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El consumo de Vitamina C, durante los afios ha bajado considerablemente, constituyendo un
problema para la salud, el objetivo del presente trabajo se disefié para evaluar el contenido de
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ser humano contienen una gran cantidad de nutrientes entre ellos esta la vitamina A, complejo
vitaminico B, vitamina C. por efecto se realizé un tamizaje fitoquimico preliminar en la muestra
vegetal anteriormente secada y pulverizada, segun lo descrito por el procedimiento, se obtuvo
la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, saponinas, fenoles, taninos y
flavonoides, se cuantificé la concentracion de acido ascérbico en pimiento morrén rojo y
amarillo en muestras recolectadas en las cadenas de comisariato de la ciudad de Guayaquil
por el método de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada deteccién UV de la cual
se obtuvo una mayor concentracion de &cido ascoérbico en el pimiento rojo con 166.10
mg/100g y por debajo el

pimiento morrén amarillo con una concentracion de 125.80 mg/100g
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RESUMEN

El consumo de Vitamina C, durante los afios ha bajado considerablemente,
constituyendo un problema para la salud, el objetivo del presente trabajo se
disefi6 para evaluar el contenido de &cido ascoérbico presente en pimiento
morrén rojo y amarrillo (Capsicum annuum) como una de las soluciones de

restaurar pérdidas por el procesamiento y combatir los efectos de su carencia.

El pimiento (Capsicum annuum) es una hortaliza sembrada y consumida en el
Ecuador debido a que posee una diversidad de nutrientes que son muy
beneficiosos para el ser humano contienen una gran cantidad de nutrientes
entre ellos esta la vitamina A, complejo vitaminico B, vitamina C. por efecto se
realizo un tamizaje fitoquimico preliminar en la muestra vegetal anteriormente
secada y pulverizada, segun lo descrito por el procedimiento, se obtuvo la
presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, saponinas, fenoles,
taninos y flavonoides, se cuantificé la concentracion de acido ascorbico en
pimiento morrén rojo y amarillo en muestras recolectadas en las cadenas de
comisariato de la ciudad de Guayaquil por el método de cromatografia liquida
de alta resolucién acoplada deteccion UV de la cual se obtuvo una mayor
concentracion de acido ascorbico en el pimiento rojo con 166.10 mg/100g y por

debajo el pimiento morrén amarillo con una concentracion de 125.80 mg/100g.

Palabra claves: Acido Ascorbico, (Capsicum annuum), Cuantificar, tamizaje

fitoquimico preliminar, HPLC UV.
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ABSTRACT

"EVALUATION OF ASCORBIC ACID CONTENT IN RED AND YELLOW
BELL PEPPER (CAPSICUM ANNUUM) IN ECUADOR".
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The consumption of Vitamin C has decreased considerably over the years,
constituting a health problem. The objective of the present work was designed
to evaluate the ascorbic acid content present in red and yellow bell bell pepper
(Capsicum annuum) as one of the solutions to restore losses due to processing

and to combat the effects of its deficiency.

Bell pepper (Capsicum annuum) is a vegetable sown and consumed in Ecuador
because it possesses a diversity of nutrients that are very beneficial for human
beings, including vitamin A, vitamin B complex, vitamin C. for effect a
preliminary phytochemical screening was performed on the previously dried and
pulverized vegetable sample, as described by the procedure, the presence of
secondary metabolites such as alkaloids, saponins, phenols, tannins and
flavonoids was obtained, the concentration of ascorbic acid in red and yellow
bell peppers was quantified in samples collected in the commissary chains of
the city of Guayaquil by the method of high performance liquid chromatography
coupled with UV detection, from which a higher concentration of ascorbic acid
was obtained in the red bell pepper with 166. 10 mg/100g and below the yellow
bell bell pepper with a concentration of 125.80 mg/100g.

Keyword: Ascorbic acid, (capsicum annuum), Quantify, preliminary

phytochemical screening, HPLC UV



INTRODUCCION

El origen de los Capsicum se remonta de los territorios tropicales vy
subtropicales de América, probablemente en el area de Bolivia y Pert donde se
han encontrado semillas de formas ancestrales de mas de 7000 afios segun
(Nuez, 1996) (Corali & Yomira, 2019).

Alvarez (2012) sefiala que las especies de pimientos que son cultivadas
en diferentes zonas en las que se destaca las templadas y las zonas célidas.
Como se menciono con anterioridad el origen del pimiento morron (Capsicum
annuum) es originario de América del sur y en el afio 2012 la produccion y
cultivacion del pimiento morrén se dio en el mediterraneo, realizandose una
expansion de sus cultivos, concentrandose en Espafia un 30 % y China

convirtiéndose en el productor mas importante (Vaca, 2021).

En Ecuador el consumo de frutas, hortalizas y vegetales son
considerados importantes para la defensa y salud del organismo, uno de los
vegetales mas consumido es el pimiento morrén (Capsicum annuum) es rico en
antioxidante y tiene un alto contenido de vitaminas incluso mucho mas vitamina
C que el tomate y tres veces mas que la naranja; el pimiento pertenece al
género Capsicum de Solanaceae su origen radica de Pera y Bolivia, se estima
la existencia de 40 especies distribuidas en América. ElI pimiento morrén
contiene una variedad de metabolitos que ayudan al organismo a combatir
ciertas enfermedades que suelen ser perjudiciales para al sistema, tales como
el envejecimiento, cancer y estrés oxidativo que consiste en la liberacion de

Oxigeno del cuerpo (Gonzale, Bonilla, & Calderdn, 2017).

Las tres familias de los pigmentos que son clorofilas, antocianinas y

carotenoides, son responsables de la coloracién verde, de azul a violeta y de



rojo a amarillo. Estos compuestos son importantes por sus propiedades
nutricionales. La concentracion inicial de estos pigmentos esté relacionada con

el estado de madurez (O, Jennifer Y, & R, 2019).

