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RAFAEL AYALA PONCE. 2017. Determinacién de la actividad antioxidante de frutos de chile habanero
(Capsicum chinense Cv. chocolate) y su relacion con los principales compuestos activos. Tesis de
Licenciatura, Facultad de Quimico Farmacobiologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,
Morelia, Michoacan, México (Director de Tesis. Dr. Rafael Salgado Garciglia), 68 p.

RESUMEN

México cuenta con una gran variedad de frutos comestibles a los que se les atribuyen
propiedades antioxidantes, un ejemplo de éstos, son los chiles, frutos de las plantas que
pertenecen al género Capsicum, que presenta diferentes especies y una gran diversidad
de variedades o cultivares, entre ellos al chile habanero (Capsicum chinense), que tiene
como principal caracteristica el ser uno de los mas picosos del mundo. La capacidad
antioxidante se ha relacionado con el tipo de compuestos bioactivos presentes, con la
etapa de madurez de los frutos y con los diversos genotipos. Para estudiar esta relacion,
en la presente investigacion se evaluo la actividad antioxidante por los métodos DPPH y
ABTS de diversos extractos (metandlico, acetato de etilo y hexanico) de frutos de Chile
habanero Cv. chocolate en tres estadios de maduracion (inmaduro, intermedio y maduro)
y se correlacion6é con el contenido de acidos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico,
carotenoides y capsaicina, determinados por métodos espectrofotométricos. Los
resultados mostraron desde una moderada hasta una alta actividad antioxidante en los
frutos, la cual dependié del estadio, del tipo de extracto y segun el método de
determinacién empleado. Con el método DPPH se observo la mayor actividad en los frutos
en los tres estadios (inmaduro, intermedio y maduro) con 91.63%, 81.29% y 87.3%,
respectivamente; la actividad antioxidante mas alta determinada por ABTS también fue en
los extractos metandlicos, observando un 58.35% y 60.9% en los frutos de los estadios
intermedio y maduro, respectivamente. Al compararse los porcentajes de la actividad
antioxidante de frutos maduros de chile habanero Cv. chocolate con los de los cultivares
comerciales amarillo, naranja y rojo los extractos metandlico y de acetato de etilo fueron
similares entre ellos (84.03%-90.3%), con un menor porcentaje en frutos del cultivar rojo
(66.64%), determinado por DPPH. Los porcentajes de actividad antioxidante por ABTS
estuvieron en un intervalo de 56.45%-60.93% en un orden de rojo > chocolate > amarillo
> naranja. En conclusion, se determiné que la actividad antioxidante del extracto
metandlico de fruto de chile habanero Cv. chocolate fue dependiente principalmente del
contenido de acidos fendlicos y flavonoides. En los otros extractos, esta actividad se
relaciona mayormente con el contenido de acido ascoérbico, carotenoides y capsaicina.

Palabras clave: Antioxidantes, Capsicum chinense, chile habanero, frutos, compuestos
bioactivos.



RAFAEL AYALA PONCE. 2017. Antioxidant activity determination of Capsicum chinense Cv. chocolate
(habanero chili pepper) and its relationship with the main active compounds. B.S. Thesis, Facultad de
Quimico Farmacobiologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Michoacéan, México
(Thesis Director, Dr. Rafael Salgado Garciglia), 68 p.

ABSTRACT

Mexico has a wide variety of edible fruits which are attributed antioxidant properties, an
example of these are chilies, fruits of plants belonging to the genus Capsicum, presents a
great diversity of varieties and different species or cultivars, including habanero chili pepper
(Capsicum chinense), that has as main characteristic as one of the hottest in the world.
The antioxidant capacity has been associated with the type of bioactive compounds
present, the fruits maturity stage and different genotypes. To study this relationship, this
research evaluated the antioxidant capacity by DPPH and ABTS methods from different
extracts (methanol, ethyl acetate and hexane) of chili pepper habanero Cv. chocolate fruit
at three stages of maturity (immature, intermediate and mature) and correlated with the
content of phenolic acids, flavonoids, carotenoids, ascorbic acid and capsaicin, determined
by spectrophotometric methods. The results showed a moderate to high antioxidant
capacity in the fruits, which depended on the maturity etape, the type of summary and
according to the method of determination used. With the method DPPH was observed
increased activity in fruits in three stages of maturity (immature, intermediate and mature)
with 91.63%, 81.29% and 87.3%, respectively; the highest antioxidant activity determined
by ABTS was also in the methanol extracts, noting a 58.35% and 60.9% in the fruits of the
intermediate and mature stages, respectively. When the percentages of the antioxidant
activity were comparing of mature fruits of habanero Cv. chocolate with the of commercial
cultivars Yellow, Orange and Red, methanolic extracts and ethyl acetate were similar
among them (84.03-90.3%), with a lower percentage in the cultivar red fruits (66.64%), as
determined by DPPH. Antioxidant activity by ABTS percentages were in the range of
56.45%-60.93% on an order of red > chocolate > yellow > orange. In conclusion, the
antioxidant activity of methanol extract of chili pepper habanero Cv. chocolate fruits was
dependent mainly on the content of phenolic acids and flavonoids. In other extracts, this
activity is mostly related to the content of ascorbic acid, carotenoids and capsaicin.

