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SECCION II:
INDUSTRIAL AND ENVIRONMETAL BIOTECHNOLOGY
ARTICLE

Mejoramiento de la extraccion de carotenoides y
capsaicinoides del aji nativo (Capsicum baccatum),
asistido con enzimas celuloliticas

Improvement of the extraction of carotenoids and capsaicinoids of chili
pepper native (Capsicum baccatum), assisted with cellulolytic enzymes

Resumen

Se realizd la produccién de celulasas de Aspergillus niger ATCC 10864 mediante fer-
mentacién en biopeliculas (FB). Los extractos de celulasas se usaron para hidrolizar
la celulosa del fruto de Capsicum baccatum “aji escabeche”, para ello los frutos de
aji fueron deshidratados y molidos a un tamario de particula menor a 0.425 mm.
Luego se mezclé aji seco: celulasas y se hidrolizd en condiciones de agitacion, tiem-
po y temperatura controlada. Se filtré el medio y se separé el sobrenadante de la
torta de aji hidrolizado, este ultimo se secé a 10% de humedad y se lixivié con una
mezcla de hexano:acetona:etanol para extraer los carotenoides y capsaicinoides,
los cuales fueron cuantificados por HPLC. El rendimiento de oleorresina extraida
era cinco veces mayor comparado al método convencional; asi mismo en los trata-
mientos T2 y T5, se logré mayor extraccion de carotenoides y capsaicinoides totales,
respectivamente, comparado a los otros tratamientos. La accion hidrolitica de las
celulasas, sobre las estructuras moleculares de la celulosa del fruto aji escabeche,
favorecieron mayor liberacion de los carotenoides y capsaicinoides totales compa-
rado a los métodos convencionales.

Abstract

The production of cellulases of Aspergillus niger ATCC 10864 was carried out by
fermentation in biofilms (FB). The extracts of cellulases were used to hydrolyze the
cellulose of Capsicum baccatum “escabeche chili” fruit, for this the chili fruits were
dehydrated and ground to a particle size < 0.045 mm. Then dry chili: cellulase was
mixed and hydrolyzed under conditions of agitation, controlled time and tempe-
rature. The medium was filtered and the supernatant of the hydrolyzed chili cake
was separated, the latter was dried at 10% humidity and leached with a mixture of
hexane:acetone:ethanol to extract the carotenoids and capsaicinoids, which were
quantified by HPLC. The extraction yield of oleoresin was five times higher compared
to the conventional method; likewise in the T8 and T5 treatments, greater extrac-
tion of carotenoids and total capsaicinoids was achieved compared to the other
treatments. The hydrolytic action of the cellulases, on the molecular structures of
the cellulose of the red drop chili fruit, favored greater release of the carotenoids
and total capsaicinoids compared to conventional methods.
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Introduccion

Los compuestos naturales mas importantes de los
ajies, son los carotenoides y capsaicinoides, los cuales
son utilizados ampliamente en la industria alimentaria,
industria de alimentos para aves y peces, farmacéuti-
ca, cosmecéutica, etc. Los carotenoides son compuestos
con una diversidad estructural quimica, ampliamente
distribuidos y con acciones y funciones multiples. En
algas, bacterias y hongos existe una gran variedad de
carotenoides, mientras que en alimentos no son tan nu-
merosos, pero la composicién puede ser compleja y va-
riable (Rodriguez-Amaya 2016). Los carotenoides son
los responsables del color rojo, amarillo o anaranjado
de algunos vegetales, animales o sus productos, debido
a que se encuentran distribuidos y acumulados en los
tejidos de estos organismos (Giovannucci 2002). Es-
tos compuestos se localizan en organelos subcelulares
(plastidios), principalmente asociados a proteinas, en el
cloroplasto y depositados en forma de cristales o gotas
de aceite en el cromoplasto (Bartley & Scolnik 1995). Se
reconoce que los carotenoides tienen actividad antioxi-
dante, lo cual se relaciona con la reduccién del riesgo
de enfermedades degenerativas crénicas (Rodriguez-
Amaya 2016).