Los pimientos morrones (Capsicum annuum) son hortalizas que
presentan muchos beneficios para la salud humana, debido a su variabilidad
genéticas y por las variedades de colores que presentan. Esto es debido a su
concentracion de pigmentacion, son esenciales para la sintesis y acumulacion
de carotenoides, ademas suelen presentar un elevado volumen de compuestos
fotoquimico, alta capacidad antioxidante y elevado contenido de vitaminas (O,
Jennifer Y, & R, 2019).

La mayoria de los alimentos que suelen presentar un alto contenido de
propiedades beneficiosas para el cuerpo humano, no son consumidos
habitualmente. El pimiento morron (Capsicum annuum) es uno de estos es
altamente rico en antioxidantes y vitaminas también posee variedades de
metabolitos y compuestos denominados polifenoles. Es un vegetal con
prioridad para el consumo en el Ecuador y es muy recomendado para la salud
Humana (Castillo, 2020).

De acuerdo a Castillo (2014). El pimiento morréon posee un amplio valor
nutricional, y es diferenciado por la coloracién del producto como ejemplo el
pimiento morrén de color rojo ofrece un porcentaje mayor en valor nutritivo en
comparacion con las demas variedades de pimiento. En cuanto a los otros
colores todos proveen 31 calorias en 100 gramos de pimiento. Su sabor es
dulce, es rico en beta caroteno y suministra grandes cantidades de vitamina A y
C. El pimiento morrén ademdas suministra los nutrientes necesarios para
ayudar a combatir ciertas enfermedades tales la diabetes, cancer de piel,

prostata y seno y la enfermedad degenerativa Alzheimer (Vaca, 2021).



Mediante pruebas experimentales se desarrollé esta investigacion con el
objeto de determinar la cantidad de Acido Ascoérbico que esta presente el
pimiento morron en la ciudad de Guayaquil a nivel del Ecuador, mediante
método de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a deteccién UV,
los resultados obtenidos seran de gran importancia para evitar problemas en la

salud humana.



CAPITULO I: PROBLEMA
I.1 Planteamiento y Formulacién del Problema

[.1.1 Planteamiento del Problema

De acuerdo a la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura) segun las indagaciones alimentarias en paises
como Asia, Africa y América Latina, exponen que la mayor parte de la
poblacidon consumen menos cantidad de acido ascorbico de la que se
considera fundamental o deseable y esto causa que el escorbuto sea una
enfermedad clasica y seria que resulta de una carencia grave de vitamina C,
ningun pais informa que el escorbuto es un problema importante de salud, pero
en cambio se verifican epidemias en los refugios , durante hambrunas y a

veces en las carceles (FAO, s.f.).

En Ecuador no existe un control referente o conocimiento acerca del
consumo que la poblacion deberia de tener de vegetales que son sumamente
beneficiosos para la salud, debido a la ausencia de la cantidad necesaria de
Vitamina C en el cuerpo suele presentarse la enfermedad del escorbuto esta
influye en el tamafio de los vasos sanguineos, los capilares no cuentan con
firmeza, se presentan casos de hemorragia en diversos sitios. La falta de

Vitamina C interfiere en la cicatrizacion de heridas (FAO, s.f.).

El bajo consumo del pimiento morron es debido a la falta de
conocimiento de la importancia del contenido de licopenos y antocianinas y su
gran actividad antioxidante presente en este vegetal y otro factor suele ser que
es muy picante o irritante al momento de una degustacion por lo que cuesta

digerirlo.



En el territorio de la costa ecuatoriana se producen 500 hectareas al
afio del pimiento rojo y amarillo. Por lo cual resulta de gran importancia
determinar la presencia y concentracion de &cido ascoérbico en estas

legumbres.

[.1.2 Formulacion del Problema

¢, Cual es el contenido de acido ascorbico en pimiento morron rojo y

amarillo cultivado en Ecuador?

I.2 Justificacion e Importancia

La investigacion tiene como parte principal dar a de conocer la cantidad
del acido ascérbico (vitamina c) en los pimientos morron rojos y amarillo
(Capsicum annuum), ya que su ingesta ha sido asociada a un sin numero de
beneficios que son necesarios para la formacion adecuada del material
intercelular y asi reducir la accién desfavorable de los radicales libres y ayuda
al avance de la absorcion del hierro, al consumirla se evita que el ser humano
tenga hemorragias, una lenta cicatrizacion y lento proceso de curaciéon de las
heridas, suele ayudar en casos de anemia incluso su consumo ayuda a los
tratamientos contra el cancer, previene enfermedades -cardiovasculares,
ademas contrarresta la inflamacion y el dafio oxidativo del sistema nervioso (V.,
2016).

La vitamina C en los globulos blancos se almacena 100 veces en la
respuesta inmune a los episodios de infeccién, teniendo en cuenta los niveles
sanguineos. También interfiere con la quimica de los neutrdfilos, la proliferacion
de monocitos y linfocitos y la actividad de las células natural killer (Castillo-
Velarde, Vitamina C en la salud y en la enfermedad, 2019).



La desnaturalizacion de la vitamina C ocurre tanto en condiciones
aerdbicas como anaerdébicas, por lo que la absorcion diaria se puede realizar
de una manera facil y sencilla con un consumo de jugos o una dieta rica en

frutas y verduras (José Miguel Bastias M., 2016).

Los pimientos morrones tienen propiedades beneficiosas para la salud
debido a su composicion. Son alimentos ricos en fibra, vitaminas y
antioxidantes. Contienen capsaicina, de accion antibiética que alivian el dolor y
la irritacion sobre todo los pimientos rojos (maduros). Las altas ingestas de esta
vitamina son muy importantes en la dietas de desintoxicacion, ademas de los
multiples beneficios que esta vitamina aporta al cuerpo humano, entre ellos la

adecuada absorcién de hierro, calcio y otros aminoacidos.

Asimismo, aporta vitamina B6, esencial para el cerebro y el sistema
nervioso, entre su valor nutricional consta de Energia 27.0 kcal, Proteinas
0.890 g, Carbohidratos 4.43 g, Fibra 2.00 g, Vitamina A 570 pg, Vitamina B1
0.066 mg, Vitamina B2 0.030 mg, Vitamina C 190 mg, Vitamina E 0.690 mg
entre otros nutrientes necesarios para un mejor desarrollo nutricional de los

seres humanos (Vaca, 2021).

