fruto de aji por

metodologia percolacidn con hexXano..............ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 46

Fig. 9. Comparacion de las dos metodologias de Extraccion con Hexano como

solvente extractor de CapSaiCiNg. .........cooeeiiiiiiiiiee e 47

Fig. 10. Cromatogramas de oleorresina después de eluir por cartucho C18........ 49

Fig. 11. Cromatogramas de oleorresina después de eluir por cartucho con éxido

08 MAGNESIO. ... 50

VI



Fig. 12. Cromatogramas de oleorresina después de eluir por cartucho Envicarb. 51

Fig. 13. Cromatograma de la oleorresina. (a) antes de ser eluida por el cartucho

Envicarb; (b) después de ser eluida por el cartucho Envicarb. .............cccccoeevenee. 53

Fig. 14. Cromatograma de capsaicina purificada por acomplejamiento con el ion
0= 1 = ST 56

Fig. 15. Superposiciéon de los cromatogramas antes y después de la purificacion 56



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Pungencia de algunos los capsaicinoides presentes en el fruto de aji.*. 21

Tabla 2. Clasificacion de especies de aji segun su pungencia aproximada ......... 22

Tabla 3. Condiciones experimentales de cuantificacion por HPLC....................... 34

Tabla 4. Concentraciones del estandar y areas de capsaicina para la curva de
(o= 1 {1 0] =TT o S USSPt 36

Tabla 5. Concentraciones del estandar de capsaicina y sus respectivas

dESVIACIONES ESTANAT ... ... o e 37

Tabla 6. Repetitividad de la solucion estandar 1.5 ppm de capsaicina, analizadas

SU G SIVAM N . ittt e et e e e e et e e e e e 37

Tabla 7. Reproducibilidad de las concentraciones de tres estandares de

(o7= T 0 17= 1 (o1 F- TR PRSPPIt 38

Tabla 8. Concentraciones del estandar de capsaicina y sus areas par calcular LD

Tabla 9. Valores de los limites de deteccion y cuantificacion que representan la

sensibilidad del Método analitiCo. ......onvenieiee e 40

Tabla 10. Parametros de evaluacion para determinar la exactitud del método .... 41

Tabla 11. Propiedades fisicas del fruto de aji (variedad habanero)...................... 42



Tabla 12. Analisis proximal de frutos de aji. ..............euuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie 42

Tabla 13. Absorbancia determinada en el analisis de color extraible de las

MUESEIras deShiIiAratadas. .......c.oeeiei e eeen 43

Tabla 14. Cantidad de oleorresina obtenida en la extraccién por metodologia

SOXNIEt Y PEIrCOIACION. ... 48

Tabla 15. Extraccion en fase sélida para la purificacion. .............cccccceceviinnnnnnnnn. 52

Tabla 16. Peso de capsaicina antes y después del proceso Envicarb —Plata. y

porcentaje de rendimiento de la purificacion ..............cccovvviiiiiiii e 57

Tabla 17. Areas de la curva de calibracién de Capsaicina. ...........c.coccceveeeuenne.. 60

Tabla 18. Prueba de estabilidad de la lampara y puerto de inyeccion un patron de

(07 To1ST=1 (oo b= 0T o] o] 1 o SRR 62

Tabla 19. Cantidad de capsaicina contenida en la oleorresina obtenida por

metodologia soxhlet utilizando diferentes solventes capsaicina .............c.cc... ... 75

Tabla 20. Cantidad de capsaicina contenida en la oleorresina obtenida por

metodologia soxhlet capsaiCing.. ... 75

Tabla 21. Cantidad de capsaicina contenida en la oleorresina obtenida por

metodologia PercolacCiOn. ..........coooiiiii i 75

Tabla 22. Cantidad de capsaicina extraida por metodologia percolacion y soxhlet

(07= T 0 17= 1 o1 - TR PSPt 76

Xl



Tabla 23. Peso de capsaicina antes y después del proceso Envicarb —Plata. y
porcentaje de rendimiento de la purificacion..................ocoo 77

X1



ACN
Ae
AOAC
Cap
CCD
Dhcap

Ha
HPLC

MeOH
mg
min
mL

nm

°C
ppm

t;
UV-Vis

v/v

LISTA DE ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

Acetonitrilo

Acetato de etilo

Métodos oficiales de analisis
Capsaicina

Cromatografia de capa delgada
Dihidrocapsaicina

Gramos

Horas

Hectéarea

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
Molaridad

Metanol

Miligramos

Minutos

Mililitros

Nanometros

Grados Centigrados

Partes por millon

Tiempo de Retencién
Ultravioleta visible

Volumen/Volumen

X1l



RESUMEN

La pungencia del fruto de aji se atribuye a los capsaicinoides presentes en su
pulpa, ellos en especial la capsaicina, tienen una amplia gama de aplicaciones en
la industria farmacéutica, principalmente en la fabricacion de medicamentos para
el manejo del dolor critico en neuropatia diabética, neuralgia posterpética,
sindrome del dolor post-mastectomia y sindrome de la distrofia simpatica refleja.
También se ha empleado en tratamientos de enfermedades autoinmunes como

Psoriasis, artritis y como repelente.

Considerando la importancia farmacoldgica de la capsaicina se desarroll6 una
metodologia para su separacion del fruto del aji, de la variedad Capsicum
chinense, consiguiendo excelentes resultados en la extraccién por metodologia
soxhlet-Hexano y su aislamiento y purificacion, mediante cromatografia en fase
sélida, acomplejamiento con i6n plata y extraccién liquido-liquido con
diclorometano. La cuantificacibn se hizo por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), utilizando un patron comercial de capsaicina.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La economia del Departamento del Cauca depende en gran medida del
crecimiento del sector agricola, ligado a la inversion que se haga en el campo y al
desarrollo de proyectos de investigacion sobre el mejoramiento de la calidad de
los productos del agro y la generacion de valor agregado.

Aunque el sector agricola del departamento ha estado asociado a un numero no
muy grande de cultivos, recientemente se estan intentando nuevos cultivos como
el del aji, el cual se muestra muy promisorio.

Hasta ahora, esta planta se ha cultivado para comercializar su fruto con fines de
exportacién. No se ha tenido en cuenta que ésta produce un grupo de sustancias
llamadas capsaicinoides que son de gran valor en la industria farmacéutica,
especialmente la capsaicina, cuya aplicacion terapéutica es muy eficaz y ademas,
un gramo de esta sustancia vendido en Colombia llega a costar alrededor de tres
millones de pesos.

A la luz de estos hechos, se considerd importante, motivar el crecimiento del
cultivo de aji, mediante la generacién de valor agregado, a través de la extraccion
y purificacion de la capsaicina a partir del fruto del aji (Capsicum chinense), con el
fin de formalizar una metodologia eficaz de aislamiento que en un futuro permita
comercializar la capsaicina en lugar del fruto del aji, con mayores rendimientos

economicos para los cultivadores.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un método efectivo y consistente de aislamiento y purificacion de

capsaicina a partir de extractos del fruto de aji (Capsicum chinense).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Plantear un proceso de aislamiento y purificacion de capsaicina por
cromatografia de columna utilizando 6xido de magnesio, carbono C-18 y carbdn
grafitizado como fases estacionarias.

» Cuantificar por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) la cantidad de

capsaicina presente en los frutos de aji (Capsicum chinense).

16



INTRODUCCION

El aji se ha cultivado desde épocas remotas en Centro y Suramérica,
especialmente por la utilidad de sus frutos, el cual ha tenido diversos usos en
alimentos y farmacologia, siendo usado directamente o como extracto aceitoso

denominado oleorresina, fuente de sustancias terapéuticas.

La oleorresina es usada como saborizante en salsas, guisos y colorantes
naturales en productos procesados, bebidas no alcohdlicas, confiteria, carnes,
sopas y en la industria cosmética gracias al contenido de carotenoides. El fruto de
aji contiene capsaicinoides que presentan actividad biolégica con capacidad anti-
inflamatoria, analgésica y antioxidante, por ello, el fruto del aji ha sido usado
durante muchos afos en medicina tradicional para el tratamiento de la inflamacion,
torceduras y articulaciones dolorosas. El principal componente pungente
terapéutico, es la capsaicina, utilizada para el manejo del dolor en artritis
reumatoidea y la osteoartritis, neuropatia diabética, neuralgia posterapéutica y
sindrome del dolor postmastectomia. También se emplea como bloqueador
molecular para la activacion celular en enfermedades autoinmunes. Ademas es
utilizada con otros componentes en una mezcla para defensa personal y como

insecticida y repelente contra algunos animales.

No obstante, la capsaicina pura, es una sustancia muy costosa, ya que, un gramo
de ella colocado en territorio colombiano, cuesta aproximadamente tres millones
de pesos. Atendiendo las consideraciones expuestas y teniendo en cuenta que la
capsaicina es una sustancia comercial, se decidi6 buscar una metodologia

alternativa mas eficaz de extraccion y purificacion a partir del fruto del aji.
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Con este propdsito se estudié una de las variedades de aji (Capsicum chinense),
cultivadas en el norte del departamento del Cauca, consiguiendo desarrollar un
procedimiento eficaz de separacion y purificacion de capsaicina a partir de

extractos de frutos deshidratados.