Los capsaicinoides son compuestos naturales amida-
dos, que se bioisntetizan tinicamente en las especies de
Capsicum, en la placenta de los frutos y son los respon-
sables del sabor pungente y se incrementan conforme
alcanza la madurez del fruto, se conocen alrededor de
22 compuestos analogos de capsaicinoides (Bosland &
Votava 2000), de los cuales la capsaicina y la dihidrocap-
saicina constituyen mas del 90% del total, presente en
los frutos (Suzuki et al. 1981). Estos compuestos aparte
de ser utilizados como saborizantes en la preparacion de
alimentos tienen propiedades quimopreventivas antimu-
tagénicas, antitumorales, antinflamatorio y antioxidante
(Fernandez 2007). La importancia y demanda de estos
compuestos naturales han llevado al desarrollo de nue-
vas propuestas biotecnolégicas, frente al uso de métodos
convencionales de extraccidn con solventes organicos y
técnicas de alta presion que tienen desventajas en el bajo
rendimiento de extraccion, uso de grandes cantidades de
solventes y largos periodos de tratamientos.

Una alternativa explorada es el uso de enzimas hi-
droliticas (Sharma et al. 2000) como alternativa viable,
segura y compatible con el medio ambiente. En los tl-
timos afios, se viene incrementando el uso de enzimas
celuloliticas para mejorar las extracciones de compues-
tos naturales de matrices vegetales (Li et al. 2011). Las
enzimas hidroliticas, poseen la capacidad de degradar
los polisacaridos que constituyen la pared celular de los
tejidos vegetales, tales como la celulosa, la hemicelulosa,
por lo que reciben mayor atencién principalmente en la
industria alimentaria. Los preparados celuloliticos con
actividad multiple (Bhat 2000) se han aplicado con éxito
para facilitar y aumentar la liberacién de productos de
interés y para mejorar el proceso tecnolégico mediante
la predigestion enzimatica de la pared celular de los teji-
dos vegetales (Ovando et al. 2005).

En el presente estudio se realizo la extraccion de caro-
tenoides y capsaicinoides de aji nativo (Capsicum bacca-
tum), usando celulasas en la etapa de pretratamiento, se-
guido de una lixiviacién con hexano-etanol, previamente
se obtuvo las celulasas por fermentacion en biopeliculas.

Materiales y Métodos

Acondicionamiento del aji.- Se utiliz6 el aji nativo
Capsicum baccatum denominado localmente aji escabe-
che (Fig. 1), procedente del distrito de Puerto Bermudez
de la provincia de Oxapampa, region Pasco. Los frutos
maduros de aji, se lavaron y se separo el caliz y las semi-
llas, luego se trozo, sec6, molié y tamizo6 a un tamafio de
particula menor a 0.4250 mm.

Figura 1. Frutos de aji escabeche (Capsicum baccatum).

Obtencidn de celulasas de Aspergillus niger en fer-
mentacion en biopeliculas.- Las esporas de Aspergillus
niger se cultivaron en agar papa dextrosa (PDA) durante
5 dfas, luego se lavé con 15 mL de Tween 80 (0.1%) para
obtener una suspension de esporas y se prepard un in6-
culo de 1x10° esporas.mL?, las cuales fueron adheridos a
un soporte de poliéster de 2.5 cm? en un matraz de 250
mL. Se prepard el medio de cultivo con la siguiente com-
posicién (Duff 1988): KH,PO, (2 g I"); (NH4),SO (14 g
1"); urea (0.3 g1™); CaCl,.2H,0 (0.3 g I'); MgS0,.7H,0 (0.3
g 1"); peptona (1g 1");Tween 80 0.2% (v/v); FeSO,.7H,0
(5mgl"); MnSO0,.2H,0 (1.6 mg1*); ZnSO,.7H20 (1.4 mgl™);
CoCL,.6H,0 (2 mg 1) y lactosa (10 g I'"). Se utiliz6 60 mL
del medio de cultivo e inéculo de 3% (v/v) de esporas de
A. niger, luego se incub6 a 28 °C por 72 horas en agitaciéon
constante de 170 rpm (Villena & Gutiérrez-Correa 2006).