El lugar donde se realizara la investigacion es la ciudad de Guayaquil,
lugar donde llega la produccién en la provincia del Guayas a nivel del Ecuador.
Por lo tanto se necesitan que estos estudios se den a conocer al publico y asi
surja el interés del consumo de estos alimentos que poseen propiedades
beneficiosas para la salud.

.3 Hipotesis

El pimiento morrén rojo y amarillo (Capsicum annuum) que se cultiva en

la costa ecuatoriana posee una alta concentracion de acido ascorbico.



l.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar el contenido de acido ascoérbico presente en pimiento morron
rojo y amarillo (Capsicum annuum) mediante el método de

Cromatografia liquida de alta resolucion acoplada deteccion UV.

1.4.2 Objetivos Especificos

Determinar los metabolitos secundarios presentes en pimiento morron
mediante un tamizaje fitoquimico preliminar.

Cuantificar la concentracion de acido ascoérbico en pimiento morrén por
el método de cromatografia liquida de alta resolucién acoplada

detecciéon UV.

Relacionar bibliograficamente la concentraciéon de acido ascorbico en

pimiento amarillo y rojo.



1.5 Operacionalizacién de las Variables

Tabla 1. Definicién operacional de las variables

Variables DIMENSION INDICADOR iINDICE
Dependiente Capsicum Temperatura 'y °C
annuum humedad %
independiente | Acido Ascoérbico HPLC mg/ml
TFP +/-

Fuente: Autores




CAPITULO Il: MARCO TEORICO

[I.1 Origen del pimiento

El cultivo de chiles o pimientos se encuentra en la mayoria de las
regiones templadas y calidas del mundo. El chile o pimiento (Capsicum
annuum) es originario de América del Sur en partes de Bolivia y Pera. Se cree
que la mayoria de las variedades de pimiento que se cultivan hoy en dia se
originaron en América tropical y se han encontrado en la naturaleza desde el

norte de Chile y el noroeste de Argentina hasta México (Vaca, 2021).

Muchos de los historiadores recuerdan que en el origen del pimiento es
una planta Americana, los pueblos precolombinos en especial los aborigenes
que habitaban al pie de la cordillera de las andes ya cultivaban el pimiento
antes de la llegada de los espafioles a América. El pimiento es una hortaliza de
clima calido con una temperatura 6ptima de 18 a 21°C con una baja humedad
relativa, prefiere un suelo muy fértil, ligeramente acido y no tolera la salinidad

(ANTONIO, 2018).

[1.1.1 Taxonomia

Segun (Herrera, 2014), el pimiento taxonémicamente se clasifica de la

siguiente manera: (Herrera, 2014).



Tabla 2. Taxonomia del pimiento

Reino

Plantae

Division

Clase

Subclase

Orden

Ribu

Familia

Especie

Magnoliophyta

Magnoliopsida

Asteridae

Solanales

Capsiceae

Capsicum

Annuum L

Fuente: (Herrera, J.M. 2016)

II.2 Pigmentos

Los pimientos por lo general presentan una diferencia de coloracion esto

se debe a su composicién quimica, los pigmentos contenidos en el fruto de

pimiento se incluyen dentro del grupo de los carotenoides. Los carotenoides

son pigmentos amarillos, rojo-anaranjados o rojos, que estan presentes en las

hojas, junto con la clorofila, o en otras partes de la planta tales como raices,

frutos, etc. Los carotenoides son mezclas de varias estructuras quimicas

(Lépez, 2017).

Los pigmentos del fruto del pimiento se pueden dividir en tres grupos:

1. Pigmentos principales o caracteristicos: capsantina (CzoHs803) Yy

Capsorubina (C40Hs004), que son los que dan el color rojo.
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2. Pigmentos con efecto de provitamina: criptoxantina (CsoHs60) vy

betacaroteno (Cso Hse).

3. Otros pigmentos carotenoides: zeaxantina (C4oHs60) y luteina (C4oHs60).

El contenido en pigmentos depende de la variedad y de la fertilizacion
aplicada. Con dosis mayores de 50 kg/ha de N el contenido en pigmentos
decrece, hay una correlacidén positiva entre el contenido en estos pigmentos y

el de clorofila (Lopez, 2017)

I1.3 Composicion quimica del pimiento morréon

Los pimientos morrones son uno de los vegetales mas completos en
cuanto a nutrientes, entre los que destacan la presencia de vitamina A,
complejo vitaminico B, vitamina C y vitamina E. Cuenta con minerales, potasio
y calcio, las sustancias nutritivas presentes ayudan a la digestion, intervienen
en la regulacion del sistema nervioso y favorecen la resistencia del organismo a

diferentes enfermedades (Alvarez, 2017).

Il.4 Produccion de pimiento morrén en Ecuador

Segun el censo Agropecuario 2000, alrededor de 891 hectareas de
pimiento producidas en Ecuador son cultivadas en una sola planta por 1.734
unidades de producciéon agricola (AUP). Otras 79 hectareas sembradas con
cultivos afines. Con una produccion total de 5.000 toneladas, mas de la mitad
de la superficie se encuentra en Manabi y Guayas durante el verano (julio-
enero) (Caharte & R, 2018).
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El hibrido Quetzal se cultivan en la peninsula de Santa Elena y existe
una variacion considerable en las variedades. El primer costo es de $ 500.00 a
$ 600.00 por hectérea y se le suma el valor de la semilla, pero se compensa
por el tamafio del fruto de la especie fusarium. Ampliar el periodo de pos
cosecha vy su ciclo de producciéon. ElI 30 % cubre la mayor Inversion”, este
pimiento verde de tres puntas tiene una longitud de 15-17 cm, un diametro de 5
cm, un rendimiento de 1200 sacos de 35 kg. Esto es lo que demanda el

mercado interno Nacional (Cafarte & R, 2018).