La extraccion se ensayd por metodologia soxhlet y de percolacion con etanol,
acetona y hexano, obteniéndose los mejores resultados de extraccion de
capsaicina con soxhlet-hexano, a pesar que la cantidad de oleorresina fue mayor
en la extraccion soxhlet-etanol. La purificacion de la capsaicina se hizo mediante
extraccion en fase sélida y acomplejamiento del fluido con el ion plata, seguido de
una extraccion liquido-liquido. La estandarizacion del método de cuantificacion se
hizo por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), ya que es una técnica

sensible y precisa.

18



1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
1.1 ORIGEN, MORFOLOGIA DEL CULTIVO Y CLASIFICACION

El aji o chile picante es una hortaliza herbacea (Perennial herbaceo) perteneciente
a la familia de las Solanaceas y el género Capsicum, incluye mas de 200
variedades, de las cuales las mas cultivadas son Capsicum annuum de ajies
moderadamente picantes, Capsicum frutescens de ajies mas picantes y ajies

Capsicum chinense que son extremadamente picantes.

Esta planta nativa de la zona Himeda media en América Latina®, alcanza un
tamano entre 80 — 120 cm, desarrollando un solo tallo hasta la primera flor y raices
discretamente profundas. Sus hojas lanceoladas y oblongas son de color verde
intenso y sus flores solitarias presentan color blanco. Sus frutos son bayas con
cavidades para albergar las semillas con forma de rifidn y textura lisa. En un
gramo de fruto se pueden encontrar alrededor de 130 semillas® . En el proceso de
maduracion cambia el color de los frutos segun la variedad de verde, morado,
amarillo, blanco o naranja, a rojo (en varios tonos), purpura, amarillo, naranja,
café, negro, castafio o pardo oscuro. La coloracién es un indicativo de

maduracion y de la pungencia®*.

Fig. 1. Fotografias de tres variedades de aji Capsicum chinense sp. (A) Amarillo,
(B) Rojo, (C) Purpura.
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El aji se clasifica por las caracteristicas de la fruta, de pungencia, color, forma,
sabor y tamafo. A pesar de sus rasgos diferentes, la mayoria de los cultivos de aji
en el mundo pertenecen a la especie Capsicum annuum. El tabasco (Capsicum
frutescens) y el habanero (Capsicum Chinense), son las excepciones mas

conocidas®.

Entre las variedades mas representativas se encuentran: Habanero, Tabasco,
Jalapefno, Hungarian, Yellow, Was, Chile, Floral Gem, Red Chili y Roumanian
Hot®. Algunas de estas variedades han aumentado su popularidad en las regiones
tropicales y subtropicales de Colombia, por su elevado poder nutritivo y

rentabilidad para el productor.

1.2 COMPOSICION

Los frutos de aji contienen sustancias lipofilicas mono, di y triglicéridos, acidos
grasos libres, pigmentos carotenos y carotenoides, aceites esenciales, resinas
acidas y sus ésteres, terpenos y sus productos de oxidacion y polimerizacion,
ceras, esteroles vegetales y capsaicinoides*®, estos ultimos se encuentran en
glandulas o receptaculos de la placenta y septas®. La composicion de los
metabolitos y depende del genotipo de la variedad, el grado de madurez del fruto,
la interaccion ambiente de crecimiento o de seleccion natural de las plantas, la

interaccion genotipo-ambiente y posibles situaciones estresantes’®.

Parte de estos metabolitos son extraidos en una sustancia oleaginosa
denominada oleorresina, dependiendo del solvente y la metodologia de extraccion.
Segun estudios realizados en el grupo de investigacion Quimica de Productos
Naturales adscrito al departamento de Quimica de la Universidad del Cauca la

mejor extraccidon de colorantes mayoritarios, capsantina y capsorubina se
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consigue por metodologia soxhlet-acetona, sin embargo, el etanol es el solvente
que extrae mayor cantidad de oleorresina®.

1.3 CAPSAICINOIDES

Los capsaicinoides son las sustancias responsables de la pungencia del fruto del
aji. Se agrupan segun la cadena apolar de la molécula que varia en su tamano
que de 8-10 atomos de carbonos y la presencia de un doble enlace carbono-

carbono y un grupo metilo presente en la capsaicina'®.

Las sustancias pungentes son conocidas como capsaicinoides. Ellas son
clasificadas segun el nivel de pungencia mediante un método conocido como Test
organoléptico Scoville, desarrollado en 1912 por el quimico Wilbur Scoville'!. De
acuerdo a este test, los capsaicinoides se clasifican como se muestra en la
Tabla1.

Tabla 1. Pungencia de algunos los capsaicinoides presentes en el fruto de aji.”
Pungencia (U.

No. Nombre comun Nombre IUPAC .
Scovillle)
1 Capsaicina N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)}-8- 44 455 g0
metil-6-nonenamida
2 Dihidrocapsaicina N-(4-hidroxi-3-metoxibencil}-8- 44 104 000
metilnonanamida
3 Nordihidrocapsaicina  '\-{4-hidroxi-3-metoxibencil)-7- 9.100.000
metiloctanamida
4 Homocapsaicina AHEATE e S el 8.600.000
metil-7-decenamida
5 Homodihidrocapsaicina  '\-{4-hidroxi-3-metoxibencil)-9- 8.600.000

metildecanamida

* Clasificacion, Nomenclatura IUPAC y comun

Los capsaicinoides son producidos en la placenta del pimiento por las glandulas,

que se encuentran en la parte superior de la separacion, inmediatamente por
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debajo del tallo. La placenta es aproximadamente16 veces mas pungente que el
pericarpio'?.

Fig. 2. Corte polar del fruto de aji y sus partes.

PLACENTA

SEMILLA

GLANDULAS CON
CAPSICINOIDES

PERICARPIO

SEPTUM

Algunos capsaicinoides encontrados en el aji tienen variaciones estructurales en la
fraccion hidrocarbonada, que influye en la habilidad de ligar a los receptores y de

penetrar en las capas dérmicas de la lengua, boca, y garganta.

La concentracion de capsaicinoides expresada en unidades de pungencia de

Scoville, de algunas especies de aji es mostrada en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de especies de aji segun su pungencia aproximada

: - Pungencia . - Pungenf:ia
Tipo de Aji (U. Scoville) x10° Tipo de Aji f(L‘:.oSﬁcowlle)
Habanero 200 - 300 Smoked 10
Red Amazon 75 Guaijillo 5
Tabasco 30 -50 Jalapefio 3.5-45
Cayenne 35 New Mexican 1
Serrano 7-25 Pimento 0

1.3.1 Capsaicina
La capsaicina, es un seudo alcaloide, nombrado por la IUPAC como N-[(4-hidroxi-

3-metoxifenil)metil]-8-metil-6-nonenamida’®. Este compuesto es el principal

componente activo, responsable de la pungencia de las plantas del género
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Capsicum, derivado de la vainilllamina y el acido E-8-metilnon-6-enoico. Su peso
molecular es 305.199 Umas, es insoluble en agua y soluble en aceite mineral y
vegetal, éter, acetona y etanol. En su forma pura es un cristal monociclico
translucido que funde a 64.5 °C y ebulle a 210-220 °C ™.

La capsaicina presenta en su estructura un grupo amido (region B), un anillo

aromatico hidrofilico (regidén A) y una cadena carbonada lipofilica (region C)*.

! HaCO

A Sy A/v/\(
o
: B

HO

c

(1)
El grupo amido esta asociado con su baja volatilidad y la ausencia de olor. Su
larga cadena hidrocarbonada que permite a la molécula desplazarse por
membranas celulares ricas en lipidos y ademas es responsable del fuerte
enlazamiento con la lipoproteina receptor VR1, la cual tiene una cadena similar y
es responsable de la percepcion del intenso sabor y la sensacion persistente de

ardor.
1.3.2 Aplicaciones de la capsaicina

En la actualidad y a nivel mundial se realizan investigaciones sobre la actividad de
los capsaicinoides que contiene el fruto del aji. Estas sustancias tienen actividad
anti-inflamatoria, analgésica y antioxidante, es por ello, que el fruto del aji ha sido
usado durante muchos afios en medicina tradicional para el tratamiento de la
inflamacion de la piel, torceduras y articulaciones dolorosas'". El principal de los
componentes pungentes, es la capsaicina, la cual es efectiva para el manejo de

condiciones dolorosas tales como artritis reumatoidea y la osteoartritis, neuropatia
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diabética, neuralgia posterpética y sindrome del dolor postmastectomia. También
se emplea como bloqueador molecular de la activacion celular en enfermedades

15,16

autoinmunes ™, y como un inhibidor del crecimiento de células cancerigenas,

como anticoagulante y reductor de colesterol"’.

Recientes investigaciones cientificas demuestran que la capsaicina esta
relacionada con la disminucién del riesgo de sufrir enfermedades degenerativas
tales como el cancer gastrico y de préstata, asi como también de enfermedades
cardiovasculares, degeneracién muscular relacionada a la edad y formacion de

cataratas’®.

A pesar de los grandes beneficios que se pueden obtener de la capsaicina, esta
sustancia en altas concentraciones llega a ser muy toxica, poniendo en tela de

juicio su uso el tratamiento contra el dolor.