Actividad celulasa.- Se determiné en términos de ac-
tividad de papel de filtro (FPA) (Ghose 1987), donde una
Unidad Internacional de enzima (UI'!) se define como la
cantidad de enzima que libera un micromol de glucosa por
minuto, equivalente a FPA y endoglucanasa. La liberacion
de azicar se midi6 por el método de Miller, (Miller 1959) a
través de una reaccion de éxido-reduccion del acido 3,5-di-
nitrosalicilico. Ademas se determind la cantidad de bioma-
sa (g.L'!) por diferencia de peso seco, el consumo de lactosa
(Miller 1959) y proteinas totales (Lowry et al. 1951).
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Hidrdlisis del aji escabeche. - La harina de aji es-
cabeche, se mezclé con celulasas en una proporcion de
1:15 y 1:20 en medio acuoso, y se hidroliz6 a 35 °C en
diferentes condiciones de agitacién de 170 y 190 rpm;
por 2y 4 horas, haciendo un total de ocho tratamientos,
concluido el tiempo de hidroélisis, se centrifugé a 3000
rpm por 10 minutos, se separo el sobrenadante y la torta
hidrolizada de aji, luego se secd a 30 °C por 15 min, hasta
alcanzar de 8 - 10% de humedad. Se utiliz6 un Disefio
Completamente Aleatorio (DCA) con un arreglo factorial
de 32, del cual se genero ocho tratamientos y se comparo
con un testigo libre de enzimas, se repiti6 tres veces cada
tratamiento. Los datos obtenidos se analizaron mediante
Analisis de Varianza con un nivel de error del 5% y para
determinar la diferencia significativa entre tratamiento
se utilizo el estadistico de medias de Duncan.

Extraccion de carotenoides y capsaicinoides.- Se
utilizé los métodos de Santamaria et al. (2000), Salgado-
Roman et al. (2008) y Sampathu et al. (2006) con algu-
nas modificaciones. Se mezcld aji hidrolizado: solvente
1:50; el solvente organico contenia hexano:etanol en la
proporcién 75:25, la extraccién se realizé en un matraz
de 250 mL a 40 °C con agitacién circular a 170 rpm por 3
h. Luego se filtré y el sobrenadante se evapor6 en rotae-
vaporador a 45 °C, 500 mmHg y se obtuvo la oleorresina
de aji escabeche.

Analisis por HPLC.- Para la determinacién de carote-
noides y capsaicinoides, se utiliz6 los métodos de la AOAC
(970.64) (1990), Hoffman et al. (1983), ISO (7543) con al-
gunas modificaciones, respectivamente. La oleorresina se
diluy6 en una mezcla de hexano, etanol, acetona y tolueno
(HEAT) de grado HPLC en proporciones de 10:6:7:7, se-
guidamente se saponificé con potasa metandlica al 40%
a 56 °C por 20 min, luego se adiciond 15 mL de hexano y
sulfato de sodio al 10%. Se filtré6 con membranas Millipo-
re de PTFE de 0.45 um, 47 mm. Se inyecto 20 pL en una
columna Adsorbosphere (HS SI, 5um, 4.6x250 mm, de All-
tech, Grace Company, Deerfield IL, USA) y detector de 474
nm. Se utilizé una fase mévil con 85.5% de hexano, 1.5%
de 2-propanol, y 13% de acetona, se operd a un flujo de 1.0
mL.min? de la mezcla, por 45 min.

La determinacién de capsaicinoides, se realiz6 in-
yectando 20 pL de la muestra en una columna Pinnacle
II (C18, 5pum, 4.6x250mm, Restek) y un detector de dio-
dos de 280 nm. La elucién de los capsaicinoides fue a 1.5
mL.min? con una fase mévil de 50% acetonitrilo y 50%
agua (con 1.0% de acido acético), a temperatura ambien-
te, por 20 min. Para la identificacién y cuantificacién de
los carotenoides y capsaicinoides se utiliz6é una curva de
calibracién con estandares de carotenoides (3- Caroteno,
B- Criptosantina, Capsantina y Zeaxantina) adquirido de
Carotenature Gmbh-Suiza y Capsaicinoides (Capsaicina,
Dihidrocapsaicina, Norhidrocapsaicina de Sigma-Aldrich.

