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RESUMEN 

El cult.ivo de células indiferenciadas de al~unas plant.as 
es una Íuent.e pot.encial de import.ant.es product.os químicos 
como los capsaicinoides, grupo de compuest..oS! encont.rados en 
los frut.os de chile que le comieren su sabor picant.e 
característ.ico. En est.e t.rabajo se realizaron det.erminaciones 
de la act.ividad de a~unas de las enzimas que part.icipan en 
la rut.a de biosint.esis de capsaicinoides: Fenilalanina amonio 
liasa <FAL); ácido cinámico 4-hidroxilasa (AC4H); ácido. 
cumário;::o 3-hidroxilasa (AC3H); ácido caf"eico o-met.Ü 
t.ransf"erasa (ACOMT) y capsaicinoide sint.et.asa <eS), est.o en 
callos de chile (Capsicum annuum L. cv Tampiquefío 74. t.ipo 
serrano) durant.e periodos de. quince dias. Los result.ados 
obt.enidos most.raron un pat.rón similar para t.odas con un pico 
de máxima act.ividad en el sépt.imo dia después del cult.ivo 
except.o AC4H que lo t.uvo hast.a el decimoprimer día. Del 
mismo modo se det.erminó la act.ividad de est.as enzimas en 
.:frut.o, en diferent.es et.apas de desarrollo después de su 
f"lol'ación obt.eniendose los valores más alt.os a los t.reint.a 
días (que corresponde t.ambién a la mayor t.alla de frut.o). 
Est.os valores Íueron superiores a los de callo, aunque las 
diferencias ent.re los valol'es máximos obt.enidos para chile 
fueron para FAL 50%, AC4H 35% y AC3H 25% mayores que los 
valores más alt.os de callo, sin embargo para ACOMT y es los 
valores máximos de act.ividad en chile :fueron aproximadament.e 
cinco y seis veces respect.ivament.e mayores que en callo. 
Por lo que puede ser que la act.ividad. de est.as enzimas sea 
una limit.ant.e en la sint.esis de capsaicinoides en callo. 



INTRODUCCION. 

·Desdet.iempos t.ribales se ha descrít.o el uso de algunos 

veget.ales como conmment.os aliment.icios que se han con.-servado 

en la aliment.ación act.ual y que incluso Íorman part.e de la 

ident.idad cult.ural de varios pueblos y paises. 

Tal es el caso de las especias como la pimienta que 

llegó a t.ener un gran valor comerCial cuando Íue int.roduCida 

en Europa. Colón por su part.e en su descubrimient.o de 

América, no encont.ró est.as especias orient.ales, pero en su 

lugar conoció. al chile que se encont.raba ampliamente 

dist.ribuido y ut.ilizado a lo largo de t.odo el Caribe, México, 

América Cent.ral y del Sur (Pickersgill, 1969). 

1.-GENERO Capsicum. 

El Írut.o de Capsic!.lm conocido como chile" paprika, 

pimient.o o ají dependiendo del t.ipo y la Íorma en que es 

ut.ilizado, fue una de las primeras especies de lasque se 

conocieron dat.os arqueológicos, Íechados de 5000 a 7000 afios 

a. de C. en México, América Cent.ral y del Sur (Govindarajan, 

1986). 

Act.ualment.e es uno de los adit.ivos aliment.icios más 

populares· no solo en est.as regiones sino en muchas part.es del 

mundo como India, China, Surest.e de Asia, Japón, Est.ados 

Unidos, Inglat.erra e incluso Europa y AÍrica. Alrededor de 

un cuart.o de la población mundial adult.a usa chiles en su 

diet.a diaria <Moore, 1970). 

2 
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8::i:¡:::ec:i c. ann~l,Dl!c}ÍC:. 
<,' -. ~ :!¿,~ ,:.~ ":' - " , 
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19~31i. 
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de :forma lineal, cónica o globular. -El- Írut.o inmaduro puede 

ser verde, amariUent.o O purpurino, y ya maduro cambia a 

rojo, naranja, amarillo o purpúreo. 

4 



ANTECEDENTES 

I._CUl:nvo DE . TEJIDOS. 

El cult.ivo de t.ejidos es un mét.odo. ampliamenf,e uqlizado 

para la reproducción. de cél\Jlas. veget.ales, las que debido a 

su t.ot.ipot.encialidad celUlar pueden ser mant.enidas en est.ado 

indiierenciaqo o inducirse a la diferenciación de órganos e 

incluso plant.as complet.as 

crecimient.o <Bhojwani y 

con el .. uso de regulador' es de 

Las células Razdan, 1983). 

iuent.e pot.encial de diierenciadas son sin embargo una 

import.ant.es product.os . veget.ales t.ales 

t.erpenoides y alcaloides <St.aba, 1980), 

como ienilpropanoides, 

los . cuales pert.enecen 

al grupo de compuest.os denominados met.abolit.os secundarios. 

La producción de est.os met.abolit.os mediant.e cult.ivos 

celulares varia con respect.o a los valores report.ados en 

t.ejidos diierenciados ·de plant.as in vivo, pudiendo ser mayor 

menor o est.ar ausent.és (Evans et al., 1986): Con el 

propósit.o de aument.ar la producción 

secundarios en cult.ivos celulares se han 

de met.abolit.os 

manejado varias 

est.rat.egias como son: selecciones de lineas celulares 

sobreproduct.oras 

mat.t-ices rígidas 

<St.aba, 1980), 

como poliuret.ano 

la adición al medio de cult.ivo de 

crecimient.o y nut.rient.es <Lindsey, 

inmovilización celular en 

<Lindsey y Yeoman, 1984) y 

precursores, reguladores de 

1935). Est.o permi t.iria el 

uso deest.e sist.ema en una producción él nivel comercial con· 

gran fut.uro. 

5 



El cult.ivo de t.ejidos ofrece t.anwién vent.ajas Y: 

perspect.ivas para la realización de est.udios fisiológicos y 

biosint.ét.icos en células veget.ales comóla det.erminación de 

enzimas en rut.as ·met.abólicas (Gamborg, 1966). Tal es el casa 

de la rut.a de biosint.esis de los capsaicinoides, compuest.os. 

pert.enecientes al grupo de los met.abolitos secundarios, 

encont.rados en los frutos de chile. a.· los: que se les at.ribuye 

su sabor picante caract.erist.ico y que han sido descrit.os en 

cult,ivos celulares de ést.e (Lindsey, 1986). 

2.-CAPSAIClNA. 

Elést.udio quimico de los compone.nt.es estimulant.es de la 

pungencia de Capsicum se da a principios del siglo XIX. 

Bucholz en 1816.. logra extraerlos con solventes organicos Y 

muest.ra que forman sales en alcális. Tresh en 1846 los 

crist.aliza 

est.ruc.t.ura 

los llama capsaicina. 

similar a 

veint.e ai'$os 

est.ruct.ura 

después 

de la 

la de vanillina 

que Nelson 

capsaicina 

vanillilamida (Govindarajan, 1986). 