La capsaicina es también utilizada como insecticida y repelente contra perros,
pajaros, venados, conejos, osos Yy ardillas; También se le ha otorgado la

clasificacion de pesticida bioquimico por la EPA en 1991,

1.4 ANALISIS DE CAPSAICINOIDES

1.4.1 Procedimiento general para el analisis de capsaicina

La preparacion de la muestra se realiza de la siguiente manera: eliminacién de
frutos defectuosos, corte, secado, molienda y tamizado. La muestra analitica se

obtiene por el método de cuarteo y es almacenada bajo condiciones fitosanitarias

adecuadas.
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Extraccion
En la literatura hay abundante bibliografia sobre la extraccion de capsaicinoides

202122 microondas?® y fluidos

por metodologia de percolacion, soxhlet, ultrasonido
supercriticos“. Algunos autores han reportado el uso de tratamientos enzimaticos

para la extraccion sin utilizar solventes?®.

Aislamiento

Recientemente ha disminuido el interés por el uso de columnas cromatograficas y
semi-preparativas por Cromatografia Liquidad de Alta Resolusion (HPLC), con
diferentes fases estacionarias y fases moviles para eliminar la totalidad o la
mayoria de los colorantes®, y parte de los capsaicinoides, debido a que son
procesos dispendiosos y costosos®°. Algunos reportes resaltan la purificacion

mediante reacciones con compuestos inorganicos®® y organicos’.

Por su parte, la cromatografia de capa fina (TLC), aunque es util para identificar la
capsaicina, no se recomienda en el analisis cuantitativo, por la dificultad para
recuperar el analito y la eventual posibilidad de isomerizacion y oxidacion en una
superficie altamente expuesta. La separacion cromatografica de capsaicina puede
realizarse mediante cromatografia de columna abierta (CCA), pero la exactitud y
reproducibilidad de los resultados dependen de la habilidad del analista al
empacar la columna y en el ajuste de los volumenes y proporcion de los solventes

utilizados en la elucién.

Identificacion y cuantificacion

A pesar del bajo interés por la cromatografia, la mayoria de los procedimientos
para la identificacion de capsaicina en muestras biolégicas , se basan en la
obtencién del extracto crudo (oleorresina) y analisis por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (HPLC), utilizando columnas de C18, fases moviles de mediana y

13,28

alta polaridad, con elusion isocratica o en gradiente'" y detector UV.vis o de

Fluorescencia”'”’.
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§%°3031 es empleada para identificar la

La técnica de cromatografia GC-M
capsaicina que esta presente en el fruto del aji, pero su gran desventaja es la
derivatizacion requerida para aumentar la volatilidad de éste compuesto. La
espectrometria RMN "H y 3C también se ha empleado con éxito para caracterizar

la capsaicina®, siendo necesario el aislamiento previo de esta sustancia.
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2. METODOLOGIA

2.1 EQUIPOS Y REACTIVOS

2.1.1 Equipos

Espectrofotometro Ultravioleta- visible GENESIS 6

Cromatdgrafo de liquidos HEWLETT PACKARD 1100, desgasificador G
1322A, bomba cuaternaria G 1311A,detector UV-Vis G1314A, columna
ZORBAX SB-C18 - (3.5 pm x 4,6 x 150 mm)

Rota evaporador HEIDOLPH LABOROTA 4001

Mini vap- Supelco con pipa de nitrégeno

Planchas CORNING PC-420

Balanza analitica PRECISA XT 220A (220 g/0.001 g)

Horno FISCHER SCIENTIFIC-Modelo 851 F

2.1.2 Reactivos

Capsaicina 65% Sigma-Aldrich
Nitrato de Plata Mallinckrodt

2.2.2 Solventes

Acetona 99.5 % Merck

Hexano 98.5 % GR Fischer

Etanol absoluto 99.9 % Mallinckrodt
Metanol 99.98 % HPLC Merck
Acetonitrilo 99.99 % HPLC Fischer
Acetato de etilo 99.8 % Merck
Diclorometano 98% Merck

Acido clorhidrico 36.5 - 38 % GR EM
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2.2 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE CUANTIFICACION DE
CAPSAICINA POR HPLC

2.2.1 Condiciones experimentales

La determinacion de capsaicina se llevd a cabo bajo las condiciones
experimentales establecidas en investigaciones anteriores realizadas al interior del
Grupo de Investigacion Quimica de Productos Naturales adscrito al Departamento

de Quimica de la Universidad del Cauca?®".
2.2.2 Método de Cuantificacion

La cuantificacion de la capsaicina presente en el fruto del aji (Capsicum chinense),
se realizo por curva de calibracion, empleando soluciones patron de capsaicina de
concentraciones que oscilan entre 0.6 y 2.0 ppm. Se grafico el area bajo la curva
registrado para la capsaicina versus la concentracion de las soluciones patrén, con
esto se obtuvo la ecuacién de la curva de calibracion. Finalmente, se determiné la

concentracion del analito a partir del valor medido del area bajo la curva®’.

2.3 ESTANDARIZACION DEL METODO ANALITICO

Se determinaron las condiciones 6ptimas de trabajo en el equipo de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), teniendo en cuenta los parametros de:
linealidad, precision (repetitividad y reproducibilidad), sensibilidad (Limite de

deteccion y limite de cuantificacion) y exactitud.
2.3.1 Linealidad

La determinacion de capsaicina por HPLC se hizo con soluciones estandar

preparadas a partir de un patron estandar de Capsaicina de 100ppm. Las

28



soluciones estandar de trabajo se prepararon con Acetonitrilo grado HPLC
mediante diluciones para obtener concentraciones de 0.6 a 2.0 ppm. Cada
solucion patrén se analizd6 por triplicado. Posteriormente, se trazé la curva de

calibracion a partir de las areas bajo la curva y sus respectivas concentraciones.

2.3.2 Precision.

Para determinar el grado de concordancia entre los datos individuales vy
repetitividad de la técnica, cada punto de la curva se midié6 por triplicado
determinandose la desviacion estandar (s) y la desviacion estandar relativa (RSD).
Con el mismo fin, adicionalmente, fue medido 10 veces un estandar de 1.5 ppm

bajo las mismas condiciones.

Otro parametro evaluado fue la reproducibilidad del método analitico, en este se
calculé la desviacion estandar relativa de las soluciones patron de capsaicina de

1.2, 1.5y 1.8 ppm en cuatro dias aleatorios durante 25 dias.

2.3.3 Sensibilidad.

Para hallar la sensibilidad del método analitico se determinaron los limites de
deteccion y de cuantificacién, con una curva de calibracidén adicional con rango de
concentracion menor, entre 0.1 y 1.0 ppm. Cada punto se midi6 por triplicado para
calcular la minima concentracién de capsaicina detectable y cuantificable por
HPLC.

2.3.4 Exactitud.
La exactitud se calculd, evaluando la recuperacion porcentual de capsaicina a

partir de la curva de trabajo empleada para determinar la linealidad del método; la

cual tienen un rango de concentracion desde 0.6 hasta 2.0 ppm.

29



2.4 CARACTERIZACION DEL MATERIAL DE ENSAYO

Esta investigacion se centré en la variedad Habanero (Capsicum chinense),
debido al alto grado de pungencia respecto a otras variedades cultivadas en el

norte del departamento del Cauca.

2.4.1 Preparacion del material de ensayo.

De las muestras recolectadas se seleccionaron los frutos en estado de
maduracién y se descartaron aquellos que presentaron sobremaduracion, los
frutos blando y de coloracién clara, y aquellos que no cumplieron con las

condiciones fitosanitarias minimas para este estudio.

2.4.2 Determinacion de propiedades fisicas y analisis proximal.

Antes del proceso de extraccion y cuantificacion de capsaicina a partir del fruto del
aji, se determinaron las propiedades fisicas tales como color, forma, tamano y
peso. También se realizd el analisis proximal teniendo en cuenta las metodologias
descritas en la AOAC, para determinar el contenido de agua por destilacion
(AOAC 986.21), proteina por el método Kjendhal (AOAC 920.165), grasa por
soxhlet (AOAC 963.15), ceniza por gravimetria (AOAC 941.12), fibra bruta por
Digestion (AOAC 920.169) y carbohidratos totales por diferencia de porcentaje al

final de hallar los anteriores

La determinacion del color extraible se realizé con el fin de analizar la relacién
intensidad de color versus contenido de capsaicina, para ello fue necesario una
extraccion por percolaciéon con acetona, segun la American Spice Trade
Association. (ASTA 1968 — método 20.1). La concentracion en unidades ASTA se
determind por espectrofotometria a 460 nm, por comparaciéon con una solucion

estandar de dicromato de potasio y sulfato de amonio y cobalto.
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Las unidades de color fueron calculadas teniendo en cuenta el peso de la muestra
y su absorbancia obtenida en espectrofotometro UV-Vis.

2.4.3 Proceso de secado.

La muestra una vez cortada, se secé a 35 °C en estufa hasta que los frutos
presentaron apariencia crujiente. Posteriormente se midié en un molino de disco y

almacenadas en recipientes de vidrio, protegidas de la humedad.

2.5 EXTRACCION DEL CRUDO (OLEORRESINA) DEL FRUTO DEL AJi

Por metodologia soxhlet se evaluaron los solventes de diferente polaridad: etanol,
acetona y hexano, respecto al porcentaje de capsaicinoides mayoritarios y el
tiempo del proceso. El solvente con los mejores resultados, fue utilizado en la
extraccion por percolacion a temperatura ambiente (Tabla 5). En ambos casos, el
solvente se separd de la oleorresina por rotaevaporacion con calentamiento a

50°C y presion reducida de 300 mm Hg.