Keywords: Antioxidants, Capsicum chinense, habanero chili pepper, fruits, bioactive
compounds.



1.  INTRODUCCION

Un grupo de compuestos bioactivos benéficos encontrados en los alimentos son los
antioxidantes, los que tienen un gran beneficio para la salud ya que disminuyen el
estrés oxidante, neutralizando o capturando los radicales libres. A esta actividad
antioxidante se le atribuyen efectos positivos en enfermedades cronico-
degenerativas como la diabetes, la hipertension y el cancer (Moskovitz et al., 2002;
Valko et al., 2007). Algunos extractos vegetales con una alta actividad antioxidante
han mostrado ejercer fuerte actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos (Li et
al., 2005; Kumar et al., 2008).

Entre los compuestos antioxidantes, los mas representativos son los acidos simples
como el acido citrico y el acido ascérbico (vitamina C) y los del tipo fendlico, dentro
de los que se encuentran los acidos fendlicos y los polifenoles como los taninos y los
flavonoides, sin dejar de mencionar a otro tipo de compuestos como los carotenoides
(Porras-Loiza y L6épez-Malo, 2009). Muchos de éstos se asocian a frutos comestibles
como jitomate, chile, berenjena, guayaba, citricos, uva y principalmente a las fresas,

cerezas, zarzamoras, entre otros.

Entre los metabolitos secundarios, los compuestos fendlicos (como fenoles y
flavonoides) se caracterizan por tener actividad antimicrobiana. El efecto de estos
compuestos se ha observado principalmente en hongos causantes de problemas de
salud en humanos, como Candida spp. Por otra parte, los carotenoides como la
capsantinay la capsorrubina, que son componentes claves asociados a la coloracion
roja del género Capsicum, pueden presentar efecto antibacteriano y antifungico
(Brito-Argaez et al., 2009).

México cuenta con una gran variedad de frutos comestibles a los que se les atribuyen
estas propiedades, un ejemplo de éstos, son los chiles, frutos de las plantas que
pertenecen al género Capsicum, que presenta diferentes especies y una gran

diversidad de variedades o cultivares, entre ellos al chile habanero (Capsicum



chinense), que tiene como principal caracteristica el ser uno de los mas picosos del
mundo (Latournerie et al., 2002). En 1912, el quimico Wilbur Scoville desarroll6 la
escala Scoville que mide el grado de picor de un pimiento. Scoville asign6 un valor
de cero a los pimientos dulces, que no pican (Caterina et al., 1997). En el otro
extremo de la escala ubicé a la capsaicina a la que le dio un valor de dieciséis

millones como la sustancia mas picante (Reyes-Escogido et al., 2011).

Los frutos de C. chinense presentan propiedades antioxidantes, proporcionadas por
compuestos como el acido clorogénico y el acido cafeico, a los que también se le
atribuyen un efecto citotoxico por inhibir el crecimiento de células de cancer de colon

(Jayaprakasam et al., 2006).

Otros compuestos involucrados en la actividad antioxidante son los capsaicinoides
como la capsaicina y la D-hidrocapsaicina, que son considerados como antioxidantes
y ademas son los responsables de la pungencia del chile. Por otra parte, posee
propiedades antimicrobianas, las que se explican por la presencia de los
capsaicinoides, aunque no son los unicos compuestos responsables de esta
actividad, ya que los del tipo fendlico y los carotenoides también se reportan como

antimicrobianos (Cichewicz y Thorpe, 1996; Pietarinen et al., 2006).

Estrada et al. (2000), ademas reportan que la cantidad de compuestos fendlicos y
capsaicinoides cambian durante la maduracion de los frutos de Capsicum en un
orden inverso, en frutos maduros hay un incremento de los capsaicinoides pero con

una disminucion del contenido de fenoles totales.

En los frutos de chile se han cuantificado diversos compuestos como fenoles,
flavonoides, acido ascorbico, capsaicina y carotenos, utilizando desde
procedimientos simples cualitativos hasta muy sofisticados que identifican y
cuantifican cada uno de los metabolitos de interés. Dentro de éstos, los métodos de

analisis colorimétricos apoyados por técnicas de espectrofotometria son practicos y



econdmicos, son utilizados para cuantificar el contenido total de cada uno de ellos
Harborne, 1998; Makkar, 1999).