Il. 5 Morfologia

Las hortalizas suelen crecer erguidas hasta una altura de 0,60 a 1,5
metros, los tallos se convierten en columnas y la forma con cuernos madura
con tallos lefiosos. El tallo principal de esta especie se divide en dos o tres
ramas en la parte superior, produciendo de 8 a 15 hojas, antes de que
aparezca la primera flor, es decir, cuando comienza a ramificarse. Cada rama
desarrolla una o dos hojas, se convierte en flor y luego se divide en dos ramas
secundarias (Castillo, 2020).

Sus hojas son alternativamente ovaladas, a menudo casi lanceoladas,
con puntas afiladas. El fruto se considera una baya hueca y esta separada por
2-5 lébulos o una pared interna con células que se cruzan. Estas paredes son
imperfectas y son el resultado de la formacion de cavidades internas a medida
que crece la fruta. Hay muchos ejemplos de formas que puede encontrar este
vegetal, incluyendo esfera plana, esfera, cono, recta (cilindro alargado),
rectdngulo, esfera cuadrada. Su superficie y cascara pueden ser lisas,
arrugadas o irregulares. El pimiento padron. El color depende de la madurez,
comenzando con una mezcla de verde y / o amarillo o una mezcla de ambas, el
fruto maduro es roja, pero en varias variedades se puede ver desde amarillo,
crema, naranja, purpura, marron hasta se Encuentra un color casi blanco en

algin momento (Castillo, 2020).

12



llustraciéon 1: Partes del Pimiento

& Plantac
Peddnculo (tallo)

Pared placentaria
Semillas

Exocarpio (cascara)
Mesocarpio
Endocarpio

Apice

Fuente: (Plantae.garden, 2019)

1.6 Vitaminas

Las vitaminas son sustancias organicas que mantienen la funcion
metabdlica y no pueden ser sintetizadas por el organismo, por lo que deben
obtenerse de forma externa. Las vitaminas son extremadamente sensibles a
una variedad de agentes fisicos y quimicos, la mas sensible de las cuales es la
vitamina C, que se descompone por los cambios en la temperatura, la
exposicién al sol, y los niveles de oxigeno. La vitamina C es una vitamina
soluble en agua que se encuentra naturalmente en diversas frutas y verduras
(Alarcon, 2015).

La vitamina C, con todas sus propiedades, ayuda en la rapida absorcion
del hierro en el intestino, regenera la vitamina E oxidada, neutraliza el oxigeno
simple como antioxidante, atrapa radicales hidroxilo, reduce el dafio oxidativo a
lipidos y proteinas Y &cidos nucleicos causados por especies reactivas del
oxigeno, incluidos los radicales libres. Este es un fendmeno que afecta

constantemente el proceso de envejecimiento. Los estudios han demostrado
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que la vitamina C puede prevenir mutaciones en el ADN humano y, en altas
concentraciones, puede reducir las mutaciones causadas por el estrés

oxidativo en las células humanas in vitro (Carlos Garcia, 2016).

[1.6.1 Sintesis del acido ascoérbico

La mayoria de los mamiferos utilizan un sistema de cuatro enzimas en el
higado para producir acido ascorbico a partir de la glucosa para complementar
sus necesidades. Los seres humanos a menudo dependen de fuentes
exdégenas de vitamina C porque carecen de una cuarta enzima, L-
gulonolactone oxidasa. Durante la evolucion, los humanos perdieron la
capacidad de expresar genes de L-gulonolactona oxidasa, la enzima final en la
ruta de la sintesis del ascorbato. En ausencia de esta enzima, la vitamina C
debe ser ingerida en la dieta y puede interactuar con muchos de los mismos
radicales de oxigeno como la vitamina E, con la ventaja afiadida de volver a
una forma reducida, ya que puede funcionar bien como un antioxidante. En
otras palabras, es facilmente oxidado y reducido, reacciona con la vitamina E
para reducir los radicales tocoperoxy y hace que la conversion a a-tocoferol,

que es su estado antioxidante activo (Armando, 2017).

llustracion 2 Estructura molecular del acido ascorbico (vitamina C)

I
e,

HO OH
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1.7 Funciones del Acido Ascérbico

La vitamina C o acido ascorbico tiene muchas funciones, la funcion
principal es una enzima que neutraliza los radicales libres, regenera la vitamina
E y participa en la sintesis de neurotransmisores ayuda como cofactor de la
enzima a-cetoglutarato dioxigenasas, para la neurotransmision (Villagran, y
otros, 2019).

Otras funciones son la regulacibn de la expresion génica y la
interseccion de las fibras de colageno. El colageno es una parte esencial de la
matriz extracelular y debe hidroxilarse con residuos de lisina y prolina para
formar una estructura de triple hélice. La presencia de colageno en la piel, las
articulaciones y los vasos sanguineos permite que estas estructuras funcionen
correctamente y se curen correctamente si se lesionan (Villagran, y otros,
2019).

[1.8 Dosis

Actualmente, la dosis recomendada de RDA (Ingesta Dietética de
Referencia Recomendada) o Vitamina C es de 90 mg / dia para hombres
adultos y 75 mg / dia para mujeres adultas. Sin embargo, asi como es
fundamental conocer la absorcion, excrecion urinaria y toxicidad de la vitamina.
El RDA de una vitamina requiere determinar su concentracion sérica y tisular
frente a diferentes dosis. La dosis recomendada de vitamina C fue introducida
en 1943, cabe considerar que una dosis de 60 mg era el doble de la necesaria
para prevenir el escorbuto y era el umbral en el que se empezaba a excretarse
la vitamina C por orina. Los estudios farmacocinéticas posteriores han
mostrado una baja excrecion urinaria a la dosis de 100 mg, una
biodisponibilidad del 100% a la dosis de 200 mg y una saturacidbn completa

cuando la dosis alcanza los 1000 mg / dia en los arrozales. Por lo tanto, la
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farmacocinética apoyo 200 mg / dia de la dosis diaria recomendada, pero el
RDA aument6 en 90 mg / dia. Se debe considerar el establecimiento de una
dosis Optima que puede variar segun el estado clinico del paciente individual,
en lugar de establecer una "restriccion dietética minima" o una deficiencia de la
dosis profilactica minima del farmaco (Castillo-Velarde, Vitamina C en la salud

y en la enfermedad, 2019).