2.5.1 Metodologia Soxhlet.

Se utilizé un equipo soxhlet de 125 mL, 4.0 g de muestra deshidratada y 90 mL de
solvente. El tiempo de extraccién fue de 18 h, se analizaron alicuotas cada 3 h
para determinar el tiempo de maxima extraccion de capsaicina.

2.5.2 Metodologia percolacion.

Se extrajo oleorresina durante 18h a temperatura ambiente, a partir de 4.0 g de

muestra deshidratada y 90 mL de hexano. EI solvente se renové cada 3 h.
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2.6 PURIFICACION DE CAPSAICINA

2.6.1 Purificacion por extraccion en fase sélida (SPE).

Uno de los procedimientos evaluados para la purificacion de capsaicina fue la
extraccion en fase sdlida con las fases estacionarias: C18, oxido de magnesio y
carbon grafitizado. La capsaicina obtenida se cuantificé por Cromatografia liquida

de alta resolucién (HPLC) usando detector de espectrofotometria UV- Vis.

2.6.2 Purificacion por acomplejamiento con ion Plata.

Con base en la metodologia reportada por Hisashi y colaboradores, se empled
nitrato de plata acuoso y extracciones liquido-liquido con hexano y diclorometano

para obtener la capsaicina libre de Dihidrocapsaicina®®.

Con el fin de iniciar el aislamiento de la capsaicina a partir de la oleorresina
extraida por metodologia soxhlet, se lavé cuidadosamente un cartucho Envicarb
(Carbén grafitizado) con metanol, agua acido clorhidrico, acetonitrilo y finalmente
con Hexano, con el fin de garantizar su limpieza y buenas condiciones para
retener los colorantes de la oleorresina que se hizo eluir con hexano. Este paso se
efectud con 0.2g de Oleorresina seca, que al mezclarse con 5 mL hexano, formo
un solido brillante y un sobrenadante, luego esta suspension se agitdé y
rapidamente se tomoé una alicuota de 2.5 yL que se le adiciond 2 mL con

Acetonitrilo (ACN) para analizarlas por HPLC.

Posteriormente se paso toda la muestra por cartucho Envicarb, utilizando Hexano
como fase movil (30 mL) y luego este se hizo eluir 10 mL de Acetato de Etilo para
hacer eluir un poco de capsaicina que quedo retenida en la fase estacionaria. Los

eluatos notablemente decolorados, se recolectaron, se concentraron hasta
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sequedad y se peso para seguir con el proceso de purificacion, el tratamiento de la
capsaicina con nitrato de plata.

Cada eluato obtenido con la extraccion en fase sélida, se disolvié en 400 uL de
acetona y se traté con 0.6 mL de solucion de nitrato de plata acuoso previamente
neutralizado con hidroxido de amonio 0.1 M (pH= 6-7). Esta mezcla, se agité
mecanicamente con vortex a temperatura ambiente, a una velocidad 50 rpm
aproximadamente, por 15 minutos. Enseguida se adicioné 0.7 mL Hexano para
retirar la grasa, formandose dos fases, descartando la fase apolar (hexanica). La
fase acuosa se tratdé con 660 uL de Diclorometano, formandose de nuevo dos
fases, la superior polar y la inferior apolar (/). la capa acuosa se extrajo de nuevo
con 334 L de diclorometano (ii). Los extractos se reunen y se concentraron con
corriente de nitrogeno. Posteriormente, precipita un solido blanco despues de
adicionar 400 yL de HCI 1 N, formandose dos fases. La fase acuosa se descarto y
la fase apolar se concentré con nitrégeno hasta sequedad. Quedando un residuo
mezclado con el sélido blanco el cual se traté con ACN, este se decantd, luego se
concentro y pesé. Para la determinacion y cuantificacion por HPLC se adicioné 2
mL de ACN al residuo final.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE CUANTIFICACION DE
CAPSAICINA POR HPLC

3.1.1 Condiciones experimentales.

La estandarizacion del método de cuantificacion por HPLC, se realizd siguiendo
las condiciones de trabajo reportadas por SOLARTE, Carmen en su trabajo de
grado?®'. Con base en los parametros ilustrados en la Tabla 3, adecuados para la

identificacion de capsaicina en matrices complejas.

Tabla 3. Condiciones experimentales de cuantificacion por HPLC.

PARAMETRO CARACTERISTICAS
Detector UV vis A: 280nm
Elusién Isocratica
Flujo 0.5 mL/ min
c ZORBAX SB-C1s (150mm x 4.6mm x
olumna
3.5 um)

Fase movil ACN : HyO (70:30) viv
Volumen de inyeccion 20 yL

] Capsaicina: 65%
eI Dihidrocapsaicina: 35%
Presion 39 - 40 bar
Tiempo de corrida 8 min

3.1.2 Método de cuantificacion.

La cuantificacion de capsaicina se realizé mediante curva de calibracion, midiendo
por triplicado el area de cada solucion estandar de capsaicina bajo parametros
resumidos en la Tabla 3. La Figura 3 ilustra un cromatograma tridimensional de
una de las soluciones estandar de capsaicina empleadas en la curva de

calibracion.
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Fig. 3. Cromatograma tridimensional del estandar de capsaicina (2.0 ppm).

3.2 ESTANDARIZACION DEL METODO ANALITICO

La estandarizacion del método cromatografico permitio establecer los limites
practicos de la técnica y la metodologia empleada, al igual que asegurar la

precision y exactitud de los datos obtenidos.

3.2.1 Linealidad.

La curva de cuantificacion de la capsaicina se muestra en la Fig. 4, esta se trabajé
en un rango de concentracion entre 0.6 y 2.0 ppm; mediante analisis por HPLC se
obtuvo el area en unidades de absorbancia (mAU), la cual es proporcional a la

concentracion. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 4.

35



80

70 //— y = 36.4535x- 1.2548

60 // r=0,9996
50 ~

40
30 ‘/
20 /

10

Area{mAU)

66 09 1,2 15 18 2

Concentracion {(ppm)

Fig. 4. Curva de calibracion para la determinacién de
capsaicina

Tabla 4. Concentraciones del estandar y areas de capsaicina para la curva de
calibracion

Concentracién (ppm) 0.60 0.90 1.20 1.50 1.80 2.00
Area promedio (mAU) 20.8 3153 4223 5330 6453 717

En la Fig. 4 se observa el grafico del area bajo la curva en funcién de la
concentracion de cada solucién estandar obtenido de los datos reportados en la
Tabla 4. El coeficiente de correlacion de 0.9996, muy cercano a 1, evidencia una
respuesta lineal entre el area registrada en el analisis cromatografico y el rango de
concentraciones trabajadas, es decir, casi todos los puntos se localizan en la linea
recta®®, r indica que hay una correlacién lineal significativa, por lo cual, es
innecesario realizar el test estadistico donde se compara el valor ¢ calculado con el

valor t tabulado™,

3.2.2 Precision.

La precision del método esta dada por el cociente de repetitividad/reproducibilidad
expresado en valores de desviaciones estandar relativas (RSD).

La repetitividad, se determin6 mediante analisis sucesivos por triplicado de

soluciones estandar por HPLC, registrandose los valores reportados en la tabla 5.
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Tabla 5. Concentraciones del estandar de capsaicina y sus respectivas
desviaciones estandar
Concentracién de Area1 Area2 Area3 pr?r:\(aea:jio < RSD (%)
capsaicina (ppm) (mUA) (mA  (mUA) (mUA)
0,6 20.9 20.7 20.8 20.80 0.10 0.48
0,9 31.8 31.5 31.3 31.53 0.25 0.79
1,2 42.1 42.3 42.3 42.23 0.12 0.27
1,5 53.5 53.3 53.1 53.30 0.20 0.37
1,8 64.8 64.3 64.3 64.46 0.29 0.45
2 71.9 71.3 71.9 71.70 0.35 0.48
Promedio 0.476

La repetitividad hallada por 10 replicas consecutivas se observa en la Tabla 6.

Tabla 6. Repetitividad de la solucién estandar 1.5 ppm

de capsaicina, analizadas sucesivamente.

Parametro

Valores

Area (mAU)

©CoOoO~NOO OB WN =

RN
o

54,39
54,63
54,13
53,07
54,52
53,78
53,73
54,64
54,37
54.57

Area promedio

54,183

S

0,512

RSD (%)

0,945

De acuerdo a la Tabla 5 y 6, la desviacion estandar relativa es menor del 1%,

indicando que existe repetitividad del método cromatografico para la cuantificacion

de capsaicina, con un parametro de confianza del 95% 273,
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La Reproducibilidad, se llevd a cabo en ocasiones diferentes (durante 25 dias),
analizando por HPLC tres soluciones patron de capsaicina de diferente

concentracion. Los resultados encontrados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Reproducibilidad de las concentraciones de tres estandares de
capsaicina.