Aunque se ha determinado la actividad antioxidante de diferentes especies de chile,
la relacion de esta propiedad con el tipo de compuestos bioactivos, asi como la
madurez de los frutos, no se ha documentado para las diferentes variedades de chile
habanero (C. chinense), en particular para el chile habanero chocolate (Capsicum

chinense Jacquin Cv. chocolate), objetivo principal de la presente investigacion.

Para estudiar la relacion entre la actividad antioxidante y la madurez de los frutos del
chile habanero Cv. chocolate con el contenido de diferentes principios activos como
los acidos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico, carotenos y capsaicina, el objetivo
de la presente investigacion fue evaluar la actividad antioxidante de diversos
extractos de frutos de chile habanero Cv. chocolate en tres estadios de maduracion
y correlacionar con el contenido de los compuestos bioactivos, los que fueron

cuantificados por métodos espectrofotométricos.



2.  ANTECEDENTES

2.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales son aquellos que proveen beneficios a la salud mas alla
de su funcién nutricional, por lo que se les denomina también alimentos saludables.
El término alimento funcional fue acufado en Japdn en la década de 1980 y tal
concepto se refiere a aquellos alimentos que contienen compuestos con funciones
saludables. Los alimentos son considerados funcionales, si ademas de su efecto
nutricional, favorece una o mas funciones fisiolégicas en el cuerpo humano,
mejorando la condicién fisica general y/o reduciendo el riesgo de enfermedad. Un
aspecto esencial es que la cantidad y la forma de consumo debe ser la habitual en
la dieta, por lo que el alimento funcional es ante todo un alimento y no un farmaco
(Bigliardi et al., 2013).

Este tipo de alimentos pueden ser los alimentos naturales, a los que se le han
adicionado, removido o modificado algun componente o a los que se les ha
modificado la biodisponibilidad de alguno de ellos. Un claro ejemplo de alimento
funcional es la leche deslactosada en la cual la lactosa ha sido removida mediante
su conversién enzimatica a glucosa y galactosa permitiendo el consumo de leche a
personas intolerantes a lactosa (Sir6 et al., 2008); asi como también los tomates cuyo
contenido en licopeno reduce el riesgo del cancer de prostata; muchos pescados en
los que su contenido en acidos omega-3 reduce el riesgo de enfermedades
cardiovasculares; y las frutas y verduras, cuyos flavonoides neutralizan los radicales

libres oxidantes (Pérez, 2006).

No obstante, los alimentos funcionales pueden contribuir a la prevenciéon y
tratamiento de enfermedades denominandoseles nutracéuticos, que son nutrientes
asociados con deficiencias en la dieta, su consumo se ha relacionado con la
prevencion y/o tratamiento, en algunos casos de ciertas enfermedades y como

complemento de farmacos. Los alimentos nutracéuticos previenen enfermedades



cronicas degenerativas, como las de origen cardiovascular, diabetes, diferentes tipos

de cancer y las relacionadas con el sistema inmune (Pérez, 2006).

Entre los alimentos considerados como funcionales por sus beneficios potenciales
en nutricion y salud, estan la cebolla y el ajo, utilizados como condimentos o especias
que aportan flavonoides, compuestos polifendlicos con propiedades antioxidantes y
compuestos organoazufrados, cuyo consumo se asocia con la disminucidén de
riesgos de enfermedad cardiovascular y con efectos anticancerigenos (Nagournay,
1998).

Otros ejemplos son el frijol y el yogurt, el primero presenta un alto contenido de
proteinas, almidones de velocidad de digestion intermedia, un alto contenido de fibra
dietética, fitatos, taninos y oligosacaridos no digeribles, con beneficios a la salud
comprobados cientificamente; y el yogur, un alimento con buen valor nutritivo por su
alto aporte de calcio, proteinas de buena calidad, alto contenido de riboflavina y
aporte de probidticos, que le otorgan el sello de alimento funcional (Guzman-
Maldonado et al., 1998). El chocolate, el aguacate y diversos vegetales como el
tomate, la zanahoria, el brocoli y las frutillas como fresa, zarzamora y arandano, son

considerados funcionales por los diversos compuestos que contienen.

En el Cuadro 1 se muestran algunos grupos de frutos y hortalizas con propiedades
funcionales, a los que se les ha encontrado un efecto positivo entre el consumo y el
reforzamiento del sistema inmunoldgico, asi como por sus beneficios en diferentes
enfermedades cronico degenerativas como la diabetes, cardiovasculares y cancer.

Mayormente los compuestos responsables poseen una alta actividad antioxidante.