3.-CAPSAICINOIDEs. 

en 

Mick 

1898, 

Dawson 

propone una 

pero es hast.a 

est.ablecen la 

como 8-met.il-·6-nonenoi! 

La aplicación .de nuevos' mét.odos de separ'ación de mayor 

precisión y lineza ha llevado a la ident.ilicaci6n de un 

número de compuest.os est.rechament.e relacionados con la 

capsaicina. Kosuge et al., (1964', propusieron la exist.encia 

de no solo uno sino una mezcla de compuest.os responsables de 

la pungencia del chile a los que denominaron capsaicinoides y 

6 



describen dos: capsaicina y dihidrocapsaicina. BenneM. y 

Kirby<19óS) a su vez mencionan otros t-res: 

nordihidrocapsaicina, homocapsaicina, y, homodihidrocapsaicina. 

Ot.ros cQmpuest-os homólogos de cadena cort.a son las 

oct-anoil y nonoH vanillilamidas mencionadas por Jurenii:.sh et 

al.,(1978), 

(1970). 

y la decilvanillilamina por Kosuge y Furat..a 

Por ult..imo han desc:ri t-o, 'también dos 

homocapsaicinas <I Y ID, dos homodihidrocapsaicinas y dos 

nordihidrocapsaicinas en mezclas nat,urales de capsaicinoídes 

<Heresh y Jurenit..sh, 1979). norc:apsaicina un pequei'ío 

homólogo de· la capsaicina, ha sido sint-et.izado quimicament-e 

pero aún no ha sidO ideni:.ificada nat..uralment.e. Cabe hacer 

not.ar que la capsaicina y la dihidrocapsaicina son los 

const.it-uyent.es dominant..es en los :frut-os :formando junt,os cerca 

del 80% del, t.ot.al de 

1986). 

los capsaicinoides 

4.-ASPECI'OS BIOSIN'I'ETICOS CELOS CAPSÁICINOlI:iE. 

< Govindarajan, 

Análisis químicos macroscópicos y microscópicos in vivo 

e in vitro han sido realizados en las ult..imas décadas para 

definir la bíos1nt.esis de los capsaicinoides. 

<l. '1. -LOCALIZACIO,N DE LOS CAPSAICINOIDES EN FRUTO. 

Como 

encuent.ran 

ya se ha mencionado' los capsaicinoides se 

en los frut.os Capsicum. En est-udios 

post.eriores se ha observado que dent..ro de ést.os se concent.ran 

en t.ejidos peric.árpicos y no en semillas o pedúnculos, 

observaciones hist.oquimicas los localizaron en placent.a y 

7 
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CAPSAXC:tNOIDES. 

Nelson en 1920 demostró por hidrólisis de la i:apsáJ:ciiillt 

la participación de la vaniililamina y de un á:ciq{' grasó~ 

ramificado en su sintesis CBennett y Kirby, 1968). 

4.4. 1.-0rupo a.eLlo. 

Lette y Louden (1968) utilizaron como prer.:ursores del' 

ácido graso, al ádpo.¡nev¡Üqnico.i" 'la. 1 euci na. ,y a la vallo.,. 

marcadas radioacti vamente encoÍi.t:rando una mayal' incorporación 

de valina. CKoop et al . • 1980) post_eric;,¡-me,nte demostraron que 

la valinaes el. precursor directo de las mit,ades aeilo de los 

áci dos gr asas de cadenas con 
< .'_,'i 

h~h~er6 'par de 'carDonas, 

mientras qt.!e le, 1 eucina y la; i sol'euci na ac t uan como 

precursores directos 'ce los áctdos grasos can cadenas 

impares. 1 ndependi entemente Su:iu~,l et· aL . • C 1 981 b) repcll~ta¡-oll 

que la valina se incorpo¡-a del)trQ de la' c.apsaicina y de ia 

dihidrocapsaicina 'que son las varüllilamidas con un l1ume¡"o 

par de carbonq$ en la cadena dé su ácido 

correspondient.e. mient.rai que la leu.cina .se incorpol'a en Los 

capsaicinoides minoritarios, nordi hi dr-ocapsai ci na y 

hamodihidrocapsaicina, que son vafl'Í 111 1 ami c:las" de cadena 

impar. 

4: 4. Z. -voini.llitami.n.a.. 

Bennet. t. Y Ki r by . C 1 968) utilizar6n también marcaje 

radioactiva de los aminoácidos ar-omát.icos f'.qnilalanina y 

t.it-osina, ambos sintetizados por: la via de<l ácido Shiki~ico. 



que se involucra en la biosint.esis de ot.ros compuest.os 

Íenólicos <6oodwin y Mercer, 1983). En est.e caso se o.bt.uvo 

una alt.a incorporación de la fenilalanina. Por su part.e Let.t.e 

y Louden (1968) confirmaron est.os result.ados. 

4.~.-RUTA DE BIOSINTESIS. 

Con ladet.erminación de la :fenilalanina como precursor 

de la part.e aromát.ica de los capsaicinoides, se plant.eó una 

vla que incluye el ;ácido cinámico y sus derivados 

hidroxilados, siguiendo un camino bien est.ablecido en ot.ras 

plant.as para la biosint.esis de compuest.os como 

ílavonoides, esteres y ligninas (Fig. 1> 

F~'LA~H~t_CmA~:l~·AT~rFE'=--~E'U\= 

C 

FLAVONOIDES ESTERES LIONINAS 

A)Jnvolucra la act.ivación del grupo carboxilo de 

p-cumarato y ·su condensación con unidades 3 (C2) via 

malonil-CoA. 

B)For'mación de esteres de glucosa de varios ácidos CO-C3. 

vía UDP glucosa. 

C)Los ca:r-boxilos de p-cumarato y ácido :ferulico son 

activados vía CoA ligasas y los CoA est..eres result..antes 

son reducidos en aldehidos y alcoholes, los que son 

sl.lbsecuent..ement..e polimerizados oxidat..ivameot..e a lignina 

por peroxidasas 

CStaÍÍord, 19B1>. 

10 



han sido investigadas por Fujiwake et 

~l~zimas. que int.el'vienen en la conversiÓn de 

:;¡/--' 
L-f'~I'l.í.l.'tlanin;a: en los diferentes ácidos f'enólicos; ha sido 

.~t~blec:!l§á como sigue: L-fenilalanina traI1$ 

dih~~2b ·~~!a~:';~2:{dO¡tinIár'tcb _~E!!!~ p.ei do caf'ei ca 

Acido "ferúlico Capsaicinoides CFig. 2J. 