AREA Area RSD

[CAP] (ppm) Dia1 Dia2 Dia10 Dia25 promedio s (%)
(mUA) (mA (mUA) (mUA) (mUA)

1.20 4223 4210 42.56 43.00 42.47 0.40 0.95

1.50 53.30 53.53 53.83 54.38 53.76 0.47 0.87

1.80 64.53 64.80 64.70 65.50 64.88 0.43 0.66

Promedio de RSD (%) 0.82

De acuerdo a la tabla anterior, para un intervalo de aceptacién del 95%, los datos
encontrados indican que el método cromatografico es reproducible, ya que la
desviacién estandar relativa (RSD) presenta valores menores al 2%.%"** indicando
que los datos obtenidos en el método de cuantificacion de capsaicina son

confiables.

Teniendo en cuenta los valores de desviacion estandar relativa (RSD) expuestos
en las Tablas 5 y 7, se hall6 el cociente repetitividad/reproducibilidad,
obteniéndose un valor de 0.58. Este valor es menor al 1%, lo que representa que
existen condiciones apropiadas para el analisis, con esto se indica que existe
concordancia entre ensayos individuales cuando el método se aplica
repetidamente, es decir que los errores aleatorios son pocos, y que por
consiguiente se puede afirmar que el método de cuantificacién de capsaicina por
HPLC es confiable.

3.2.3 Sensibilidad

Para medir la sensibilidad del método analitico a se determind el limite de

deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LC).
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La curva de calibracion realizada para determinar LD y LC se muestra en la Fig. 5,
los datos correspondientes a las areas y las concentraciones de los patrones

empleados para la construccion de la curva son registrados en la Tabla 8.
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Fig. 5. Curva de calibracion para determinar LD y LC

Tabla 8. Concentraciones del estandar de capsaicina y sus areas par calcular
LDyLC

Concentraciéon (ppm) 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Area (mAU) 3.03 6.13 1186 1850 23.77 30.00

En la Fig. 5, la ecuacion obtenida presenta un coeficiente de correlacion de
0.9997, valor muy cercano a 1, afirmando que los resultados tienen un ajuste al

modelo lineal propuesto por la ecuacion.

Con la ecuacion de la recta (Fig. 5) se extrapola la respuesta a concentracion

cero, obteniéndose un estimado de la respuesta del blanco Yj.2"°.
Igualmente, se determiné la desviacion estandar del blanco y con las formulas

registradas en el anexo | se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion

de la capsaicina, los cuales se exponen en la Tabla 9 %',
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Tabla 9. Valores de los limites de deteccion y cuantificacion que representan la
sensibilidad del método analitico.

Parametro Valor
Respuesta del blanco (Yg) 0.105
Desviacion estandar del blanco (Sg) 0.362
Limite de Deteccion de Capsaicina (ppm) 0.036
Limite de Cuantificacion de Capsaicina (ppm) 0.121

De acuerdo a la tabla anterior se encontré que la metodologia propuesta es
sensible en la determinacién de capsaicina en muestras de aji por HPLC debido a

que el limite de deteccion obtenido se encuentra en niveles hasta de 0.04 ppm

Con los resultados obtenidos, tanto en la reproducibilidad como en la repetitividad,
se obtuvieron RSD menores al 2%, lo que permite realizar mediciones precisas en
la determinacion de los capsaicina en frutos de aji. Ademas con los resultados es
posible afirmar que el método de cromatografia liquida de alta resolucion ofrece
bajos limites de deteccion, cuantificacion y alta sensibilidad para la determinacién

de metabolitos secundarios en muestras vegetales como la capsaicina.

3.2.3 Exactitud

La exactitud del método analitico, se determind con el valor de t- student teniendo
en cuenta los datos obtenidos en la curva de calibracion de capsaicina, los datos

hallados se registran en la Tabla 10.

La recuperacion porcentual (R) promedio total se obtuvo a partir de los valores
promedio de cada solucion patron analizada por triplicado en relacion a los datos
de la curva de calibracion reportados en la Tabla 5. De igual forma, se determiné
la desviacion estandar relativa promedio total, para encontrar el valor de f-student
calculado mediante la ecuacion (o) del anexo 1. El numero de datos empleado es
de 15, se utiliza n-1 grados de libertad con un intervalo de confianza del 95% para

encontrar el valor de t tabulado (t., = 2.12)*°.
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Tabla 10. Parametros de evaluacién para determinar la exactitud del método

Concentracion  Recuperacion porcentual (R) R

(ppm) R1 R2 R3 promedio S RSD

0,1 99.52 102.42 99.52 100.49 1.67 1.66
0,3 89.62 92.38 93.61 91.87 2.04 2.22

0,5 101.19  100.24 100.95 100.79 0.49 0.49
0,7 100.19  101.13 101.69 101.00 0.76 0.75
0,9 100.31 100.78 100.00 100.36 0.39 0.39
Promedio = 98.90 1.07 1.10

teal = 0.26

De acuerdo a los datos registrados en la Tabla 10, el valor de t calculado es menor
que el t tabulado (0.26<2.12) indicando que no existen diferencias significativas en
la recuperacion por consiguiente la exactitud del método para determinar
capsaicina por HPLC es apropiada.

3.3 CARACTERIZACION DEL MATERIAL DE ENSAYO

3.3.1 Determinacién de las propiedades fisicas y analisis proximal.

En la Tabla 11 se portan las propiedades fisicas de los frutos de aji (Capsicum

chinense) variedad habanero.
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Tabla 11. Propiedades fisicas del fruto de aji (variedad

habanero)

Propiedad Valor
Longitud (promedio) 4.60 cm
Peso (promedio) 9.74 g
Color Naranja
Forma Corazonada

La Tabla 12, reporta el analisis proximal del fruto de aji Capsicum chinense
variedad habanero. Se observa un bajo contenido de grasa y proteina, lo cual es

caracteristico del estado de maduracion del fruto y la variedad.

Tabla 12. Analisis proximal de frutos de aji.

Parametro Valor (g/100 g muestra)
Humedad 79.98
Materia seca 20.02
Cenizas 1.42
Proteina 0.53
Grasa 0.78
Fibra bruta 9.39
Carbohidratos totales 17.29

El bajo contenido de grasa se asocia con un contenido bajo de capsaicina y de
carotenoides®. También se refleja en el alto contenido de fibra bruta que es fuente

de polisacaridos (celulosa, ligninas, etc.)*"®.

Determinacion de color extraible, expresado en unidades ASTA

Teniendo en cuenta, la coloracion naranja del fruto de estudio y el valor de color
extraible en unidades ASTA, presentado en la Tabla 13, se dedujo que el total de

carotenoides presente en el fruto es relativamente bajo comparado con articulos
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de autores como Cezar y colaboradores*, quienes reportan mas de 240 unidades
ASTA para frutos deshidratados en estado de maduracion adecuado. Este
resultado es un indicativo de la baja concentracion de capsaicina dentro del fruto,

la cual se incrementa con la maduracion.

Tabla 13. Absorbancia determinada en el analisis de color extraible de las
muestras deshidratadas.
Peso de la muestra

Parametro (@) Absorbancia Unidades ASTA

0.02 0.028 175.49

0.02 0.028 175.49

0.02 0.032 200.56

Color extraible 0.02 0.032 200.56
0.02 0.033 206.83

0.02 0.035 219.36

Promedio 196.38

Las unidades de color fueron calculadas a partir de la siguiente ecuacion:

m

95.4 A
Color extraible [Unidades ASTA] = —— x [}1]
w

a

As: Absorbancia promedio del estandar
A.,: absorbancia de la muestra
w: masa de la muestra deshidratada

3.4 EXTRACCION DEL CRUDO (OLEORRESINA) DEL FRUTO DEL AJi

Para la obtencion del crudo a partir del fruto del aji, se emplearon las
metodologias soxhlet y percolacién, en ellas se evaluaron parametros como
tiempo de extraccion y porcentaje de capsaicina extraida obteniéndose datos que

se muestran en las Figuras 6y 7.
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3.4.1 Metodologia soxhlet.

El solvente adecuado para la extraccion de la capsaicina presente en el fruto de aji
Capsicum chinense, se escogio por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC,
mediante el analisis de la cantidad de capsaicina que estaba presente en la
oleorresina. El analisis por HPLC se hizo con intervalos de 3 horas, durante el

proceso de extraccion soxhlet.

A continuacién, en la Figura 6, donde se ilustra la superposicion de tres
cromatogramas obtenidos de inyectar soluciones de oleorresina extraida luego de
6 h de extraccion.

cap

G0

a0 4

20 4 DHcap

20 o

10 1
AT

==

Respuesta del detector imAL)

0 T T T T
0 1 2 3 E 5 6 7

Tiempo de retencion (min)

Fig. 6. Cromatogramas superpuestos de los extractos de Capsaicina luego de 6
h de Extracciéon Soxhlet, empleando como solvente: Hexano (---), Acetona (---) y
Etanol (---)

En la Figura 6, se observa claramente que el solvente que mas extrae capsaicina
es hexano, seguido de acetona, siendo etanol el solvente que menos cantidad
extrae. Esto se compara mas puntualmente por medio de un diagrama en la
Figura 7 donde se ilustra el contenido de capsaicina extraido cada 3h durante 18 h

continuas.
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Fig. 7. Peso de Capsaicina extraida del fruto de aji por
metodologia soxhlet con solventes diferentes (expresado

en 100g de Base seca)

Como se muestra en la Figura 7, la mejor extraccion se hizo con hexano con
rendimiento muy superior al conseguido con los otros solventes. La extraccion
mas alta se consiguio después de 12 horas, manteniéndose constante después de
este tiempo. Con base en esta medida se estimé el tiempo de maxima extraccion
de capsaicina entre 9 y 14 horas, monitoreando por HPLC la cantidad de
capsaicina obtenia cada hora, es decir a las 9, 10, 11, 12, 13, y 14 horas de

extraccion. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién en la grafica de

la Figura 8.
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Fig. 8. Tiempo de maxima extraccién de capsaicina del fruto
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de aji por metodologia soxhlet con hexano.
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Se confirmd que a las 12 h, la extraccion era maxima disminuyendo ligeramente

después de este tiempo.