2.1.1. Antioxidantes de origen vegetal

Los antioxidantes son especies moleculares activadas, dotadas de un electron

desapareado en un nivel energético superior lo que les da una alta reactividad

(Morrison et al., 1990). Cuando la produccion de sustancias altamente reactivas



supera los mecanismos antioxidantes pueden ocasionar numerosas enfermedades
como cancer, diabetes y alteraciones cardiovasculares (Beckman et al., 1990). Los
antioxidantes en las plantas cumplen importantes funciones de proteccion y
estabilizacién frente a las especies reactivas de oxigeno (Tun et al., 2001).

Cuadro 1.  Propiedades funcionales de algunas frutas y hortalizas (Servicio de

Salud del Departamento de California, de los Estados Unidos, 2002).

GRUPO

PROPIEDADES FUNCIONALES

Frutas Citricas

Reducen el riesgo de cancer causado por
carcindégenos quimicos y la agregacion de
plaquetas (formacion de coagulos), factor
que propicia los ataques cardiacos y las
embolias. Previene la pérdida de la vista.

Melones y bayas (ademas de los
melones y multiples bayas, dentro
de este grupo estan incluidos el

Refuerzan el sistema inmunolégico y
reducen el colesterol en sangre.

Kiwi, pepino, calabacita vy
calabaza).
Uvas (especialmente las | Ayudan a resistir los efectos de los

variedades rojas y purpura).

carcindgenos, protegen de alteraciones al
ADN y previenen la agregacion de plaquetas.

Familia Cruciferae (incluye
brécoli, col, coliflor, coles de
Bruselas, berza o col rizada,

colinabo, berro y hoja de mostaza).

Protege de alteraciones al ADN, reducen el
riesgo de algunos tipos de cancer y refuerzan
la habilidad del organismo para combatir el
cancer.

Hortalizas y Frutas Anaranjadas
o de Color Amarillo intenso.
Hortalizas de Hoja Verde.

Previenen cancer, arteriosclerosis, coagulos
y pérdida de la vista.

Jitomate y Berenjena

Evitan la formacion de carcinégenos y
protegen a las células de su accion.
Destruyen especies reactivas como los
radicales libres.

Cebolla, Ajo, Poro y Cebollines

Ayudan a que el organismo produzca menos
colesterol, destruyen carcinégenos,
controlan células cancerosas y eliminan
otros quimicos toéxicos.

Otras Frutas y Hortalizas
(alcachofa, durazno, nectarina,
ciruela, cereza, pera, manzana,
mango, platano y aguacate).

Proporcionan folato, potasio y otros
nutrientes que reducen el riesgo de cancery
otras enfermedades del corazoén. Las grasas
monoinsaturadas del aguacate, aceite de
oliva y nueces pueden proteger de
afecciones cardiovasculares.




La actividad antioxidante celular esta dada por mecanismos a través de los cuales la
célula anula la reactividad y/o inhibe la generacién de radicales libres (Thornalley y
Vasak, 1985; Greenwald, 1990; Palamanda y Kehrer, 1992). Estos mecanismos son
adecuados para la corta vida media de los radicales libres y comprenden moléculas
pequenas, endoégenas y exogenas con actividad antioxidante. Los antioxidantes
exogenos provienen de la dieta, y dentro de este grupo se incluyen principalmente,

la vitamina E, la vitamina C y los carotenoides (Kinsella et al., 1993).

El acido ascérbico o vitamina C, es una importante vitamina hidrosoluble presente
en diferentes frutos como los citricos, ademas de ser un importante antioxidante
actua como cofactor de enzimas que componen el metabolismo humano (Wahyuni
et al., 2013). También previene enfermedades crénicas y relacionadas con el
envejecimiento, incluyendo padecimientos del corazén, colesterol alto, cataratas,

presion alta y cancer (Segura et al., 2013) (Cuadro 2).

Otros antioxidantes con altos beneficios a la salud es la vitamina E, que se encuentra
presente en aceites vegetales, aceites de semilla, germen de trigo, cacahuate y
algunas verduras y frutas; y los carotenoides, compuestos coloreados tales como los
betacarotenos, presentes en verduras y frutas amarillas y anaranjadas, y en verduras
verdes oscuras. A este grupo también pertenecen los licopenos en el tomate, las
luteinas y xantinas en verduras de hojas verdes como el brocoli y las beta-
criptoxantinas en frutas citricas (Greenwald, 1990; Palamanda y Kehrer, 1992)
(Cuadro 2).

Los polifenoles ademas de tener una accidn antioxidante son también
anticoagulantes, antimicrobianos, inmunoestimulantes y reguladores de la presion
arterial y de la glucemia (Palencia, 1999). Estos compuestos neutralizan los radicales
libres mediante diversos mecanismos entre los que destaca la produccion de
enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa
entre otras, para prevenir el dafio oxidante y asi reducir el riego de cancer,

enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes, entre otras (Lopez,



2003). Un consumo elevado de compuestos fendlicos se ha asociado con efectos
positivos para la salud, sobre todo por sus propiedades antioxidantes. Estos
compuestos exhiben un rango amplio de propiedades fisiolégicas, como
antialérgicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, cardioprotectores, vasodilatadores

y anticancerigenos (Naczk et al., 2006).