RUTA DE DI OSI tITES! S 

DE CAPSAICINOIDES 

f'ENILAL.ANlt~A 

FA~. 1 
ACIDO CINAMICO 

AC"!, 1 
ACXDO. CUMARICO 

AC3H 1 
ACIDO CAFEIeo 

ACOMTl 
AcrDO . FERU1.,ICO 

1 
V"A,lN:n.LXLAMJ.i.: A 

cs ve,"o ORASO 

CAPSAICINOiDES 

n 



Figura 2. Rut.a de biosint.es~s de los aapsaicinoides. 

FAL, Feni1alanina amonio . liasa; AG4H, ácido cinámiao 4 

hidroxilasa;. AG3H, ácido cumáÍ'ico 3 hidroxUasa;. AGOMT·, ácido 

caf"éico o-met.il t.ransÍerasa y GS capsaicinoide sint.et.asa 

(Iwai et al., 1978; Fujiwake et al., 1980a y 1980b). 

4.5. i. -Fe ... üa,L«nl.na. e>mon'o Li.G\SG\ (FAL) •• 

La biosínt.esis de muchos compuest.os Íenólicos veget.ales 

t.ales como los ácidos Íenólic:os, f'lavonoides, ligninas y 

Íenilpropanoides se inicia con la act.uación. de la 

f'enilalanina amonio liasa, enzima .descrit.a por Koukol y Gonn 

<1961>. Est.a enzima part.icipa en la eliminación del grupo 

amonio de la :fenilalanina para dar ácido t.rans cinámico. 

G008 

O·~CHz9H - NHz 
OGH=GH-COO~ 

Fenilalanina Acido cinámico 

Por est.e mot.ivo es una enzima que ha recibido una gran 

at.ención en est.udios de regulación de biosint.esis de Íenóles 

<Cunha, 1987; Hahlbrock et al., 1971, 1973; Wescot.t. 1976). Se 

ha encont.rado en plant.as, en ciert.os hong.os y en algunas 

algas, pero no ha sido report.ada para animales. Se ha 

encont.r-ado que la enzima int,act.a posee un peso molecular' de 

alrededor de 330,000D y que es t.et.ramérica con subunidades 

idént.icas o muy similares, con dos sit.ios act.ivos por-

t.et.rámero. Act.úa a un pH ópt.imo de alrededor de 8.7, sin 

necesidad de cofact.ores. Se ha encont.r-ado ~n cit.oplasma, 
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microsomas y en la fracción mit.ocondrial. Se ha mencionado 

'también que es inducida por luz <Zucker, 1965). et.i1eno y 

ácido giberélico <Hanson y Havir, 1981) .. 

4.5. Z. -Aei.do ci.nó,mi.co 4-hidroxn .... o. tAC4H). 

Una re@;'ulaci6n de compuest.os fenólicos a ni,vel de 

hidroxilaci.ón del ácido cinámico ha sido propuest.a pOr 

Russell y Conn (1967). En est.e paso int.erviene la ácido 

cináJilico 4-hidroxilasa, que es una monooxigenasa veget.al· 

ampliament,e dist.ribuida <Oba y Conn 1988; Rlissell 1971). 

Est.a enzima cat.aliza la incorporación de un grupo 

hidroxilo en la posición 4 del ácido cinámico para dar origen 

al ácido cumárico. 

COOH 

OCH=¿H + Oz 

Acido cinámico 

NAOPH NAOP + COOH 
__ ~ ______ L.. OH-O -CH=~H + HzO 

Acido cumárico 

3.5. a. -Aci.do cumÓ-rico a-hidroxi.taso. (ACaN). 

Por su part.e, la enzima ácido cumárico 3-hidroxilasa 

caf,aliza la incorporación de ot.ro grupo hidroxilo,pero en 

est.e caso en la posición 3 del ácido cumárico para dar origen 

al ácido caf'éico <St.af'f'ord, 1974). 

COOH NAOPH NAOP+ OH ¡COOH 

08- O-CH=~H + Oz .. --~------_l.. OH-O-CH=CH + H20 

Acido cumárico Acido caf'eíco 

Tant.o la AC4H como la AC3H han sido clasificadas como 
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oxigenasas microsomales que requieren oxigeno molecular y 

meI'Capt.oet.anol como co:fact.ores, NADPH como agent,e reduct.or 

as1 como un pH ópt.imo de 7.5 para AC4H y de (') para AC3H. 

Ambas enzimas se han encont.rado asociadas a membranas y son 

cit.ocromo p-450 dependient.es; el Herro del cit.ocromo se 

combina con Oz, el cual ent.onces reacciona con el sust.rat.o y 

es hidroxilado bajo acción cat.álit.ica de la enzima. El 

:fierro su:fre cambios redox e int.eracciona con el agent.e 

reduci.or NAD?H. El grupo hidroxilo es ent.onces int,roducido en 

el carbón especi:fico correspondient.e a la molécula del 

sust.rat.o (But.t. y Lamb, 1981). 

También son est.imuladas por luz (Halhbrock et al., 

1971>, Y heridas (Camm y Towers, 1973) 

4.!J. 4. -Ac\.do ca.fei.co o-mettL tra.nsfer"osQ (ACOMT>. 

La met.ilación de compuest.os poli:fenólicos reduce la 

react.ividad química de los grupos :fenólicos. Est.o increment.a 

la evidencia de que las t.ransmet.í1aciones pueden jugar un 

papel crucial en la dirección de int.ermediarios dent.ro de la 

rut.a de biosint.esis est.os c;:ompuest.os. La reacción 

cat.alizada por est.a enzima involucra la t.rans:ferencia de un 

grlJpo met.ilo de la S-adenosil met.ionina (SAM) al ácido 

calaico para producir ácido f'erúlico (PolJ.lt,on et al.., 1976). 

OH COOH 

OH-Q-CH=6H 

Acido cafeico 

SAM SAH H~ COOH 

__ ~ ___ L OH-Ü -CH=tH 
Acido f'erúlico 
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en la bioslnlesis de 

Como' ',ya ,se menci on6 necesi t ca SAH como 

" 

del grupO' maLi 1 o, Li ene un pH 6pli IIlO de 6"':8, 

;:,f'r~~~nci a d,,:. iones como Mg parece no ser necesaria pero se 

'h,ª' vist.o que puede proporcionar en algunos casos una ligera 

estimulaci6n y/o esLabilizaci6n de la enzima CF'inLle y K'21ly, 

1974) 'n~ne cc;¡mo mejores suslralcs al, ácido eafeieo, ácido 

6-hidroxiferúlico y 3,4,6~trihidroxieinámico CRhodes G>t :xl., 

1976) . Su act.ividad puede ser ine,-ernentad.a por e¡.ilen·.:i. 

infecciones. virus. har i das y hor monas la 

sínt.eSis de 11gn1nas CPoult,on, 1981) 

1 nVQl ucr,a 1 a condensaci 6n .-:le 1 a val ni 11 i 1 ami na con un 

á¡;;ido graso 'para original:" el grupo'de compuest.as denominauos 

capsaicinoid'il"s. 