3.4.2 Metodologia de percolacion.

Los ensayos por metodologia de percolacién con hexano, se hicieron evaluando la
cantidad de capsaicina extraida cada 3h, en seguida se hizo la renovacion del

solvente.

La Figura 9, ilustra la cantidad de la capsaicina extraida por metodologia de
Percolacion, a las 3, 6, 9, 12,15y 18h
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Tiempo de Extraccion {h)

Fig. 9. Peso de capsaicina extraida cada 3 h a partir
del fruto de aji (por 100 g de Base seca), por
metodologia percolacién con hexano

En la figura anterior, se observa que la extraccion de capsaicina es continua a

medida que se hacen las renovaciones de solvente extractor, hexano.
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En la Fig. 10, se compara la cantidad de capsaicina extraida por las metodologias
soxhlet y percolacion empleando hexano con monitoreo por HPLC cada 3h.
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Fig. 10. Comparacién de las dos metodologias de Extraccién
con Hexano como solvente extractor de capsaicina.

Se observa en la Figura 9, existe una notable diferencia entre los métodos de
extraccion por lo que se escogid la metodologia soxhlet con hexano para la

obtencion de la oleorresina.

Al finalizar las extracciones por las metodologias soxhlet y percolaciéon se realizé
la determinacion del porcentaje de oleorresina obtenida luego de realizar estos
procedimientos por 18 horas continuas. Los resultados se reportan en la Tabla 14,
se evidencia que empleando la metodologia soxhlet con etanol como solvente, se
extrae el mayor porcentaje de oleorresina, seguido de hexano y acetona. Por su
parte, en las Figuras 6 y 7, se visualiza que la mayor cantidad de capsaicina se
extrae utilizando hexano, esto probablemente se deba a la afinidad de polaridades

entre el solvente y la capsaicina que tiene un extremo hidrocarbonado apolar.
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Tabla 14. Cantidad de oleorresina obtenida en la extraccidn por

metodologia soxhlet y percolacion.

METODOLOGIA SCLYENTE
Etanol Acetona Hexano
% de Soxhlet 15.36 6.77 8.55
oleorresina
(p/p) Percolacion - - 4.10

Por consiguiente, con los resultados reportados en la Tabla 14 y graficados en la
Figura 7, es evidente que se obtuvo mayor cantidad de capsaicina por
metodologia soxhlet - hexano, siendo este procedimiento mas eficiente que el de
percolacion, debido al efecto de la temperatura y a la mayor afinidad de la
capsaicina por el hexano. Igualmente, esto es una respuesta a la saturacién que
sufre el solvente en el proceso de percolacién, contrario a lo que sucede en la

extraccion Soxhlet.

3.5 PURIFICACION DE CAPSAICINA.

3.5.1 Purificacién por extraccién en fase solida (SPE).

La purificacién de capsaicina por extraccién en fase sdlida, se realizé con las
siguientes fases solidas: C18, oxido de magnesio y carbon grafitizado (Envicarb).
A su vez se emplearon como eluentes acetonitrilo, acetonitrilo-agua (7:3) y
acetonitrilo-metanol (7:3). Los cromatogramas correspondientes son ilustrados en
las Figuras 11, 12 y 13, posteriormente en la Tabla 15 se muestran los resultados
obtenidos. En la Figura 11 se exponen los cromatogramas obtenidos en el
anadlisis por HPLC de la oleorresina luego de la extraccién por fase solida

empleando C18 como fase estacionaria.

48



cap

o
1

=
L

w
1

DHcap

X
L

Respuesta del detector (mAL)

3 a L 8 7
Tiempo de retencidn (min)

o
[

5 4 cap

=

E

=5

i<

S+

2

@

= 34

K]

ks DHcap

524

u

Ja ]

14

u

Ja]

Di T T T T T T T
i 1 2 3 4 5 3

Tiempo de retencion {min)

7 cap

=

=59

=

3 4]

@

= 4

= 3

=)

224 DHcap

@

217

o

18]

o

T T T T T T T
3 4 5 B T

Tiempo de retencidn (min)
(c)
Fig. 11. Cromatogramas de oleorresina después de eluir por cartucho C18. (a)
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En los cromatogramas expuestos en la Figura 11 se observa que la extraccidon en
fase solida empleando C18 como fase estacionaria, no proporcioné buenos
resultados de aislamiento de la capsaicina, puesto que permitio eluir la capsaicina
junto con la dihidrocapsaicina a la vez que permitié eluir impurezas, como es el

caso de la Fig. 11 b.

En la Figura 12, se observa que el Oxido de Magnesio, con las fases moviles
empleadas no representan un procedimiento efectivo para aislar la capsaicina de

la dihidrocapsaicina, y ademas no se retienen los contaminantes que se quieren



eliminar, representados por los picos con tiempos de retencién entre 2 y 3
minutos.
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Fig. 12. Cromatogramas de oleorresina después de eluir por cartucho con éxido
de magnesio. (a) Fase movil: 100% ACN; (b) Fase movil: 7:3 ACN/H,0; (c) Fase
movil: 7:3 ACN/MeOH
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En estos cromatogramas se observa una resolucion muy baja. El cromatograma
(a) obtenido con ACN como fase movil, muestra que los capsaicinoides son
retenidos fuertemente y solamente eluyen otras sustancias. En el cromatograma
(b) se observa un notorio solapamiento de los picos caracteristicos de la muestra.

En tanto, que el cromatograma (c) obtenido con ACN mas MeOH (7:3) como fase
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movil, muestra que la mayoria de la capsaicina es retenida en la fase estacionaria

y ademas hay elucién de muchas impurezas que se desean eliminar.

Por otra parte, en los cromatogramas (a), (b) y (c) mostrados en la Figura 13, se

observa un comportamiento similar al presentado en la Fig. 11. Ya que no se

consiguié el aislamiento de la capsaicina con las fases méviles empleadas,

permitiendo a su vez la elucion de contaminantes.
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Fig. 13. Cromatogramas de oleorresina después de eluir por cartucho Envicarb.
(a) Fase movil: 100% ACN; (b) Fase movil: 7:3 ACN/H,0O; (c) Fase movil: 7:3

ACN/MeOH
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A continuacion en la Tabla 15, se resumen los resultados obtenidos en la
purificacion por extraccion en fase solida (SPE) con C 18, 6xido de magnesio y

Envicarb como fases estacionarias.

Tabla 15. Extracciéon en fase solida para la purificacion.

ESTAFCAI\?)EARlA FASE MOVIL Retencion  Retencion Retencion
de color de Cap de DHCap
100% ACN + = -
C-18 7:3 ACN/H0 + - ;
7:3 ACN/MeOH + - ;
Oxido de 100% ACN + + +
Magnesio 7:3 ACN/HO + - +
7:3 ACN/MeOH + + +
100% ACN - - )
Sy 7:3 ACN/H,0 - - )
7:3 ACN/MeOH - - }
100% Hexano +++ - )

(+) retencion positiva; (-) retencién negativa; (x) retencion parcial, segun apreciacién visual.

Se observa que el cartucho C-18 retuvo parcialmente los colorantes. La extracciéon
con el cartucho Envicarb, con las fases méviles ACN, ACN/H20 y ACN/MeOH, no
retuvo ninguna de las sustancias de interés, con hexano presenté menor retencién
de capsaicina y un alto grado de decoloracion de la oleorresina. En tanto, que con
o6xido de magnesio y los solventes ACN, ACN / H,O, ACN / MeOH, retuvieron
tanto la capsaicina como la dihidrocapsaicina y los colorantes. Por consiguiente,
la purificacion de capsaicina por extraccion en fase soélida (SPE) solo proporcioné
buenos resultados con el cartucho Envicarb y hexano como eluente en la
eliminacion del color y baja retencion de de capsaicinoides. Con este resultado, se
decidié utilizar el sistema Envicarb-Hexano como parte del procedimiento para

purificar la capsaicina.

En la Figura 14a se muestra el cromatograma de la oleorresina antes de pasar por

la fase estacionaria Envicarb - hexano, se observan impurezas junto a la
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Capsaicina y la Dihidrocapsaicina que contiene la oleorresina. El cromatograma
(b) muestra que las impurezas han sido eliminadas, es decir, han quedado
retenidas en el cartucho.
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Fig. 14. Cromatograma de la oleorresina. (a) antes de ser eluida por el cartucho
Envicarb; (b) después de ser eluida por el cartucho Envicarb.

3.5.2 Purificacion por acomplejamiento con ion plata (Ag”).

El eluato obtenido con la fase estacionaria de carbon grafitizado Envicarb, se
concentro hasta sequedad y se disolvi en acetona®, luego se mezclé con nitrato

de plata amoniacal, producido mediante la reaccién de nitrato de plata acuoso con
hidroxido de amonio (Ec. 1).