Cuadro 2. Vitaminas con actividad antioxidante y sus fuentes alimentarias
(tomado de Marcia Avello et al., 2006).

VITAMINA FUENTE ALIMENTARIA

Vitamina E Fuentes mas importantes:

Aceites vegetales, aceites de semillas prensadas en frio, germen
de trigo y de maiz, almendras, avellanas, girasol, frijol de soya,
nuez y cacahuate.

Otras fuentes significativas:

Papas, pimentdn, aguacate, apio, col y algunas frutas.

Vitamina C Frutas:

Limon, lima, naranja, guayaba, mango, kiwi, fresa, papaya, moray
pifia.

Verduras:

Tomate, verduras de hojas verdes (espinacas, perejil, hojas de
rabano), col, coliflor, brécoli, pimentdn y lechuga.

Carotenoides | Betacaroteno:

Verduras y frutas amarillas y anaranjadas, y verduras verde oscuro.
Alfacaroteno:

Zanahoria

Licopeno:

Tomate

Luteina y zexantina:

Verduras de hoja verde oscuro, brécoli

Dichos compuestos pueden tener un mecanismo de accion complementario, como
la estimulacion del sistema inmune, reduccidon de la agregacion plaquetaria,
modulacion de la sintesis de colesterol y del metabolismo hormonal, reduccion de la
presion sanguinea, efectos antioxidantes, antibacterianos y antivirales (USDA, 1999;
Fernandez et al., 2004).



Una de las fuentes mas importantes de antioxidantes son las hierbas y especias
(Yanishlieva et al., 2006), por su contenido de terpenos (Sacchetti et al. 2005) y otros
compuestos pueden causar un efecto sinérgico con los antioxidantes, como los
acidos fendlicos y flavonoides. Srinivasan (2005) reporta que las especias y las
hierbas, asi como las plantas aromaticas y medicinales, contienen principios activos
con actividad antioxidante y que tienen efectos fisioldgicos para los seres humanos
(influencia hipolipidémica, potencial antidiabético, efecto antiinflamatorio, accién

digestiva estimulante y antimutagénico).

Ademas, existen diversas fuentes de antioxidantes naturales, entre las que se
encuentran las frutas y verduras, asi como sus productos de procesado (Robards et
al., 1999; Collins y Harrington, 2003). También todos los granos (Decker et al., 2002)
y cereales (Shahidi y Neczk, 1995), son considerados como fuente de antioxidantes.
Entre otros productos de origen vegetal con actividad antioxidante, el aceite de oliva
es un clasico ejemplo (Uccella, 2001) por contener acidos grasos poliinsaturados y

vitamina E.

2.1.2. Compuestos antioxidantes en frutos

El consumo de frutas ha sido asociado con una menor incidencia y mortalidad por
diferentes enfermedades cronicas. La proteccion que las frutas brindan contra las
enfermedades degenerativas como cancer y enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, han sido atribuidas a su alto contenido de varios antioxidantes
(Beckman et al., 1990; Tun et al., 2001).

Todas las frutas frescas son fuente de vitamina C (acido ascérbico), pero algunas de
ellas son particularmente ricas como la guayaba (Psidium guajava) y el arandano
(Vaccinium macrocarpon). Los citricos como la naranja, toronja, contienen vitamina
C (Garcia-Bacallao et al., 2001).



Las vitaminas A y E, también las contienen algunos frutos, aunque la primera
generalmente solo se obtiene por sus precursores los B-carotenos. La zanahoria
(Daucus sativa), la calabaza (Curcubita maxima) y otros frutos coloreados contienen
B-carotenos, precursores de la vitamina A (Garcia-Bacallao et al., 2001). Entre las
plantas que son fuente de estas vitaminas estan la Musa paradisiaca (platano burro),
que contiene una mezcla compleja de polihidroxifenoles y taninos que inhiben la
peroxidacion lipidica en el modelo de homogeneizado de cerebro de ratas (Garcia-
Bacallao et al., 2001).

Las principales funciones de los compuestos fendlicos en las células vegetales son
las de actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las
plantas, y como agentes protectores frente a diferentes tipos de estrés causados por
agentes abidticos (radiacion, sequia, sustancias quimicas) y bidticos (ataque por
patdgenos), siendo secretados como mecanismo de defensa (Cohen y Kennedy,
2010). En general son sintetizados por la via del acido shikimico o la via del acido

maldnico.