OH-~ -CH2NH2

T
ACldO Graso V 

Vainillilamina 

HsCO 
OH- D -CHzNHCOR 

Capsa.lcinoide 

celular-es de pericarpio y placenta como fuente de Ce:. 

hallándose t.oda la actividad de slnlesis en 1;.;, ft'accL:m 

mit,:Ocondrial ymicrosomal de ambos ·._I·"ai.·et al.. 1978;. . 

Est.udios posteriores. mostr.3r-on la nec~si.d.ad 
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cofactores como ATP. y Mg2' pues. en ausencia_ de· ést.:os lá 

acU vi dad disminuia más del 5.0%. mi'en:lras que el uso de 

acil-CoA y enzima aumentaba hast.a· más de séis veces la' 

sintesis "de capsaicinoides_ Es por ello que' se propusferon 

.. dos pasos en la sintesis: primer;;' iaforínaci.6n de ;aeil,-Cc>A. a 

part.ir ·de. los componentes en presend,,a-de ATP y Mg2 Y SegUnda' 

la condensací 6n con la vainl1lilamina para formal- el 

capsaicinoide correspondiente CFujiwaké.et aL, 19aOb), Estos 

mis:mos autores. midieron la especificidad de sustrat.o· con 

diferent.es donadores acil.o de difel-énte númerO de carbonos, 

encont.¡- andas'? que era mejor . el q)Je ¡ .. H"odLtci a 

'I~or di hi dl- oc ap~ ai ci na. por lo que es posible qt.le la 

composici6n de capsaicinoides no· tanto por la 

especi f i C".l dad por el sustr'ato. sino por la abundancia 

relat'i va de los precursores acllo, 



OBJETIVO 

DETERMINAR LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE 

-FENILALANINA AMONIO LIASA 

-ACIDO CINAMICO 4-HIDROXILASA 

-ACIDO CUMARlCO 3-HIDROXILASA 

-ACIDO CAFEICO O-METIL TRANSFERASA 

-CAPSAICINOIDE SINTET ASA 

EN CALLOS DE CHILE PARA DETERMINAR LA FUNCIONALIDAD DE 

LA RUTA DE BIOSINTESIS DE CAPSAICINOIDES EN TEJIDO 

DESDIFERENCIADO. 



MATERIAL Y METODOS. 

l._MATERIAL BIOLOGlOO. 

1.1.-ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE CALLOS. 

Para la inducción y est.ablecimient.o de los cult.ivos de 

callo se ut.ilizó el medio de Murashige y Skook (1962) Tabla 

1, Apendice. Los callos se indujeron a part.ir de segment.os 

de hipocótilo de plánt.ulas de t.reinta. días obt.enidas 

asept.icament.é a part.ir de la germinación de semillas de chile 

serrano var Tampiquei'ío 74 (Capsicum annuum L.) obt.enidas de 

semillas PRONASE, México. 

Para ello las semillas f"ueron previament.e remojadas en 

agua dest.ilada durant.e una hora en agit.ación cont.inua y un 

minut,o en alcohol al 96%. Post.eriorment.e en la campana de 

f"lujo laminar las semillas se t.rataron durant.e 15 minut.os al 

vacio con una solución de blanqueador (cloralex) al 20% (v/v) 

cont.eniendo 0.1% de t.ween 20. Después se enjuagaron las 

semillas en un embudó büchner con un lit.ro de agua dest.ilada 

est.éril. Las semillas se sembraron direct.ament.e en f"rascos 

grandes con 40ml de medio básico MS. 'Todo el mat.erial 

ut.ilizado así como los f"rascos con medio f"ueron previament.e 

est.erilizados a 121Q C y una presión de 1.05kg/cmz durant.e 15 

minut.<:>s. 

AlU se dejaron germinar y desarrollarse durant.e un mes 

al cabo del cual se obt.uvieron plant.ulas de aproximadamen,t.e 

16 cm de alt.ura. 

El cult.ivo de callos se est.ableció a part.ir de explant.es 
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de hipocót.ilo. inoculados enfrascas gerber (cuat.ro explant.es 

de aproximadament.e 1.5cm de laY-go por frasco) cont.eniendo 

20m1 de medioMS adicionado con 6.26¡..¡M de 2,4-D (ácido 

diclorofenoxiacét.icoJ y O.44¡..¡M de BA (benciladenina) . Est.e 

cult.ivo se dejó crecer durant.e un mes. mant.eniendose bajo 

condiciones de luz cont.in08, en un rango de t.emperat.ura de 

25-27°0. A part.ir de 19S callos obt.enidos se realizaron 

t.l'ansferencias a medio nUevo cada 25 dias para mant.ener el 

c1.11t.ivo y llevar a cabo los ensayos enzimát..icos; est..os 

cult.ivos fueron mant.enidos en las mismas condiciones de luz y 

t..emperat..ura descrit.os para la inducción de callo. 

Para obt.ener la curva de crecimient.o de los c1.tlt.ivos de 

callo se inocularon porciones de 19 de peso fresco en 10ml de 

medio en frascos gerber, y se incubaron en las condiciones 

ant.es descrit.as. A cada t.ercer dia se colec1:..aron t.res 

muest.I'as y se det.eI'minó el peso fresco; 

1. 2. -OBTENCION DE: FRUTOS DE CHILE. 

De las plánt.ulas obt.enidas en condiciones 

<inciso 1.1) algunas fueron t.r'ansferidas a suelo 

asept.icas 

est.éril en 

donde permanecieron pOI' un periodo de aclimat.ación de un mes. 

Post.er-ior-ment.e fueron t.ransferidas al invernadero hast..a la 

producción 

difer·ent.es 

de frut.os. 

t.iempos de 

Los frut.os fueron 

maduración para 

det.erminaciones 'enzimát.icas correspondient.es. 
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2.~ ENZIMATlCAS. 

La . de~érminación de la act.ividad de las "diferentes 

enzimas se hizo ~an~o en t.ejido calloso como en los frut.os de 

Chile. Cada muest.reo se realizó cada' t.ercer dia por 

t.riplicado periodos de 15 dias a part.ir del 

subcult.ivo de· callos. Para las det.erminaciones enzimát.icas 

en frutos de chile se USó 

chile y se t.omaron chiles 

la misma met.odologia 

de diferent.es t.allas 

con O.5g de 

(dos frut.os 

para cada ext.racción) cosechados a los 8, i5, 22, 30 Y 50 

días después de iniciada la floración. 

2. 1. "FENILALANINA AMONIO LIABA (FAL). 

Se ut.i1izó la met.odologia propuest.a por Koukol y Conn 

(1961). 

2.1.1.-.Ext.racción. 