AgNOs(a0) + NH;OHgo)———— Ag(NH3)," + NO3 (5 (1)

De esta manera se genero el ion Ag(NHs),", que facilitaria la union del ion Ag* con

el ligando olefinico del extremo hidrocarbonado de la capsaicina, generando una
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unidn por transferencia electronica entre el metal y el doble enlace que tiene la
capsaicina en su cadena apolar®® tal como se muestra en la Ec. 2.

3CO M
Ag(NHz)+ + :@A

(acetona-agua)

I 2)

Hg,c:ojgA J\/W\(

(acetona-agua)

Posteriormente, se realizé una extraccion con hexano con el fin de eliminar
algunas particulas grasas y carotenoides que no fueron retenidas en el cartucho
Envicarb, de esta manera se obtuvo dos fases, una polar acetona-agua y otra
apolar de hexano.

La fase polar, contiene el complejo plata-capsaicina solvatado por las moléculas

del agua, unidas por medio de puentes o enlaces de hidrogeno.

En el complejo capsaicina-plata, la capsaicina se comporta como un ligando con
dos electrones. Los complejos que contienen este tipo de ligando, se preparan
como en este caso por sustitucion de algunos muy débiles, tales como las
moléculas de amoniaco.?’

Enlace, la capsaicina con un extremo olefinico rico en electrones, dona electrones

desde un sistema = al idn plata. No existe un enlace preferido del metal con un
determinado atomo de carbono. Este enlazamiento es de tipo =, ya que incluye el
solapamiento del orbital = del ligando con los orbitales d z> vacios del metal'” 3¢,

denominado E-2.
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La adicién de diclorometano® origind dos fases inmisibles, y al agitarse
suavemente ocurrio la transicion del complejo capsaicina-plata a la fase de
diclorometano por anulacion de la interaccion del i6n plata con las moléculas de

agua, debido a una interaccion mas fuerte con el diclorometano.

La interaccion diclorometano-plata cindujo al debilitamiento de la unién capsaicina-
plata, la cual se rompe definitivamente cuando se adiciona el acido clorhidrico
(HCI) produciéndose un precipitado blanco de cloruro de plata y la liberacion de la

capsaicina en el diclorometano.

Segun el reporte de Hotel'nicova y colaboradores, el ion plata acomplejado con
amoniaco genera oxidacion de alcoholes alifaticos primarios y secundarios en
medio acuoso. En nuestro caso este caso las condiciones no fueron suficientes
para la oxidacion final de la capsaicina, debido a que la formacién de

hidroquinonas sugiere oxidantes mas enérgicos.

H3CO:©A J\/\/\/\(
HCI

(diclorometano)

3)

HsCODA )K/\/\/\( AgCl |

(diclorometano)

Finalmente, la fase acuosa se descarto y la fase organica se concentré quedando
un residuo al cual se adicion6 ACN y se decanté conservando el liquido que fue
concentrado para luego mezclarlo con 2 mL de ACN y analizarlo por HPLC, lo que
reveld la presencia de capsaicina pura, libre de dihidrocapsaicina como se observa

en el cromatograma de la Fig.15.
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Fig. 15. Cromatograma de capsaicina purificada por
acomplejamiento con el ién plata.

En la Fig.16 se observan los cromatogramas superpuestos de la capsaicina
aislada y cuando esta junto a otros capsaicinoides. Se puede observar la
eliminacién total de la dihidrocapsaicina y otros contaminantes presentes en la

mezcla.
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Fig. 16. Superposicion de los cromatogramas antes
y después de la purificacion

No obstante es preciso mencionar que parte de plata hidratados pueden haber
quedados sin sustituir por el ion amonio, lo que podria a su vez provocado

interacciones del ion plata con el grupo alcohol del anillo aromatico.
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Teniendo en cuenta la efectividad del procedimiento mencionado anteriormente,
se realizd la cuantificacion teniendo en cuenta los pasos mas significativos,
designados como A, B y C, de esta forma verificar en cual de ellos se presenta la

mayor pérdida de capsaicina.

En la Tabla 16 se reportan los resultados obtenidos en el proceso realizado por
triplicado. Se observa que la cantidad de capsaicina obtenida por cada 100g de
fruto deshidratado, es de 133,81 mg logrado al final del procedimiento. No
obstante, el porcentaje de rendimiento es bajo, lo que indica pérdida de capsaicina
durante el proceso, posiblemente se debe al error sistematico en este proceso, ya
que las cantidades de solventes y reactivos empleados fueron del orden de los

microlitros.

Sin embargo, en menor proporcion, la retencidon de capsaicina en el cartucho
puede ser otro factor que influyé en el porcentaje de rendimiento. Para lograr la
purificacion de capsaicina mencionada anteriormente, fue necesario realizar
modificaciones en las etapas del proceso para llegar a un porcentaje de 48.62%

como se reporta en la siguiente Tabla.

Tabla 16. Peso de capsaicina en mg por 100 g de fruto seco, antes y después del
proceso Envicarb —Plata. y porcentaje de rendimiento de la purificacion

ENSAYOS
ETAPAS* 1 2 3
peso % peso % peso %

A 277,54 281,01 267,03

B 276,55 279,01 266,46

C 136,23 49,08 136,32 48,51 128,89 48,27
Peso Promedio de Capsaicina aislada 133,81 mg / 100g Aji
Rendimiento Promedio 48,62 %

* A: antes de la extraccion. B: después de la extraccién. C: peso de capsaicina y rendimiento
después del procedimiento de purificacion.
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Inicialmente, sin usar el cartucho Envicarb se realizd un ensayo de
acomplejamiento con el ion plata, empleando el sobrenadante y la solucién acuosa
de nitrato de plata neutralizada con hidréxido de sodio (NaOH). Esto gener6 un

solido color marréon de oxido de plata (Ec. 2).

2Ag" + NO" +'OH —— AgOy + 'NO; + H,0

nitrato de plata (ac) oxido de plata (s)

(2)

La formacion de estas particulas sélidas impidi® una buena separacion de la
capsaicina, debido a que la plata no estaria en solucién, dispuesta para
acomplejarse con la capsaicina. En este caso, el rendimiento del proceso fue de
25.88%

En otro ensayo se empleo el sobrenadante y el solido con la solucion acuosa de
AgNOj tratada con NaOH, obteniéndose un rendimiento del 32.23%. Con el fin de
mejorar el proceso y retirar parte de los carotenoides, se separd previamente con
cartucho Envicarb y 30 mL de Hexano (100%). En esta ocasién se obtuvo un
rendimiento del 33.16%, debido a que parte de la capsaicina quedo retenida en el

cartucho Envicarb.

Un nuevo ensayo con 15 mL de Acetato de etilo (100%) como segunda fase movil
eluyé la capsaicina retenida en el cartucho Envicarb, recuperandose casi la
totalidad de ella. El rendimiento fue 37.45%.

Los resultados obtenidos en cada uno de los diferentes procesos descritos, estan

ilustrados en la Tabla 23 en el anexo Il.
Por ultimo se realiz6 un ensayo similar al descrito anteriormente, pero en lugar de

la solucién acuosa de NaOH se usd una solucidon acuosa de NH4OH, base mas

débil, que no promueve la formacién de 6xido de plata, permitiendo la presencia
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del idn plata, necesaria para el acomplejamiento con la capsaicina. El rendimiento

promedio en este caso fue de 48.62%.

Finalmente, no se pudo determinar el porcentaje de recuperacion por el deterioro
de la lampara de deteccion de UV-Vis del equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), que registra 1672.84 horas adicionales de uso con relacién al
tiempo maximo de vida util de la lampara UV-Vis de 1000 horas, suministrado por
la casa comercial Khymos. Igualmente, el puerto de inyeccion se encontraba
taponado. La inestabilidad de la lampara se confirmé realizando de nuevo la
curva de calibracion que es reportada en el apartado 2.3.2 de la metodologia de
estandarizacion del método analitico. Los resultados obtenidos se registran en la
Tabla17.
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En la tabla anterior se observa claramente la deficiente repetitividad de los
resultados presentados cuando se analizan las soluciones patron de capsaicina
con el sistema B, es decir, cuando la lampara ha sobrepasado el tiempo de vida
util. Los valores de las desviaciones estandar relativas (RSD) para el sistema B,
en el rango de concentraciones de 0.6 a 2.0 ppm de capsaicina, evidencian una
pobre precisién, debido a que los valores encontrados son mayores al 7%, cuando
analiticamente estos deben ser menores al 2% para que el método sea confiable

cuando se realiza un triplicado?’.