Entre los compuestos fendlicos naturales se encuentran los fenoles monociclicos, o
acidos fendlicos, los flavonoides, los fenilpropanoides, las quinonas fendlicas y las
coumarinas. Los compuestos fendlicos estan presentes en una gran diversidad de
chiles, tanto en formas libres como unidas. Aquellos que presentan enlaces tipo [3-
glucésidos, pueden sobrevivir la digestidon estomacal, logrando alcanzar el colon,
lugar donde son liberados y ejercen su efecto benéfico (Oboh y Rocha, 2008). Los
que contribuyen a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, asi como
actividad contra alergias, inflamacion, hipertensioén, artritis, entre otros, se encuentra

el resveratrol, acido galico y quercetina (Yao et al., 2007).

El consumo regular de vino tinto y el jugo de uva con un alto contenido de
flavonoides, ayuda a disminuir el riesgo de enfermedades como aterosclerosis
coronaria y esto es atribuida a sus propiedades antioxidantes. La uva negra contiene

resveratrol para protegerse asi misma de hongos, también contiene altos niveles de
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otros antioxidantes que evitan el deterioro del fruto. El resveratrol y otros
antioxidantes evitan el dafio producido por el colesterol en las arterias (Demrow y
Slane, 1994).

Al B-caroteno, se le encuentra abundantemente en frutas como la naranja (Citrus
sinensis), el mango (Mangifera indica) y las variedades amarillas de papaya (Carica
papaya) como la 'Cera' y la 'Maradol Amarilla'’; mayormente se le relaciona con el
color de la zanahoria (Daucus carota). Sin embargo, otro caroteno abundante en
frutos es el licopeno, con una alta actividad antioxidante y anticancerigeno. La fuente
mas importante de licopeno es el jitomate (Solanum lycopersicum) pero se le
encuentra también en otros productos hortifruticolas como la sandia (Citrullus
lanatus), el pérsimo (Diospyrus kaki), la calabaza (Cucurbita pepo) y las variedades
rojas de papaya, toronja (Citrus paradisi), pomelo (Citrus pomelo), chile (Capsicum
annuum var. annuum) y berenjena (Solanum melongena) (Nguyen y Schwartz, 1999;
Pelayo-Zaldivar, 2003).

2.2. COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LOS FRUTOS DE CHILE (Capsicum spp)

Los chiles, frutos de Capsicum spp., son ampliamente consumidos en el mundo en
forma de alimentos y como aditivos en la industria alimentaria. Las especies de
Capsicum han sido ampliamente utilizadas en el tratamiento de diversas
enfermedades o malestares como artritis, reumatismo, malestares estomacales,
problemas dermatolégicos, entre otras. Forman parte esencial en la medicina

tradicional de diversas regiones como la India, América y China (Rodriguez, 2013).

Para México, las especies vegetales del género Capsicum han sido caracterizados
por su alto consumo, que en conjunto se les considera una excelente fuente de
compuestos bioactivos como vitaminas, polisacaridos, saponinas, capsaicinoides,
carotenos, compuestos fendlicos y terpenoides, que les confieren diversos tipos de
color, sabor y aroma (Menichini et al., 2009; Hernandez-Ortega et al., 2012). Por otra

parte, se menciona la importancia del chiltepin (Capsicum annum var.
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glabriusculum), ya que en estudios recientes se observd una relacién entre el
contenido de giberelinas con un aumento del contenido de compuestos bioactivos
como saponinas, compuestos fenodlicos y carotenoides presentes en sus frutos.
Adicionalmente factores como la variedad, el tipo de cultivar, el estado de madurez,
las condiciones de cultivo y la manipulacion pos-cosecha pueden afectar este
contenido de compuestos y por lo tanto la actividad biolégica en los frutos de las

especies de Capsicum (Rodriguez, 2013).

Las propiedades medicinales de las especies de Capsicum estan relacionadas con
la presencia de los capsaicinoides, compuestos fendlicos y carotenoides, entre otros,
presentes en los frutos. Diversos estudios han demostrado que especies de
Capsicum contienen también las vitaminas C, Ay E, con propiedades antioxidantes.
Estos compuestos estan presentes en diferentes especies, variedades o cultivares
de chile, ejemplo de ellos son el chile serrano, poblano y jalapefio, los que varian

segun los estadios de maduracién (Oboh et al., 2008; Henao et al., 2009).

Todos los chiles son del género Capsicum de la familia Solanaceae. El género
Capsicum se conforma por 31 especies, pero solo cinco han sido domesticadas: C.
baccatum, C. chinense, C. pubescens, C. frutescens y C. annuum. Esta ultima es la
mas importante, pues agrupa la mayor diversidad de chiles, cultivados o silvestres.
El fruto, en donde se encuentran las semillas, es una baya hueca carnosa o semi-
cartilaginosa, puede alcanzar distintos tamafos, desde poco menos de 1 cm hasta
30 cm de largo, y su forma va de lo redondo a lo alargado, en colores que oscilan de
distintos tonos de amarillo y verde en estado inmaduro, a rojo y hasta café al madurar
(Aguirre-Hernandez y Mufioz-Ocotero, 2015). En el Cuadro 3 se especifican algunos

de estos tipos de chile de las cuatro especies cultivadas en México.