Medio gramo de t.ejido calloso fue homogeneizado en frio 

en un mort.ero con 6.5ml de una solución amort.iguadora Trizma 

HOl 0.05M pH 8.8 Y mercapt.oet.anol 0.015M. 

:filt.rado por doble gasa y cent.rifugado a 

El homogenado ¡ue 

50,OOOXg durant.e 30 

min a o·e .. El sobrenadant.e fue recuperado y colect.ado 

mant.eniendose a 4"C para ser usado en el ensayo de act.ividad 

de FAL. 

2.1.2.-Ensayo. 

La mezcla de reacción cont.enla 1.0ml de solución 

amort.iguadora Trizma HOl O.05M pH 8.8, 0.5ml de 

L-fenilalanina 10mM, O.4ml de agua desiornzada y O.1m! de 
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:sobrenadant.e . Se. incubó a 37·0 durant.e una hora y :se parÓ la 

reacción con O.5ml de HCl 6N. 

La mezcla fue ext.raida con 15ml de ét.ér diet.Uieo en un 

embudo de separación, y se recuperó la fase orgánica, de la 

cual se evaporó el ét.er hast.a la sequedad en un .rot.avapor a 

22°C. El residuo se resuSpendi6 con 3ml de NaOH O.OBN. 

La cantidad de áeido cinámico producido fue det.erminada 

por la medición de la absorbancia a 290 nm, ut.ilizando como 

. blanco muest.ras bajo las mismas condiciones, cuyaact.ividad 

fue inhibida con O.Bml de HCI 6N ant.es de agregar el 

sobrenadant.e. Para ajust.ar a cero el espect.rofot.ómet.ro se 

ut.ilizó NaOH 0.05N. 

Z. Z. -ACIDO CINAMICO 4-HIDROXILASA <AC4H>. 

Para est.a enzima se siguió la t.écnica descrit.a por Lamb 

y RubeI"Y (1975). 

2.2.1.- Ext.racción. 

Medio gramp de t.ejido fue homogeneizado en frío en un 

mort.eI"o con 6ml de solución amort.iguadora Trizma HCl O.1M pH 

7.5. El homogenado se filt.ró a t.ravés de una capa doble de 

gasa y Íue cent.rifugado a 12,S50Xg 20 minut.os y a O·C. El 

sobrenadant.e se ut.i1iz6 como fuent.e enzimát.ica. 

2.2.-Ensayo. 

La mezcla de 

amort,iguadora Trizma 

ensayo 

HCl O.1M 

cont.enia 1.5ml de solución 

<150¡:¡moles) pH 7.6, O.25ml de 

mercapt.oet.anol 0.012 M <3 ,umoles), O.25ml de ácido cinánlico 

O.008M (2,umoles), O.26ml de glucosa~6-fosfat.o 0.02M 
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c1ucosa-6-íosíato des.hidrogenasa <0.4 unidades) .. 

O.25m1 NADP O.ooaM (2¡..¡moles) y O.5ml de ext.racto dé enzima. 

Se incubó a 30~C durant.e una hora en agit.ación vigorosa. La 

reacción se def,uvo con la adición de O.1ml de HOI 6N. 

La mezcla f'ue llevada a pH 11 con NaOH SN y f'ue 

extraida dos veces con 5m1 de ét.er diet.ilico. Las f'ases 

orgánicas obt.enidas en ambas extracciones 1'ueron evaporadas 

en rot.avapor. a 22°0 hast.a la sequedad y resuspendidas con 3mI 

de NaOH 1.0M. 

La f'ormaci6n de ácido cwnárico .fue medida 

espect.ro.fot.ométricamente a 340 nm cont.I'a un blanco en el que 

la reacci6n rue det.enida con Hel 6N ant.es de incubar·. 

aj'Jst.ax· a cero de absoJ'bancia :se ut.ilizó NaOH 1.0M. 

2.3. - ACIDO CUMARICO :iI-HIDROXILASA (AC3H). 

La actividad de esta enzima se det.erminó según Russell y 

Conn (1967). peI'o ut.ilizando ácido cumárico como sust.rat.o. 

2.3.1.-Extracción. 

El procedimiento fue .el mismo que se ut.ilizó para A04H. 

2.3.2.-Ensayo. 

La mezcla de ensayo cont.enía 105ml de solución 

amort.iguadora Trizma HOl 0.1M (150¡..¡mo!es) pH '7.5. O.25ml de 

mercapt.oet.anol O.012M (3¡..¡moles), O.25m! de ácido cumárico 

O.008M (2,umoles), O.25ml de glucosa-6- f'osf'at.o O.02M 

(5,umoles), glucosa-Ó-fosfat.o deshidrogenasa (0.4 unidades), 

O.25mI de NADP O.008M <2¡..Imoles) y O.5ml de ext,ract.o de 

enzima. Se inc.ubó a 30·0 dUl'ant.e una hora en agit.ación 



vigorosa. La reacción se det.uvó con la adición de O.1m! de 

HCI 6N. 

La mezcla fue ext.raida dos veces· con B.Om! de ét.er 

diet.i1ico y se recuperaron las fases orgánicas. 

el ét.er en rot.avapor a 22°0. hast.a ~ sequedad. 

se rest.lSpendió con O.5m! de met.anol absolut.o. 

se evaporó 

El residuo 

Se desarI'olló una cromat.ograf1a en capa fina y se raspó 

en el RI indicado para . ácido cafeico (Tabla· II. apendice). 

La muest.ra se leyó a 316 nm cont.I'a un blanco que se inact.iv6 

con O.1m! de. HCI 6N ant.es de la incubación. 

de absorbancia con met.anol . absolut.o. 

Se ajt.lSt.ó a cero 

z. 4. -ACJDO CAFEICO O-METIL :rRANSFERASA (ACOMT). 

La act.i vidad de AOOMT fue det.erminada según Shimada et 

al.,(1970). 

2.4.1.-Ext.racción. 

Medio gramo de t.ejido fue homogeneizado, cent.rifugado y 

recuperado igual que para las hidroxilasias. 

2.4.2.-Ensayo. 

La mezcla de ensayo cont.enia O.2m! de solución' 

amor-l..iguadora Trizma HOI 1M pH 

O.01~t (1,umoD, O.1ml· de O.04M de 

·O.005M de S-adenosilrne1:.ionina 

8.0, O.1m! de ácido cafei(;:o 

MgOlz (4,umoles), O.1m! de 

(0.5,umoles) y 1.0m! del 

ext.l'act.Q enzimát.ico . La mezcla fue incubada a 30°0 durant.e 

una hor'a y la reacción fue det.enida con O.1m! de HCI iN. 

Se ext.rajó dos veces con 2.6m! de ét.er diet.i1ico. el 

ét.eI' se evaporó en rot.avapor a 22°0 hast.a la sequedad y el 
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residuo se recupereS con O.5ml de met.anol absolut.o. 