Resultados y discusion

Actividad enzimatica de las celulasas.- En la Tabla
1 se observa la maxima productividad de celulasas, bio-
masa, lactosa residual y cantidad de proteinas biosinte-
tizadas por el A. niger en fermentacidn en bipeliculas en

72 h de cultivo; similares resultados obtuvieron Gamarra
et al. (2010), Villena y Gutiérrez-Correa (2006), Villena y
Gutiérrez-Correa (2007), donde la fermentacién en bio-
peliculas ofrece mayor producciéon de celulasas que en
fermentacion sumergida y fermentacion en estado sélido.
Los cultivos de microorganismos basados en la adhesion
superficial son mas productivos que los cultivos sumergi-
dos (Wang & Chen 2009). Se percibe que las interaccio-
nes fisicoquimicas entre hongos y superficies sélidas son
responsables de la mayor biosintesis de metabolitos. En
estudios anteriores, (Villena & Gutiérrez-Correa 2007),
demostraron que el patrén de crecimiento de los biofilms
de A. niger desarrollados en material de poliéster era com-
parable con la fermentacién en estado solido.

Tabla 1. Productividad del extracto celulolitico.

Tiempo de . Consumo Proteina
. APF Biomasa
Produccion (ULLY) seca (g.L) de Lactosa secretada
(h) ' ' (g.L") (g.L")
72 2162.382 4.287 8.528 0.501

* FPA= Actividad de Papel Filtro

Las especies de Aspergillus, particularmente A. fumiga-
tus, durante su crecimiento forma biofilms y se debe a la
expresion de un gen diferencial y esta condicion puede ser
responsable del aumento de su patogenicidad (Mowat et
al. 2008, Seidler et al. 2008). En los ensayos experimenta-
les el cultivo de hongos adheridos a superficies sélidas es
similar a las condiciones naturales de crecimiento y por
consiguiente la secrecion de enzimas es mayor (Leite et al.
2002) e influenciado por el medio ambiente.

Hidrolisis de aji seco.- la ruptura de la celulosa del
aji seco a través de las enzimas celuloliticas se determiné
en base a los azucares reductores liberado de la matriz
vegetal. En el tratamiento T8 en cuatro horas de hidro-
lisis se liber6 39 + 1.32 mg.mL* de azucares reductores,
manteniéndose constante la concentraciéon en el resto
del tiempo, comparado con el testigo (T0) libre de ce-
lulasas, la liberacién de azucares era 21% menor al T8.
Las celulasas constituyen un sistema enzimatico com-
plejo, conformado por tres enzimas: endo-1,4-3-glucano
glucanohidrolasa; celobiohidrolasa 1,4-3-D-glucano y 8
- glucosidasa, que actian sinérgicamente para biotrans-
formar la celulosa en glucosa cristalina (Sukumaran et al.
2005), rompiendo enlaces glicosidicos (3-1,4, en diferen-
tes partes del polimero de celulosa (Lee 1997).

Extraccion de oleorresina del aji hidrolizado.- Segin
el estadistico de comparacion multiple de Duncan se en-
contrd diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
en la extraccion de oleorresina entre los tratamientos de la
hidrolisis de aji, el T8 en condiciones de: aji seco:celulasas
de 1:20, 4 horas de hidroélisis y 190 rpm de agitacion se ob-
tuvo un mayor rendimiento de oleorresina de 11.44+1.4%,
respecto a los otros tratamientos y a la extraccién conven-
cional por el método Soxhlet. Cardona et al. (2006) obtuvo
diversos rendimientos con diferentes solventes organicos
en la extraccion Soxhlet de la oleorresina a partir de pa-
prika (Capsicum anumm), 2.9% con hexano; 4.2% con ace-
tato de etilo y 6.1% con acetona. Ovando-Chacén & Walts-
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zewski (2005) mencionan que la degradacion enzimatica
de polisacaridos de la pared celular de plantas juega un
papel importante en la extraccién de los compuestos pre-
sentes en las matrices vegetales, al degradar la celulosa,
hemicelulosa y otros presentes en el tejido, incrementan
el tamafio y la formacion de poros, y la porosidad total del
vegetal, lo que permite una mejor difusion desde el interior
hacia la parte externa, dando como resultado una mayor y
rapida recuperacion de los compuestos extraidos, por tan-
to la accion de las enzimas mejora la eficiencia del proceso
y el rendimiento de la extraccion.