El consumo de chile se debe principalmente a su sabor pungente o picante, causado
por la presencia de capsaicinoides. Las diferentes especies de Capsicum pueden
variar en grado de pungencia, lo que se relaciona con la capacidad de acumular

capsaicinoides, que se mide en unidades Scoville (SHU). Los pimientos morrones
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tienen 0 unidades mientras que los chiles habaneros tienen entre 100,000 a 350,000
unidades. EIl chile habanero (Capsicum chinense) es considerado el de mayor
pungencia, sin embargo, algunas variedades de Capsicum pueden alcanzar niveles

similares, como es el caso del Chiltepin (Montoya-Ballesteros et al. 2010).

Cuadro 3. Ejemplo de variedades de chiles (Capsicum spp.) cultivadas y
consumidas en México.

ESPECIE VARIEDADES/CULTIVARES/HIBRIDOS

Capsicum annuum Jalapefio, Serrano, Poblano, Chile de

arbol, Chilaca, Mirasol, Giero, Pimiento

morrén, Piquin.

Capsicum chinense Habanero

Capscium frutescens Tabasco, Ozuluamero o Chilpaya,
Amashito, Chilpayita.

Capsicum pubescens Manzano, Perén.

México es el pais de mayor produccion de chile en el mundo, alrededor del 90% de
chile que se consume a nivel mundial es de origen mexicano. Otros paises
productores son China, Indonesia, Turquia, Espana, Estados Unidos y Nigeria
(SAGARPA, 2012).

2.2.1. Capsaicinoides
Los principales capsaicinoides son capsaicina, dihidrocapsaicina, norcapsaicina,

nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y homodihidrocapsaicina, los cuales se

diferencian por la longitud de sus cadenas alifaticas (Lambert y Sum, 2006). De estos
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compuestos, la capsaicina (N-((4-hidroxi-3-metoxifenil)metil)-8-metil(6-nonenamida)
y la dihidrocapsaicina (N-((4-hidroxi-3-metoxi-fenil)metil)-8-metilnonanamida),
aportan mas de 90% del total de la pungencia. Los capsaicinoides se sintetizan y
acumulan en el tejido de la placenta. Su estructura quimica consiste en un nucleo
fendlico unido mediante un enlace amida a un acido graso. La porcién fendlica es la
vainillilamina, que se forma a partir de la fenilanalina por medio de la ruta de los
fenilpropanoides; el acido graso se forma a partir de aminoacidos de cadena lateral

ramificada, ya sea valina o leucina (Manirakiza et al. 2003).

Los capsaicinoides presentan diferentes actividades bioldgicas con efectos
benéficos para la salud humana, entre las que destacan la proteccidon del sistema
cardiovascular (Govindarajan y Sathyanarayana, 1991), la capacidad anti-
inflamatoria (Anogianaki et al., 2006) y el efecto anticancerigeno (Choi et al., 2006;

Reyes-Escogido et al., 2011).

Por otra parte, se ha reportado la actividad antioxidante de los capsaicinoides en
diferentes tipos de chile, las evidencias experimentales reportan que esta actividad
antioxidante se debe a que actuan como donadores de hidrégeno (Materska y
Perucka, 2005; Guil-Guerrero et al., 2006; Alvarez-Parrilla et al., 2011).

2.2.2. Compuestos fendlicos y derivados

El contenido de compuestos como derivados hidroxicinamicos, glucdsidos de
quercetina y luteolina, se encuentran en mayor cantidad en los frutos inmaduros de
chile, por lo que la disminucion de los compuestos fendlicos pudiera ser debido
también a la cantidad de semillas encontradas en cada especie, ya que han probado
ser ricas en los compuestos anteriormente mencionados, asi como en compuestos
antioxidantes. Estos compuestos también contribuyen al soporte celular, si hubiera
una infeccion en el fruto, los compuestos fendlicos incrementan (Oboh et al., 2008;
Henao et al., 2009).

14



Estudios recientes realizados por Materska y Perucka (2005) en el pericarpio de
cuatro cultivares de C. annuum, encontraron que la fraccién de flavonoides y acidos
fendlicos presentes en estos cultivares, participan de manera importante en la
actividad antioxidante de los frutos. No obstante, es importante considerar que los
efectos de estos compuestos pueden variar de acuerdo al tipo de cultivar, estado de
madurez, condiciones de cultivo y manipulacion poscosecha, afectando la actividad

antioxidante y antimicrobiana presente en los frutos (Alvarez-Parrilla et al., 2011).