[1.9 Antioxidantes

Segun (Lépez y Echeverri, 2007). Los antioxidantes son un grupo de
moléculas reconocidas por su capacidad para neutralizar los radicales libres;
ademas todas estas sustancias han surgido como una opcion para combatir las
deficiencias asociadas al estrés oxidativo, tales como las enfermedades
cardiovasculares, reuméticas y aun evento tan comdn en el ser humano como
el envejecimiento. Un antioxidante puede ser definido como una sustancia que
hallandose presente en los alimentos a bajas concentraciones, con respecto a
las de un sustrato oxidable, retarda o inhibe significativamente la oxidacion de
dicho sustrato (Paredes Oblitas Adamary Corali, 2019).

Los antioxidantes ayudan a prevenir la degradacién de biomoléculas
como proteinas, lipidos de membrana, carbohidratos y acidos nucleicos, asi
como el ataque de los RL (radicales libres) sobre dichas moléculas bioldgicas.
Un radical libre es aquella especie quimica, ya sea atomo, molécula o parte de
ésta, con existencia independiente que posee uno o varios electrones
desapareados en su orbital mas externo (Paredes Oblitas Adamary Corali,
2019).

[1.10 Métodos Cromatograficos
Se presentan algunos métodos analiticos que pueden ayudar a la

determinacién del acido ascérbico tales como:
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[1.10.1 Espectrofotometria cualitativa

La espectrofotometria directa se basa en que el AA presenta un maximo
de absorcion a 260 nm, utilizando este procedimiento para la determinacion de
la vitamina C en zumo de limén y naranja. La espectrofotometria indirecta se
utiliza para la determinacién del acido ascorbico que mediante un compuesto
coloreado formado por acido ascorbico. Se utiliza el reactivo amino (reactivo 4-
metoxi-2-nitro anilina) que reacciona con el AA formando un compuesto
coloreado. Luego Se utiliza el espectrofotdmetro con una longitud de onda de
570 nm para medir la absorbancia de esto compuesto. Si la lectura de
absorbancia tiene un valor positivo, significa que existe la vitamina C. También
podemos comparar los resultados de absorbancia de distintas marcas de
zumo, cuando mayor absorbancia sea, mayor cantidad de vitamina C tiene
(Fang, 2017).

[1.10.2 Método Cuantitativo Enziméaticos

Este método utiliza un enzima peroxidasa. La peroxidasa cataliza la
hidroperoxidacion de la p-fenilendiamina (PPDA) a través de una forma
semiquinoide reversible a un producto de condensacién coloreado. EI AA
interrumpe la formacién del producto coloreado por la reduccion del
semiquinoide. Después de que todo el AA se oxida, se forma el producto
coloreado por la oxidacion de semiquinoide catalizada por peroxidasa. Se mide
el intervalo de tiempo desde el inicio de la reaccion hasta la aparicién del
producto coloreado mediante un espectrofotdmetro o colorimetro. El intervalo
de tiempo necesario para el desarrollo de color es proporcional a la
concentracion de AA e inversamente proporcional a la actividad enzimatica en
la mezcla de reaccion. Es un método sencillo utilizado para cuantificar los

niveles de AA en zumos de citricos (Fang, 2017).
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[1.10.3 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica analitica que utiliza capilares de
silice fundida junto con altos campos eléctricos (1-30 kv), proporcionando
separaciones rapidas y con eficacias elevadas. Pero su poca sensibilidad es
una de las mayores limitaciones, ya que, se requieren métodos que permitan
alcanzar bajos limites de deteccion. La causa principal de esta baja sensibilidad
es el pequefio volumen de muestra introducido en el capilar. Debe concentrar
la muestra antes de analizar por electroforesis capilar. Se detecta por UV-VIS,
fluorimétrico o MS. Es una técnica mas compleja y precisa utilizada para la
determinacién de AA juntos con otros &cidos organicos, como &cido oxalico,

malico y citrico entre otros (Fang, 2017).

11.10.4 Voltamperometria

El método electroquimica de determinacion de la vitamina C se basa en
la reaccion rédox que produce una transferencia de electrones entre moléculas,
y provoca una diferencia de potencial eléctrica. EI AA actia como agente
reductor, y en soluciones tienden a ser facilmente oxidado sobre la superficie
de un electrodo. Se mide esta diferencia de potencial eléctrica mediante los

instrumentos potenciométricos, voltamétricos y amperométricos. (Fang, 2017).

Il. 11 Cromatografia Liquida de Alta Eficacia

La cromatografia liquida de alta resolucion, también llamada HPLC en
inglés, es una técnica de separacion basada en cromatografia en fase movil
liquida y fase estacionaria 0 en columna, segun la sustancia de analisis.
Cuando la muestra se introduce en el sistema cromatografico, la muestra
interactia con las dos fases y la sustancia de interés se retiene en la fase

estacionaria. Las particulas retenidas tienen diferentes afinidades por la fase
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estacionaria, por lo que el sistema termina en diferentes momentos.
Corresponde al tiempo de retencion y es fundamental para el proceso de
separacion. La eleccion del sistema de deteccidén para un sistema de HPLC es
muy importante para determinar la selectividad y sensibilidad del objeto a
analizar. Los detectores mas utilizados son los de UV y DAD. Cabe destacar
también que el método cromatografico utilizado debe estar validado para su
correcta aplicacion, procurando cumplir especificaciones como limites de
deteccidn/cuantificacion, repetibilidad, linealidad, robustez, entre otras (Rosa,

Espinoza, Conte, & Lazaro, 2018).
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CAPITULO IIl: MATERIALES Y METODOS

l1l.1 Tipo de Investigacion:

El tipo de investigacién del proyecto es de carécter Exploratoria y

Experimental con un enfoque cuantitativo.

lll.2. Equipos, Aparatos, Materiales y Reactivos

l11.2.1 Equipos

e Cromatografo Liquido alta resolucion HPLC (Marca: Thermo Fisher
Scientific / Modelo: Finnigan Thermo Surveior plus)

e Desecador de Alimentos (Marca: Ronco / Modelo: FD6000)

e Balanza Analitica (Marca: Ohaus/ Modelo: Adventurer Pro)

e Micropipetas (Marca: Labnet / Modelo: Biopette)

[11.2.2 Materiales

e Vasos de Precipitacion 250 ml
e Matraces Volumétricos 10 ml
e Pipetas Graduadas 10 ml

e Pipetas Graduadas 5 ml

[11.2.3 Reactivos

e Acido Ascorbico SIGMA ALDRICH
e Fosfato dibasico de sodio G.R.
e Fosfato monobasico de potasio G.R.

e Acido metafosférico
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e Acido fosférico G.R.

e Etanol G.R. J.T. Baker

e Agua destilada

e Reactivo de Drangendorff
e Reactivo de wagner

e Reactivo de Mayer

e Cloruro férrico

e Hidréxido de sodio

e Ac. Clorhidrico

e virutas de magnesio

[11.3 Muestra

Las muestras de pimiento morrén (Capsicum annuum) que fueron
utilizadas para este estudio fueron recolectadas en las cadenas de comisariato

de la ciudad de Guayaquil durante los meses de julio y agosto del afio 2021.

l1l.4 Metodologia Experimental

lll. 4.1 Proceso de Secado y extraccion Hidroalcohdlica 70%

Las muestras humedas fueron sometidas a un proceso de secado a
bajas temperaturas por largo periodos de tiempo (esto se lo realiza para
garantizar la conservacién de los compuestos antioxidantes presentes en la
misma), se sometié a un secado de 60°C por 36 horas en un desecador de

alimentos con temperatura controlada.
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Se realizaron los extractos hidroalcohdlicos al 70% (Etanol G.R. J.T.
Baker) por proceso de maceracion del material seco obtenido luego del secado
de 60°C por 36 horas, durante 48 horas y finalmente filtrado para eliminar

material extrano.

[11.4.2 Tamizaje Fitoquimico Preliminar

El tamizaje fitoquimico fue realizado en la muestra vegetal anteriormente

secada y pulverizada, segun lo descrito por el procedimiento.

I11.4.2.1 Ensayo De Dragendorff

Se toma una alicuota del extracto disuelto en un solvente organico, debe
evaporarse en bafio de agua y el residuo re disolverse en 1 mL de &cido
clorhidrico al 1%. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le aflade 1 gota de
acido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta
acidez). Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo, se afiade 3 gotas
del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez
definida (++), precipitado (+++).

[11.4.2.2 Ensayo De Mayer

Se procede de forma similar a la anterior, hasta obtener la solucion
acida, se aflade una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agita y filtra. Luego

afiadir 2 o 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer.

Si se observa opalescencia (+), Turbidez Definida (++), Precipitado

COpPOSO (+++).
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[11.4.2.3 Ensayo de Wagner

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucién acida,
anadiendo 2 o 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados si se observa
opalescencia (+), Turbidez Definida (++), Precipitado coposo (+++)

[11.4.2.4 Ensayo De Baljet

Para este ensayo, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol,
debe evaporarse el solvente en bafio de agua y re disolverse en la menor
cantidad de alcohol (1 ml). En estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo,
considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloracién o precipitado rojo

(++ y +++) respectivamente.

[11.4.2.5 Ensayo De La Espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del
tipo esteroidal como triterpénica. De modo que, si la alicuota se encuentra en
alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla
fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si aparece
espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y persiste por
mas de 2 minutos

[11.4.2.6 Ensayo De Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto vegetal. Si
la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1mL de &cido
clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después
de la reaccion se espera 5 minutos, se afiade 1 ml de alcohol amilico se

mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen.
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Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual
forma a partir de la adicién del acido clorhidrico concentrado. El ensayo se
considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intenso en todos los casos

[11.4.2.7 Ensayo de Antocianidinas

Permite conocer en los extractos vegetales la presencia de esas

estructuras de secuencia CsC3Cg del grupo de flavonoides

Se calienta 2 ml del extracto etanolito por 10 min con 1 ml de HCI
concentrado, dejar enfriar y luego adicionar 1 ml del agua y 2 ml del alcohol
amilico, agitar y dejar separar las 2 fases. Observar la apariciéon de color rojo

marrén en la fase amilica.

111.4.2.8 Ensayo de resinas

Para detectar este tipo de compuesto se adiciond; a 2 ml de la
solucién alcohdlica, 10 ml de agua destilada. La aparicion de un precipitado

indicé un ensayo positivo.

lll. 4.2.9 Ensayo de Cloruro férrico

Se agrega 5 ml del extracto se adicionaron 3 gotas de solucién de
cloruro férrico al 5% en solucién etandlica. Una coloracion verde-azul es
positivo para taninos y una coloracién rojo-vino indica la presencia de

compuestos fendlicos
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111.4.3 Determinacion Acido Ascorbico por HPLC UV

[11.4.3.1 Fase movil

Disolver 15,6 g de fosfato dibasico de sodio y 12,2 g de fosfato
monobasico de potasio en 2000 ml de agua, ajustar con acido fosférico a un pH

de 2,5 + 0,05. Hacer ajustes si fuera necesario.

[11.4.3.2 Sistema cromatogréafico

Equipar un cromatégrafo de liquidos con un detector a 245 nm y una
columna de 6 mm x 150 mm rellena con material C8. La velocidad de flujo es
de aproximadamente 0,6 ml por minuto. Inyectar en el cromatdgrafo la

Preparacién estandar y registrar el cromatograma.