Cuantificacion de carotenoides y capsaicinoides.-
En la Figura 2 se presenta el cromatograma de carotenoi-
des del tratamiento T2, siendo el mas representativo en
cuanto alaresolucién de carotenoides del aji escabeche, se
observa siete cromatogramas bien definidos, dos de ellos
son desconocidos y cinco fueron identificados con los pa-
trones de carotenoides. El drea de los cromatogramas re-
vela la concentracién de los carotenoides presentes en el
ajf estudiado, los cuales fueron cuantificados con la curva
de calibracién de los patrones de carotenoides adquiridos.

En la Tabla 2, se observa la cantidad (ug.g' ms) de
carotenoides individuales y totales. La mayor extraccion
de carotenoides se obtuvo en el tratamiento T2. Los ca-
rotenoides que predominaron en orden de cantidades de
mayor a menor concentracién eran las fracciones ama-
rillas de zeaxantina (3) y B-caroteno (1), seguido por las
fracciones de color rojo capsantina (4), capsorubina (5) y
finalmente (3-criptoxantina (2). En frutos del género Capsi-
cum se han identificado mas de 30 carotenoides, que pue-
den agruparse por sus propiedades croméforas en rojos,
amarillos y naranjas (Bosland & Votava 2000). Entre los
de tipo rojo destacan capsantina y capsorubina, mientras
que B-caroteno, B-criptoxantina y zeaxantina suelen pre-
dominar entre los de color amarillo/naranja (Wall et al.
2001, Hornero-Méndez & Minguez-Mosquera 2001).

El alto contenido de carotenoides presentes en los
frutos del género Capsicum los ha convertido en poten-
ciales colorantes alimentarios naturales, usados en for-
ma de pimentdn y oleorresinas. En la industria de los
colorantes derivados del pimiento (C. annuum L.) es muy
importante que el producto presente un color rojo inten-
so, lo que implica altos contenidos en capsantina y cap-
sorrubina (Rodriguez-Burruezo y Nuez, 2006).

En La Figura 3 se presenta los cromatogramas de cap-
saicinoides del aji escabeche, que corresponden al trata-
miento T5, donde se observa tres capsaicinoides y el que
predomina en altura y area es la capsaicina (CAP) (2), se-
guido por la dihidrocapsaicina (DHC) (3) y nordihidrocap-
saicina (NDHC) (1); los cuales fueron cuantificados y se
determiné que la NDHC alcanz6 a un 6.91%; CAP 53.48%
y DHC 39.59% (Tabla 1), estos resultados son muy cerca-
nos a los estudios de (Estrada et al. 2000), quien reporta
en forma general el contenido de capsacinoides mayorita-
rios del género Capsicum, donde obtuvo: NDHC 7.4%; CAP
48.6% y DHC 36%, HDHC 2% y HCAP 2%.
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Figura 2: Cromatogramas de Carotenoides de aji escabeche,
correspondiente al tratamiento T2, donde: (1) B-caroteno; (2)
B-criptoxantina; (3) Zeaxantina; (3) Capsantina; (4); (5) Capsorubina.
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Figura 3: Cromatogramas de Capsaicinoides de aji escabeche extraido
en condiciones del tratamiento T5 (1:20/190/4). Donde: Norhidro-
capsaicina (1), Capsaicina (2), Dihidrocapsaicina (3).

Tabla 2. Efecto de las celulasas en la hidrdlisis de la matriz de aji escabeche para la extraccion de carotenoides.

Condiciones de hidrélisis B-caroteno B-criptoxantina Zeaxantina Capsantina Capsorubina Carot.Tot.

ug.g' ms ug.g' ms ug.gt ms ug.gl ms ug.g'ms ug.g* ms
T1(1:15/170/2) 1229.26+1.9b 641.42+1.6b 2024,01+1.2a 841.44+1,3b 637.31+1,4b 5373.44+1,6b
T2(1:20/170/2) 2199.91+1.2a 1098.51+1.4a 3660.78+1.5b 1765.84+1.4a 1312.17+1.1a 10037.21+1.3a
T3(1:15/170/4) 1899.68+1.8a 913.28+1.3a 2187.73+1.0a 1042.84+1.7a 774.61+1.7a 6818.15+1.5a
T4(1:20/170/4) 949.34+2.1b 553.54+2.3b 1505.51+2.6b 663.78+2,4b 488.44+2.7b 4160.61+2.3b
T5(1:15/190/2) 1702.85+1,1a 869.58+1.3a 2322.24+1.5b 1225.93+1.2b 903.32+1.9b 7023.92+1.6b
T6(1:20/190/2) 1050.7343.4b 610.79+3.1b 1694.71+2,9a 727.32+2.7a 535.62+2.7a 4619.18+3.1a
T7(1:15/190/4) 897.82+2.5b 612.56+2.6b 1418.78+2,3b 516.93+2,1b 385.34+3,1b 3831.44+2,4b