Se desarrolló la cromat,ograf'ia en capa iina de aCl .. lerdo 

con 'el inciso 2.3.2 y se raspo en el Rf" indicado para ácido 

f'erúlico <Tabla Il, apendice). Se leyó el rect.iperado a 

323nm, cont.ra un blanco inact.ivado ant.es de iniciar la 

reacción. El ajust.e de la absorbancia se hizó con met.anol 

absolut.o. 

2. l:ó. -CAPSAl:CINOIDE SINTETASA <CS). 

Se siguió la t.écruca report.ada por Iwai et al.,(1978). 

2.5.1.-Ext.racción. 

Medio gramo de t.ejido fue homogeneizado en frio en un 

mort.ero con 6ml de solución amort.iguadora Trízma Hel O.1M y 

pH 6.8, filt.rando por doble gasa y cent.rifugando a 12,850Xg 

por 20 minut..os a ooe. Se recuperó el sobrenadan'te. 

2.5.2.-Ensayo. 

La mezcla ,de ensayo cont.erua O.1ml de Trizma Hel OAM 

<~moD pH 6.8, O.025m1 de vcfuillilamina O.2M (5,umoles),. 

O.025m1 de ATP O.04M (1 ¡..¡moD, 0.025ml MgOlz O.04M <1¡..¡moD, 

O.025ml de ácido isocápl;'oico O.04M <i¡..¡moD y O.3m! de 

ext..ract.o enzim.át.ico. La mezcla tue incubada a 37°0 dUI'·ant.e 

una hora y la reacción fue det.enída con O.1m1 de HOI 1N. 

La mezcla fue ext.raida con 2.6ml de clor'oformo el que se 

evaporó hasta la sequedad en un :r-ot.avapor a 50°C El 

residuo se recupe:r-ó con 0.5ml de met.anol abso!ut,o. Se 

desarrolló la c:r-omat.ografia en capa f'ina de acue:r-do al con el 

inciso 2.3.2 y se :r-aspó en el Rf indicado para capsaicina 
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(Tabla Il, apendice). Se leyó el filt.rado a :aaOnm cont.ra un 

blélnco inact.ivado. 

absolut.o. 

Para ajust.ar a cero se ut.ilizó met.anol 

Z. <S. -DEFINICION· DE ACTIVIDAD ESPECIFICA. 

La act.ividad especifica de t.odas las enzimas en est.e 

estudio se deíine como los nmoles de product.o liberados por 

1mg de prot.eina en 1 minut.o. 

3.-DETE:RMlNACION DE PROTElNAS. 

El cont.enido. deproteinas en los ext.ract.os erutimát.icos 

fue de t.ermi nado pOI' el método de Bradford (1976) usando 

albumina de suero bovino como pat.rón <Tabla 111 y Figuras A y 

B, apendice) 

4.-ESPECTROS DE ABSORCION. 

Se realizaron los espect.ros de absorción del ácido 

cinámico, ácido p-cumárico, ácido ca:feico, ácido :ferúlico y 

caps..ucina <Figuras e-a, apendice), y t.ambién se 

t"st.ablecieron sus curvas patrón de concent.ración, que :fueron 

línearizadas por el· mét.odo de mínimos cuadrados para obt.eneI' 

la ecuación correspondient.e <Figuras H-L , apendice), 

Para estas mediciones así como para las de act.ividad 

enzimát.ica se .uf,ilizó un espect.rofot.ómet.ro DU-6 Beckman. 
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RESULTADOS. 

1.-Crecimient.o de callo. 

La curva de crecimié:nt.o de callo (Fig 1, Tabla IV 

.. apendicie) nos muest.ra que es a part.ir del decimoquint.o día 

después del cult.ivo cuando el crecimient..o parece ent.rar en 

la fase est.acionar:ia y permanece en est.a hast..a el vigesimo 

dia. 

2.-Det.errninaciones enzimát.icas en callo. 

En cuant.o a las act.i vidades enzimát.icas en callo> las 

act.ividades de FAL, AC3H, ACOMT y CS alcanzaron sus valores 

máximos el sépt.imo dia mient.ras que para AC4H el valor mayor 

est.uvodado el decimoprimer día después del cult.ivo aunque el 

sépt.imo día t.ambién regist.ró un awnent.o de act.ividad. Las 

ot.ras enzimas t.ambién t.uvieron ot.ros picos de act.ividad que 

fueron para FAL el dia 13; AC4H el día 13 y como ya se 

mencionó el día 7; AC3H el día 11; ACOMT el día 15 y por 

ult.imo CS los días 11 y 13. Para CS la act:ividad a los días 3 

y 5 no fue det.ect.able. El experiment.o fue repet.ido con un 

secundo cult.ivo, y los cambios en la act.ividad :fueron 

similares, lo mismo que los picos. de .áct.ividad máxima, aunque 

las act.ividades fueron un poco menores que las medidas en el 

primer experiment.o <dat.os no most.rados). 
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O'AS DE CUlo TIVO 

Fil;ura 1.-Curva de crecimiento de callos de 

chile cultivados en el medio MS conteniendo 

6.25 ¡.¡M de 2,4-D y O.44¡.¡M de BA. Cada valor 

represent.a la media de t.res replicas y las 

barras sus desviaciones estandar. 
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2.-Act.i vidad enzimát.ica de 
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Figura 5.-Ac"lAvidad enzimát.ica de 

ácido cafeico o-met.H t.ransÍerasa <ACOMT) en 
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Cada punt.o represent.a la media de t..res 
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3.-Cr-ecimient.o del frut.o. 

La c~rva de cre.cimient.o de chile t.ant.o en t..alla como en 

peso (Fig-.7, Tabla V apendice) nos muest.ra que el t't-ut.o de 

chile serrano Tampiquei'lo 74 (Capsicum annuum L.> alcanza su 

-talla máxima hast.a el día 30 deSpués de iniciada la 

floración, aunque el crecimient.o en peso cont.inuó por el 

eng-rosamient.ó del frut.o. 

4.-Act.ividades enzimát.icas en frut.o de chile. 

Las act.ividades enZimát..icas en chile par'a FAL, A04H, 

AC3H, ACOMT y OS (Figs. 8, 9, 10, 11 Y 12 respect.ivament.e. 

Tabla VI! apendice) most.raron los picos de mayor act..ividad 

para t.odas el día 30 después de iniciada la floración, FAL y 

AC4H t.uvieron un peque50 pico el día 15 y la act.ividad de CS 

no fue det.ect.able hast..a el dfa 22. Los valores obt.enidos 

para chile fueron mayores que los que se obt.uvieron en callo 

(Figs.2-ó) aunque para las t..res primeras fue menos not.orio 

siendo los valores máximos de act.ividad en chile para FAL 

. 50%, AC4H 35%y AC3H 25% mayores que los máximos <;>bt..enidos en 

callo, mient.ras que para ACOMT y CS la áct..ividad llegó a ser 

hast.a apr·oximadamo;¡nt.e cinco· y seis veces respect.ivament..e 

mayores en chile que en callo (en el día 30 después de 

iniciada la floración). 
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Fi¡;ura 7,-Crecimient.o de ¡ruto de chile 

(Ccrpsicum annuum L,) en peso Íresco y en 

longit.ud después de iniciada la f"loración. 