[11.4.3.3 Extraccion Muestras
Las muestras de pimiento fueron extraidas con acido metafosforico al

5% y se realizaron las diluciones necesarias para entrar en el rango lineal del

método.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

IV .1 Resultados

Una vez finalizada la parte experimental de la presente investigacion se

arrib6 a los siguientes resultados:

IV.1.1 Tamizaje fitoquimico preliminar

Tabla 3 Resultados del Tamizaje Fitoquimico de extractos
Hidroalcohdlicos del pimiento morrén rojo y amarillo (Capsicum Annuum)

Ensayos Metabolitos Extractos Hidroalcohdlicos
Pimiento morrén Pimiento morrén
rojo amarillo
Tubos 1 2 3 1 2 3
Ensayo Dragendorff ~ Alcaloides + + + 4+ ++ ++
Ensayo De Mayer Alcaloides + + + + + +
Ensayo de Wagner Alcaloides + + + o+ 4+
Ensayo De resina resina - - - |- - -

Ensayo De Leuco = antocianidina

Antocianidina

Ensayo de espuma saponinas = +++ +++ +++  ++ ++

Ensayo de cloruro Fenoles y +++ ++ ++ ++  ++
férrico taninos
Ensayo Baljet Glucosidos - - - - - -

Cardiotonicos
Ensayo de Shinoda  Flavonoides ++ ++ ++ ++  ++
(+++) Abundante presencia; (++) Mediana presencia; (+) Poca presencia; (-)

Total ausencia

Fuente: Autores 2021
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IV.1.2 Informe de resultados del Método Cromatografico

Tabla 4 condiciones de Anélisis

CONDICIONES DE ANALISIS

Temperatura 24.5 Humedad (%)
(°c)
Muestra a Parametros Método de
tratar referencia
pimiento rojo Vitamina C USP NF 40
(acido HPLC-UV
ascorbico)
pimiento Vitamina C USP NF 40
amarillo (acido HPLC-UV
ascorbico)

Fuente: Autores 2021

50.0
Resultados Unidad
166.10 mg/100g
125.80 mg/100g

IV.1.3 Cromatografia de Acido Ascérbico por HPLC UV

llustracion 3 Cromatograma del pimiento rojo

Name
Area
Retention Time

Volts

00 05 10 15 20 25
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Tabla 5 contenido de Acido Ascorbico del pimiento morrén rojo

PK # NOMBRE TIEMPODE AREA CONCENTRACION
RETENCION
1 ‘ Acido ascérbico 2.673 199174 6.469 mg
TOTAL ‘ 199174 6.469 mg

Fuente: Autores 2021

llustracion 4 Cromatograma del pimiento amarillo
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2 ==
0 ] o § E D
o 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Tabla 6 Contenido de Acido Ascorbico en pimiento morrén amarillo

PK # NOMBRE TIEMPODE AREA CONCENTRACION
RETENCION
1 ‘ Acido ascorbico 2.672 170538 5.634 mg
TOTAL ‘ 170538 5.634 mg

Fuente: Autores 2021
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VI.2 DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se pudo establecer mediante un
tamizaje fitoquimico preliminar en el pimiento morrén amarillo y pimiento
morrén rojo se determind la presencia de los siguientes metabolitos
secundarios que son alcaloides, saponinas, fenoles, taninos y flavonoides,
resultados semejantes a los obtenidos por los autores Patricio Y, Diana B,
Lorena R y Christian L, en el afio 2015 (Patricio Yanez, 2015), que en su
estudio de concentraciones en cinco especies nativas del género Capsicum
cultivadas en Ecuador, obtuvieron presencia de alta cantidad de alcaloides,
cantidad moderada de saponinas, compuestos fendlicos y taninos en los
extractos hidroalcohdlicos, ademas encontraron la presencia significativa de
resinas, grasas, aceites y aminas en cantidades moderadas.

Un estudio realizado por Hernandez, C; De la Rosa, L; Pedraza, J;
Medina, O; Meza, S; Wall, A; Plenge, L; Alvarez, en el afio 2017 (Alcala-
Hernandez, y otros, 2017) realizaron una Caracterizacion fitoquimica de un
extracto de Capsicum annuum cv. “Jalapefo”, se analiz6 fenoles totales,
flavonoides, &cido ascoérbico, carotenoides y capsaicinoides, las
concentraciones estuvieron dentro del rango de valores descritos previamente
para esta variedad de chile, este estudio arrojé resultados de concentracion de
flavonoides pero en pequefias cantidades, lo cual lo diferencia del presente
estudio que hubo una mediana presencia de flavonoides, estas diferencias
pueden deberse a las condiciones de cultivo y almacenamiento. La
concentracion de fenoles en los chiles cultivados en invernadero fue

significativamente mayor en comparacion con los chiles comerciales.

En la cuantificacién de &cido ascorbico en el pimiento morrén rojo se
obtuvo una concentracion de 166.10 mg/100g y del pimiento morrén amarillo

125.802 mg/100g, de igual manera en los estudios realizados por N. Nerdy en
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el afio 2018 (Nerd, 2018) en la determinacion de acido ascorbico en varios

colores de pimiento (Capsicum annuum L.),

De acuerdo a estudios realizados con diferentes métodos varian los
valores de acidos ascorbico; segun Garcia Carlos, Llanos Maryuri, Mazén
Bertha y Davila Kerly en el afio 2016 (Garcia Carlos, 2016) determinaron la
concentracion de vitamina C en pimientos color rojo obteniendo una
concentracion de 209.042 mg/100 g y en pimiento verde 165.261 mg/100 con el
meétodo indofenol, Asi mismo el estudio de Alejandra Garcia 2017 (Garcia,
2017) demostro que el pimiento morron amarrillo tiene alto contenido de acido
ascorbico con el efecto de tratamiento térmico en horno por aire forzado sobre
el contenido de vitamina C donde los resultados obtenidos del pimiento morron
amarillo fresco paso de 109.72 mg/100g a el pimiento seco 550.10 mg/100g se
aprecia un analisis de vitamina C una concentracion de 80% mayor en el
material seco, arrojando resultados mas elevados tanto del pimiento rojo y
amarillo comparandolo con el presente estudio con técnica de HPLC.