T8(1:20/190/4) 1851.66+1.9a 1147.93%1.1a

2744.22+1.4a

1505.09+1.6a 1107.34+1.1a 8356.25+1.4a

T1,2,3....= tratamientos; Relacion sustrato:extracto enzimatico: 1:15 y 1:20; Velocidad de agitacion: 170 y 190 rpm; Tiempo: 2 y 4 h; ms = materia seca; B- Caroteno, B — crip-
toxantina, Zeaxantina, Capsantina, Carotenoides totales. Letras diferentes son significativos.
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La pungencia de los ajies esta en relacion directa a la
concentracion de capsaicinoides totales y se expresa en
Unidades de Calor Scoville (SHU), segtn los tratamien-
tos de extraccion de estos compuestos del aji escabeche
la pungencia alcanz6 un rango desde 6000 a 21000 SHU,
este ultimo valor se encuentra en el rango de 20000 a
30000 SHU que corresponde al aji habanero (Marutha-
vanan 2006) considerado como un aji de alta pungencia.
La concentracion y distribucion de capsaicinoides dentro
de las especies de Capsicum obedecen a su genética y la
heredabilidad de estos compuestos de cada especie, pare-
ce ser relativamente baja (Zewdie & Bosland 2001). Ade-
mas la sintesis de estos compuestos se ve afectado por
variables medio ambientales como la temperatura, luz,
humedad del suelo o los niveles de fertilizacion de éste
(Estrada et al. 2002). Asi mismo varia de acuerdo a la va-
riedad, cultivar, area geografica. Contreras-Padilla y Yahia
(1998) sostienen que la acumulacion de capsaicinoides
totales de plantas cultivadas en invernadero alcanza un
maximo de 200 g.g?, en comparaciéon con los cultivados
en campo abierto de 120 g.g, esto podria deberse al sue-
lo y las condiciones climaticas que se le otorga.

Por otro lado, el mayor o menor rendimiento de ob-
tencion de los carotenoides y capsaicinoides de los fru-
tos de Capsicum va a depender de los métodos de extrac-
cién utilizados y la viabilidad del tratamiento extractivo
estard en relacion al rendimiento de extraccién, reduc-
cion del tiempo de proceso y reduccion de los costos.
Adicionalmente, las células de Capsicum estan cubiertas
por una matriz de material insoluble formado principal-
mente por celulosa y cantidades pequefias de lignina y
cutina (Salgado-Roman et al. 2008); por lo tanto, el uso
de enzimas especializadas como celulasas, lignocelula-
sas y otros son capaces de hidrolizar estas moléculas y
facilitar la difusion de los carotenoides y capsaicinoides
desde el interior de la matriz hacia el exterior.

Conclusion

Los extractos de celulasas obtenidas de Aspergillus
niger en fermentacion en biopeliculas, permiti6 una ade-
cuada hidrdlisis de la matriz vegetal de aji escabeche (C.
baccatum), en condiciones de muestra: enzima (1:20) y
agitacion 190 rpm y cuatro horas, que influy6 significa-
tivamente en la eficiencia de extracciéon y mayor rendi-
miento total de la oleorresina comparado con el control y
a la vez permiti6 una adecuada difusidn de carotenoides
y capsaicinoides lixiviados con hexano-etanol. Las frac-
ciones de carotenoides de color amarillo de zeaxantina
y B-caroteno son las que predominan y en segundo lugar
las fracciones de color rojo capsantina y capsorrubina.
En cuanto a los capsaicinoides la capsaicina se encuentra
en mayor concentracion seguido de la dihidrocapsaicina
y el incremento de la pungencia esta en relacion directa
a la concentracion de estos capsaicinoides prioritarios.
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