Cada valop represent,a la media de t.res 

replicas y las barras sus desviaciones 
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OlAS OESPUES DE FLOflACION 

Fi¡;ura 9.-AcLividad enzimát.ica de 

ácido cInárnico 4-hidroxilasa (AC4H) pn frut.o 

de chile. Cada punt.o represent-a la media de 

t..res replicas y las barras sus desviaciones 
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Fi¡¡;ura 10.-Act.ividad enzimát.ica de 

ácido cumárico 3-hidroxilasa (AC3H) en f'rut.o 

de chile. Cada punt.o represent.a la media de 

t.reos replicas y las barras sus desviaciones 

est,andar. 
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I 
i>ISCUSION 

El cl'ecilTÚent.o de callo parece ent.rar en su fase 

¡ 
I est.acionar'ia de crecimiEm"to en el decimoquint.o diadespués 

del cult.ivo <Fig. 1), mient.ras qUEl los picos máximos de 

act.ividad enzimát.ica se dieron .en el sépt.imo dia, es inch¡so 

fue en est.e dia cuando empezó a regist.rar act.ividad <Figs, 

2-6). La relación inversa ent.re met.abolismo primario (en 

caso crecimient.o celular) y met.abolismo secundario 

(sínt.esis de capsaicinoides) basada en la compet.encia en la 

ut.ilizaciÓn de precursores comunes propuest.a por Lindsey y 

Yeoman (1985), podría explicarnos por qué es no muest.ra 

act.ividad det.ect.able los primeros días sino hast.a el sépt.imo 

dia cuando probablement..e· el met.abolismo primario disminuye y 

la sint.esis de capsaicinoides se inicia, en t.ant.o que las 

ot.ras enzimas (FAL, AC4H, AC3H y ACOMT) si est.an act.ivas pues 

int.ervienen t.ambién en ot.ras rut.as met.abólicas, como la de 

producción de ligninas para la formación de la pared celular 

que parece ser la que más compit.e por los íenilpropanoides 

precursores de capsaicina (Hall et al, 1987), 

Por ot.ro lado el frut.o de chile alcanza su Lalla máxima 

el dia 30 después de su floración, en el que se r .. ::-gist.ró 

t.ambién el pico máximo de act.ividad para FAL, AC4H, AC:,¡H, 

ACOMT y CS que hast.a el día 22 empezó a t.ener act.i viciad, lo 

que nos indica que la compet.encia ent.re el m",t.abolisrno 
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ÁPENDICE 



TABLA l. PREPAAACION DE MEDIO MS 

-----------------_._._-----
Compuesto Concent.ración 

Macronut,rient,es 

KHZP04 

MgS04.7HzO 

FeS04.7HzO 
NazEDTA 

Micronu'trient,es 

KI 

CoClz .6HzO lal 

HB03 

NazMo04.2HzO(b> 

St.ock Medio MS 

1000 X (SOmI) 
22g 

400 X (50mI) 
3.4g 

400 X (50m!) 
7.4g 

200 X (100mn 
0.557g 
0.745g 

1000 X <60mI) 
O.0415g 

(o.) 
De uno. sol 

Z. ~mg/nlt. se loma. 

O . '5mt para lo. 

sol. a.nterior. 

400 X (SOm!) 
O.124g 

(b> 
De uno- sol 

25 mg/mt se tomo. 

O. Z mt pcu'" lo. 

soto o..nleri.or. 

1ml/l 

1.9g/1 

1.65g/1 

2.5ml/l 

2.5ml/l 

6ml/l 

lml/1 

2.5ml/l 



MnS04.HzO 

(c) 
ZnS04.7HzO 

CuS04.5HzO (d> 

Vít.aminas 

Glicina 
Piridoxina Hel 
Ac. Nicot.inict;) 

Tiamina HC1(e) 

Inosit.ol 

Sacarosa 

·400 X (50mD 

O.336g 

(C)De uno. sol 

17zmg/ml se toma 

i. Ornt para la 

so\. . ant-er\..or. 

(e\) 
De uno. soL 

z.5rng/mt se toma 

o. Zrnl paro. 

sol.. a.nleri.or. 

100 X <250mI) 
50mg 
12.5mg 
12.5mg 

(e)l).. un", sol 

Z.5 rng/rnl .. e tomo. 

1.0mL 

2 .. 5g 

pH 5.8 
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10ml/l 

3g/1 



TABLA JI. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA. 

Pasos 

Preparación de 

capa adsorbent.e 

Aplicación de la 

placa 

Act.ivación de la 

placa 

Aplicación de las 

soluciones problema 

Desarrollo 

Revelado 

-20g de silica gel. 

-44ml agua desionizada 

9.22ml de fluoresceina. 

En placas de vidrio (ZOX20cm) 

espesor de la capa 1mm <preparat.iva) 

Tiempo de fraguado 2-4 mino 

En est.ufa a 100·0 durant.e 1 hr 

50/-11 de cada muestra a una díst.am;:ia 

de 1.5 cm del borde inferior. 

Solve.nt,e. Benceno:Acido acét.ico 
4:1 <V/v). Alt,ura 15cm a partir del 
punto de aplicación 

Indicador :fluorescent.e(fluoresceina) 
Lámpara U. V. 

RIS obt,enidos. 
A. OaÍeico 0.2 <3/15cm) 
A.Fertilico 0.53 <8/15cm) 
Capsaicina 0.4 (6/15cm) 

55 



~ecuperación 

Lect.ura 

Raspado de la placa 
indicado ! 1 cm 
% de recuperación 80%. 

en el 

Se recupera con 4 ml . de ~t.anol en 
un embudo Büchner f"ilt.I'ando pOI' 
papel What.man No. 1. Y se lee el 
filt.rado a la longit.ud de onda 
correspondient.e. 
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TABLA Ill. DETERMINACION DE PROTEINAS 

MACRO 
200-1400¡..¡g/mI 

MICRO 
-26¡..¡g/ml 

METODO BRADFORD (:l976). 

60/-11 de la. muest.r-a + 2.6 
mI del r-eact.ivo de 
Bradford (Sio Rad) diluido 
<Dilución 1:6 con agua). 

0.9 mI de muest.r-a + 0.2 ml 
del react.ivo de Br-aMord 
(Bio Rad) concent.rado. 