Existen otros procedimientos pero no es posible realizar la comparacién
de este estudio ya que se analiza el incremento de vitamina C pero mediante el
método de conductividad segun Preciado-Rangel P, Andrade-Sifuentes A,
Sanchez-Chéavez E, Salas-Pérez L, Fortis-Hernandez M, Rueda-Puente EO, et
al en el afio 2019 (Pablo Preciado-Rangel, 2019) determinaron mediante HPLC
el contenido de vitamina C en el pimiento morrén serrano (Capsicum annuum
L.). El andlisis se realizé por triplicado con resultados de <0.05 conforme
aumento la Conductividad eléctrica de la Solucion nutritiva. El incremento
de la vitamina C en la CE de 3.0 dS m-1 fue de 32% respecto a la CE de 1.5 dS
m-1, en este estudio se encontr6 una mejora en la acumulacion de vitamina
C en los frutos mediante manejo adecuado de la fertilizacién con K, e indicaron
gue un incremento de las dosis de K en la solucion nutritiva aumentaba el

contenido de vitamina C.
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Los Valores presentados coinciden con resultados de varias
investigaciones que aplican métodos electro analiticos, y esto demuestra que el
acido ascorbico presente en el pimiento morrén rojo es mayor a las demas
variedades de pimiento tales como el amarillo, esto puede deberse al manejo
agronomico, las condiciones de crecimiento y madurez del fruto, humedad y
luz solar. El pimiento rojo es el mismo pimiento que el verde y el amarillo pero

gue ha alcanzado la mayor madurez, por eso su valor nutricional es mayor.

CONCLUSIONES

Se determind los metabolitos secundarios presentes en pimiento morron
rojo y amarillo, mediante un tamizaje fitoquimico preliminar y se obtuvo una
mediana presencia de alcaloides, fenoles y taninos y una abundancia

presencia de saponinas.

Se cuantificé la concentracion de acido ascorbico en pimiento morrén
por el método de cromatografia liquida de alta resolucién acoplada deteccion
UV se obtuvo en el pimiento morrén amarillo 125.80mg/100g y el pimiento
morrén rojo 166.10mg/100g.

Todas las variedades evaluadas pueden considerarse ricas en vitamina
C por su concentracién alta de acido ascorbico, pero destaca el pimiento
morron rojo ya que es una fuente importante para la salud las opiniones sobre
las necesidades humanas difieren mucho. Parece claro que se necesitan hasta
75 mg diarios para que el cuerpo permanezca saturado a plenitud con vitamina
C. Sin embargo, las personas parecen mantenerse saludables con consumos

tan bajos como 10 mg por dia segun la FAO.

Se realizé una investigacion bibliografica sobre la concentracion de
acido ascorbico en Pimiento amarillo, rojo; estos pimientos a medida que

maduran duplican Su contenido de vitamina C, no se evidencia una diferencia
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significativa en los valores de sus concentraciones, cada uno contiene lo
necesario para el consumo, la pequefia variacion puede deberse a su

crecimiento, grado de madurez, tamario del futo.
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RECOMENDACIONES

Realizar comparaciones de los diferentes métodos analiticos
cuantitativos y cualitativos para la cuantificacion de los nutrientes
esenciales necesarios para el ser humano y de esta manera
determinar cual tiene mayor precision en los resultados

cuantificar los diferentes metabolitos secundarios presentes en las

distintas variedades de Capsicum Annuum en Ecuador

Implementar charlas sobre los beneficios del consumo del pimiento
para que los individuos conozcan los nutrientes que les puede

ofrecer.
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GLOSARIO

1. Analisis Cromatografico: separa los diferentes componentes de
una especie determinada

2. Apice: en el ambito de la botanica para nombrar a la punta de un
fruto o de una hoja.

3. biomoléculas: Una biomolécula es un compuesto quimico que se
encuentra en los organismos vivos. Estan formadas por sustancias
quimicas compuestas principalmente por carbono, hidrégeno,
oxigeno, nitrégeno, sulfuro y fésforo.

4. colorimetro: Un colorimetro es cualquier herramienta que identifica
el color y el matiz para una medida mas objetiva del color.

5. Desecador: Aparato que sirve para eliminar la humedad de
determinados productos o sustancias; esta formado por un recipiente
cerrado al vacio en el que se ha introducido un producto desecador, y
se usa en industria y en quimica.

6. Escorbuto: enfermedad producida por la carencia o escasez de
vitamina C, que se caracteriza por el empobrecimiento de la sangre,
manchas lividas, ulceraciones en las encias y hemorragias

7. Estribaciones: Zona o territorio que esta muy cerca de un lugar o
una poblacion.

8. fluorométrico: Perteneciente o relativo a la medida de la intensidad
de los rayos X mediante el fluorometro.

9. Maceracion: El proceso de maceracibn no es mas que un proceso
de extraccion entre materias de diferentes estados fisicos de solido-
liquido, en el cual los compuestos quimicos de interés se encuentran
en la materia solido, ya que estos poseen solubilidad; se usa un
liqguido que permita su extraccion.

10.Poscosecha: manejo adecuado para la conservacion de diversos
productos agricolas, con el fin de determinar la calidad y su posterior
comercializaciéon o consumo.

11.Profilaxis: significa tomar medidas preventivas dirigidas a evitar que

se produzca un acontecimiento, en este caso la trombosis venosa.
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Anexos

Anexo 1 ROCESO DE SECADO DE PIMIENTOS




Anexo 3 PREPARACION DE MUESTRAS PARA DETERMINACION DE
VIT C POR HPLC UV

Anexo 4

Extractos para lectura en HPLC

39



Anexo 5 Tamizaje Fitoquimico

Ensayo Dragendorff en pimiento morron amarillo y

rojo para determinar alcaloides

Ensayo de cloruro férrico para
Ensayo de espuma para

. ) determinar compuestos fenélicos
determinar saponinas
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