De acuerdo a los altos valores de RDS encontrados cuando la lampara sobrepasé
el tiempo de vida util, ademas, de un porcentaje de perdida aproximado oscila
entre una 30 y un 50"% en términos de area de cada estandar inyectado por
triplicado es posible deducir que no existen condiciones adecuadas para la
cuantificacion de capsaicina en el equipo de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC)

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo para corroborar la estabilidad de la lampara
midiendo la variabilidad de las areas en el mismo dia con un estandar de
concentracion de 0.5 ppm de capsaicina, el cual, no se degrada a la temperatura
ambiente y/o presencia de luz. Este estandar se analizdé por HPLC cada 3 horas.
Los resultados que se observan en la Tabla 18, muestran que no hay estabilidad
en la medida e incoherencia en la misma ya que ésta aumenta y disminuye la
medida de area con el tiempo sin alguna razon justificable. Adicionalmente, las
desviaciones estandar relativas reportadas estan por encima de 1% lo que ratifica
que el método de cuantificacion no es confiable y por lo tanto no es posible
realizar ningun proceso de cuantificacion hasta que se realice el cambio de la

lampara de deteccion y el respectivo mantenimiento del puerto de inyeccion.
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Tabla 18. Prueba de estabilidad de la lampara y puerto de inyeccion un patron de

Capsaicina 0.5 ppm

Tiempo de i ) i Area
medida Area1 Area2 Area3 promedio s RSD (%)
(h) (mUA) (mA (mUA) (mUA)
0 13.0 13.4 12.8 13.07 0,34 2.34
3 7.94 6.92 6.5 712 0,74 10.40
6 4.87 3.92 4.68 4.49 0,50 11.20
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4. CONCLUSIONES

El procedimiento desarrollado en esta investigacion para el aislamiento y
purificacion de la capsaicina mediante cromatografia con cartucho de carboén
grafitizado — Envicarb, acomplejamiento del eluato con nitrato de plata
amoniacal y extracciones liquido-liquido, resulté ser un método eficaz
susceptible de optimizacion, debido a que hubo pérdida de capsaicina en cada

extraccion liquido-liquido.

A pesar que el maximo rendimiento de extraccion de oleorresina por
metodologia soxhlet se consiguié después de 12 h con etanol, el maximo
rendimiento de la extraccion de capsaicina se consiguié después del mismo

tiempo por la metodologia soxhlet - hexano.

El cartucho de Envicarb, con hexano como eluente, presenté buena retencion
de colorantes por lo cual se empled para complementar el procedimiento de
purificacion de la capsaicina. La purificacion Unicamente por cromatografia,
con C18, 6xido de Magnesio o Envicarb, no proporcioné buenos resultados

para el aislamiento de capsaicina.

Se estandarizé el método de identificacién y cuantificacion capsaicina por
HPLC, en tiempos de corrida cortos, buena resolucion y definicion de los
picos. El procedimiento empleado es altamente confiable por su precision,

sensibilidad y linealidad alcanzadas.
El porcentaje de recuperacion no se pudo reportar, debido a que el equipo de

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), no se encontraba en 6ptimas

condiciones. Esto se confirmé mediante una curva de calibracion,
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encontrandose que las desviaciones estandar relativas fueron muy superiores

a los valores permitidos.
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ANEXO |

Luego de haber acondicionado los parametros 6ptimos de trabajo en el equipo de
cromatografia de alta resolucion (HPLC), se requirid observar el comportamiento
del método analitico.

LINEALIDAD

Se elaboraron seis disoluciones a partir de un patréon estandar de capsaicina, con
el fin de analizar cada una por triplicado en el cromatografo, y asi, obtener la curva
por regresion lineal, la cual tiene la siguiente formula matematica (A), y asi poder

determinar la linealidad dentro de un rango especifico.

Y=»bX+a (A)

Donde Y representa el area bajo la curva del pico caracteristico del analito, X la
concentracion del analito, b es la pendiente y a es el intercepto con el eje y. el
coeficiente de correlacion, r, de dicha curva se determiné por medio en esta
ecuacion.

El coeficiente de correlacion, la pendiente y el intercepto con el eje y, se hallaron
por medio de las ecuaciones B, C y D, teniendo en cuenta que cada disolucion de
concentracion (ppm), X;, fue analizada por triplicado por HPLC, obteniéndose

areas bajo la curva (mAU), Y.

XX LY,
2 X.)?
X -
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ZY _bEX:
ﬂ_:—

(C)

(TX, XY)— [@}

T=

Ill ZX: _ (EX}:] |:z };__f _ (EY-}:]
A i T i 7
(D)

Donde b es la pendiente de a es el intercepto con el eje y. De ésta manera se
obtuvo un coeficiente de correlacion (r), el cual determind la linealidad de dicha

curva.

PRECISION

Para describir la precision de un conjunto de datos repetidos se utilizaron tres
términos muy conocidos: la desviacidon estandar y la desviacion estandar relativa,
debido a que éste parametro analitico esta relacionado con la concordancia de los
resultados Este término se utilizd para describir qué tan reproducible y repetitivas

eran las mediciones.

Desviacion estandar: S
Es una medida de la precision o dispersion de una poblacion de datos, y esta dada

por la ecuacion E:

||[E?:1XE(X:' - X)]

3 n-

(E)
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Donde es n es el numero de medidas, X; es el valor de la concentracion medid y X

el estimador de la media poblacional, es decir es la suma de las mediciones,

divididas entre el numero de mediciones que se realizaron.

T
_ X,
=)=
TL

i=1

(F)
Desviacion estandar relativa: RSD
Es el porcentaje de la desviacion estandar y permitio evaluar la incertidumbre en la

estimacion de la media.
RSD — (s X fmﬂ}

(G)
SENSIBILIDAD
La minima cantidad de analito (capsaicina) que puede producir un resultado
significativo por el método analitico establecido, estd relacionada con la
sensibilidad. Para realizar un estimativo de esta medida, fue necesario evaluar los
limites de detencion y cuantificacién, los cuales se estimaron a partir de la curva

de regresion considerado concentraciones bajas de capsaicina.

Limite de detencién (LD)

Se puede describir como aquella concentracidon de un analito que proporciona una
sefal en el instrumento (y) significativamente diferente de la sefal de una
muestra en “blanco” o “sefal de fondo”. También es comunmente definida como la
cantidad de concentracion de analito que proporciona una sefal igual a la sefal

del blanco, yg, mas dos veces la desviacion estandar del blanco Sg.

Para encontrar el valor de LD, primero se determind la pendiente b empleando la

ecuacion (B). Luego se obtuvo otra curva de calibracién, inyectando cada punto
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por triplicado pero en este caso las menores concentraciones de capsaicina,
determinandose la ecuacion de esta nueva recta de calibracion y se extrapold la
respuesta a concentracion cero, obteniéndose un estimado de la respuesta del
blanco, yg mediante la ecuacién H, y el estimado de la desviacion estandar del

blanco Sg utilizando la ecuacion |.

ve =b(0)+a (H)
! 52
Sg= | J

Toxe_ CX0°
.

Donde s esta dado por la ecuacion J.

, _L¥% -a(E¥) -bExXY)

n—2

Q)

Con estos datos se puedo determinar el limite de deteccién del método analitico.

T

Y~ ¥s
b

Limite de Deteccion =

Donde v, , esta dado por la ecuacion matematica:

YVio = ¥s T35 (L)

Limite de cuantificacion (LC)

La menor concentracién del analito que puede determinarse con precisién vy
exactitud razonables en las condiciones establecidas, esta representada por el
limite de cuantificacién. Valor que fue hallado de manera similar a LD, utilizando

las ecuaciones 8, 9y 10, y ademas empleando las ecuaciones Ky L.
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Yic = ¥p T 105 (M)

Vie = ¥g
Limite de Cuantificacion = T

EXACTITUD

El término exactitud indica qué cerca esta una medicion de su valor verdadero o

aceptado, y se expresa como error. Para determinarla se utiliza el t de student:

__|100-R|
cal ™ RSD«yn

(O)

Donde R es la recuperacion porcentual y teca es el valor de t obtenido

experimentalmente.
El tca es comparado con el valor typ (valor de t tabulado para n-1 grado de

libertad); si tcal €s menor que twp, NO existe diferencia significativa con el 100% de

recuperacion, y de esta forma, la exactitud es aprobada

76



ANEXO Il

Tabla 1. Cantidad de capsaicina contenida en la oleorresina obtenida por
metodologia soxhlet utilizando diferentes solventes capsaicina (en mg por 100 g
de fruto seco)

Tiempo de Peso de Capsaicina
extraccion (h) ETANOL HEXANO ACETONA
3 11.47 39.53 10.47
6 11.79 163.81 23.51
9 13.10 222.06 29.54
12 14.01 274.27 33.27
15 13.87 271.97 30.10
18 13.44 269.94 29.39

Tabla 2. Cantidad de capsaicina contenida en la oleorresina
obtenida por metodologia soxhlet capsaicina (en mg por 100 g de
fruto seco).

Tiempo de Extraccion (h) Peso de capsaicina
9 227.98
10 255.89
11 258.06
12 275.18
13 274.93
14 266.85

Tabla 3. Cantidad de capsaicina (en mg por 100 g de fruto
seco). Contenida en Ila oleorresina obtenida por
metodologia percolacién.

Peso de
Tiempo de Extraccion (h) capsaicina

3 0.73
6 1.21
2 1.61
12 1.98
115 2.32
18 2.55
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Tabla 4. Cantidad de capsaicina extraida por metodologia percolacion
y soxhlet capsaicina (en mg por 100 g de fruto seco)

Tiempo de Peso de Cap por Peso de Cap por
extraccion (h) Percolaciéon Soxhlet
3 0.73 39.53
6 1.21 163.81
9 1.61 222.06
12 1.98 274.27
15 2.32 271.97
18 2.55 269.94
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