Reposar 6 minut.os a t.emperat.ura ambient.e 

Me<lir absor-bancia a 696 nm 
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fJG PRO TEI NA 

Figura A). Curva pat.rón de prot.etnas. 

det.erminadas por el mét.odo Bradford (Macro) 

Los punt.os represent.an los valores 

experiment.ales y linea la regresión 

polinomial obt.enida por el mét.odo de núnimos 

cuadrados. La ecuación y la varianza t.ambién 

obt.enidos por est.e rilét.odo fueron. 

Ecuación. 

Varianza. 

y >= 2.617X10-s 1.346X10-z(X) 

-4.0S2X10-a 

58 



II 
z ., 
g 
.. 

'" ü 
z .. 
"" a: 
o 
en 

"" .. 

• 

• • 
. ~ 

• 
• 

• 
o ~ __________ ~ ____________ ~ __________ ~~ ______ ~ __ ~ 

o a 10 1& 

¡liG pAOTEINAS 

B). Curva pat.rón de prot.eínas, 

det.ernrinadas por el mét.odo Bradford (Micro) 

Los punt.os represent.an los valores 

experiment.ales y la linea la re~r'esión 

polinomial obt.enida por el mét.odo de mínimos 

cuadrados. La ecuación y la varianza t.ambién 

obt.enidos por est.e mét..odo fueron. 

Ecuación. 

Varianza. 

y .. 1.031X10-1 3.742X10 -z(X) 

-1.02BX1 0-<1 
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DlA 

o 
1 

3 

5 

7 

9 

11 

13 

15 

TABLA IV.~CRECIMIENTO DE CALLO 

PESO FRESCO (g) 

MEDIA (X)' 

1.0 

1.0 

1.062 

1.249S 

1.3233 

104227 

2.1114 

2.1523 

2.6157 

DESVIACION ESTANDAR 
(S) 

o 
O 

0.0362 

0.0040 

0.02877 

0.3551 

0.4278 

0.09956 

0;9818 

----------,---_. 
TABLA V.- CRECIMIENTO DE CHILE 

OlA TALLA (cm) S PESO FRESCO (g) S 
X X 

8 1.5 0.5 0.3153 0.15 

15 3.5 0.4 0.6277 0.22 

22 5.5 1.0 2.8623 0.51 

30 6.5 O.S 4.4067 1.3 

50 6.5 0.5 6.5041 2.9 

._._-------
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TABLA VI.- ACnVIDADES E~IMATICAS EN CALLO 

"OlA ENZIMA.. MEDIA <DESVI.ACION ESTANDAR). 

FAL AC4H " AC3H ACOMT es 

3 14.5(2.0:> 7.2(0.36:> 21.6(3.2) 5.7<0.6) NO. 

6 16.7(2.1> 6.3(0.33) 20.3<1.3) 3.4(0.7> ND 

7 46.9(2.2) 9.2(0.47) 56.3<8.0) 7.1<1.7> 38.1<6.6) 

9 10.7(1.7> 2.4<0.13) 4.4(0.5) 3.3(0.6) 9.5(2.7> 

11 - - - - 10.5(0.96) 13.7<2.5) 3.8<0.5) 22.4(5.4) 

13 20.8(4.2) 1,0.2(0.6) - - - - 1.9(0.4) 26.6(8.8) 

15 4.7(0.8) 5.3(0.7> 4.2(0.4) 6.5(o:~n 13.7<4.9) 

TABLA VII.- ACTIVIÚAD ENZIMATICA EN CHILE. 

DIA ENZIMA. MEDIA (OESVIACION ESTANDAR) 

FAL AC4H AC3H ACOMT CS 

8 14.2(1.í') 1.2(0.09) 16.6(4.5) 4.7(0.9) ND. 

15 18.8(6.8) 1.9(0.10) 29.9(5.5) 10.8(1.7) ND 

22 4.8<2.0) 1.5<0.14) 66.8(8.4) 17.9<1.9) 10.4(2.5) 

30 71.9(6.6) 14(2.4) 68.9(7.4) 38.4<2,9) 249<17.7) 

50 4.0(0.7) 1.2<0.06) 24 <:3J3) 22.1(2.3) Bt<14.a) 

R ___ ~ __ '_' __ 

... Act.ividad no det.er.t.able. 

61 



o ~ ______ ~ ______ ~ ______ ~ ______ ~ ______ ~ ______ ~--J 
310 3~O ll.!lO 370 Z70 ZIIO 

LONGI TU!) DE ONDA NM 

Figura (C).-Espec{.ro de absorción del ácido 

cinámico en NaOH O.05N. 

62 



.08 

.06 

.02 

o ~------~--------~----~-P--------~------__ ----~ 250 270 410 330 

LONGITUD DE O~DA NM 
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CINAMICO 

pat.rón de 

• 

70 100 

concent.r·ación de 

ácido cinámico en NaOH O.05N Los punt.os 

represent.an los valores experiment.ales y la 

Hnea la regresión polinomial· obt.enida por el 

mét.odo de miIrl,mós: cuadrados:. La ecuación . y la. 

varianza obt.enidas t.ambién. por est.e mé1..odo 

lueron: 

EcuaciÓn. 

Varianza. -1.491XiO 
-4 
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I\IMOLES CUNARICO 

<D.-Curva patrón de 

cumárico en NaOH 

e 8 

concentración de 

1M. Los punt..os 

represent.an los valores experiment..ales y la 

linea la regresión polinomial obt..enida por el 

mét..odo de mínimos cuadrados. La ecuación y la 

varianza obt..enidas t..ambién por este mét..odo 
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CAFEteO 

Fi\t. (J}.-Curva pat.rón de cont:ent.I·ación de 

ácIdo cafeico en met.anol absolut.o. Los punt,os 

represent..an los valores expel'iment.ales Y la 

linea la regresión polinomial obt.enida por el 

mét.odo de mínimos cuadr.ados. La ecuación y la 

varianza obt.enidas t.ambién por est.e mét,6do 

fueron: 

Ecuación. 

Varianza. . -;<:.346X10-:¡ 
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Fig. (K).-Curva patrón. de concent-ración de 

ácido ferúlico en met.ariol absolut.o. Los. punt-os 

represent.an los valores experiment..ales y la 

linea la regresión polinomial obt..enida por el 

mét.odo de mínimos c\.ladrados. La ecuaciÓn y la 

varianza obt..enidas t.ambién por est-e mét..odo 

fueron: 

Ecuación. 

Varianza. -S.862X10 -6 
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40 00 

CAPSAICINA 

pat.rón de 

80 100 

concent.rac!ÍóTl 

capsaicina en met.anol absolut.o. Los puntos 

represent.an los valores .,.xperimentales Y la 

linea la regresión polinomial obtenida por' el 

método de minimos cuadrados. La ecuación y la 

varianza obtenidas t,ambién por este método 

fueron: 

Ecuación. 

Var-ianza. 
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