Trabajos realizados por Butcher et al. (2012), demostraron la presencia de una
variacion en el contenido de flavonoides y capsaicinoides en frutos de seis cultivares
de chile habanero al crecerlos en ambientes especificos. Esto abre la posibilidad de
emplear las variaciones de estos compuestos en programas de mejoramiento de

estos cultivares de chile habanero u otras especies de Capsicum.

2.2.3. Vitamina C

Segura et al. (2013), estudiaron siete genotipos de chile habanero y determinaron
que éstos contienen acido ascérbico mas alto que muchas verduras: por ejemplo, el
consumo de 100 g de peso fresco de estos chiles proporciona 100% - 200% de la
asignacion dietética recomendada de acido ascorbico. El contenido de acido
ascorbico en los siete genotipos de chile habanero estudiados varié de 187.24 a
281.73 mg/100 g de muestra. El alto contenido de acido ascoérbico de los frutos de
Capsicum es una de sus principales cualidades nutricionales. Factores como el
genotipo, el medio ambiente y la madurez del fruto afectan los niveles de acido

ascorbico y otros compuestos nutricionales (Segura et al., 2013).

También se han reportado niveles altos de acido ascérbico para frutos de chile como
el Serrano en conserva (584 mg de acido ascorbico/100 g de peso seco), Serrano
fresco (1385 mg de acido ascorbico/100 g de peso seco), Jalapefio en conserva (794

mg de acido ascorbico/100 g de peso seco), Chipotle (694 mg de acido ascérbico/100
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g de peso seco) y pimientos Jalapeno frescos de tres regiones de cultivo en el estado
de Chihuahua, México (Alvarez-Parrilla et al., 2011).

2.2.4. Carotenoides

Los carotenoides de mayor importancia en las plantas son el B-caroteno, la luteina 'y
la xantofila. De las especies de carotenos asociadas a los chiles (Capsicum spp.) se
encuentran tanto el a- como el B-caroteno como precursores de la vitamina A,
ademas de la violaxantina, capsantina, capsorubina, y capsantina 5,6-epdxido (Wall
et al., 2001).

Hervert-Hernandez et al. (2010) encontraron que durante la digestion in vitro de
frutos de chile de arbol, chipotle, morita y guaijillo, la presencia de B-caroteno y
zeaxantina, representan los principales compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes. Similares resultados fueron registrados por Collera-Zufiiga et al.
(2005), quienes al evaluar la composicion de carotenoides de tres variedades
comerciales de C. annuum (ancho, guajillo y mulato) encontraron que los principales
carotenoides fueron (B-caroteno y B-cryptoxanthina, los cuales son precursores de la

vitamina A.

Estudios recientes muestran la presencia de una variacion existente entre Capsicum
chinense, C. annuum, y C. frutescens, relacionada a la coloracién roja, los que
presentan los mas altos niveles de -caroteno. En contraste, los cultivares Serrano,
Tabasco y Jalapefio presentan altos valores de capsantina y ausencia de (-caroteno
(Giuffrida et al., 2013). Esto, es indicativo de que la especie de Capsicum influye
sobre la presencia y concentracion de un compuesto bioactivo especifico en los

frutos de Capsicum.
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2.3. METODOS DE MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE in vitro

Los métodos de evaluacion de moléculas antioxidantes pueden ser directos e
indirectos. Con estos ultimos se estudia la capacidad de los antioxidantes para
atrapar algunos radicales libres, no asociados con la degradacion real oxidativa,
entre los mas utilizados por ser practicos y precisos, esta el uso de compuestos como
indicadores del estado de 6xido-reduccion como el DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidazil)
y el ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (Roginsky y Lissi, 2005,
Miguel, 2010).

2.3.1. Método de DPPH

Este método se basa en que el radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) es
susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un proceso
caracterizado por la cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente
antioxidante. Esta medicion permite observar una primera fase rapida, seguida
ulteriormente por una reaccién lenta, lo que podria ocurrir debido a un proceso de
dimerizacion de los productos de la reaccion o a reacciones de los productos de ésta.
Una solucion de DPPH presenta color violeta, y mediante la reaccion con el agente

antioxidante, ésta se torna de color amarillo (Figura 1).
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Figura 1. Reaccion de oxido-reduccion del radical DPPH frente a un agente

antioxidante (Lépez et al., 2007).
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La reaccién antes descrita, entre el DPPH y un antioxidante, se representa de la
siguiente manera:
[DPPH*] + [AOH] — [DPPH-H] + [AO*]

Por las condiciones de ensayo en que se mide la actividad antioxidante puede
describirse por la siguiente ecuacion:
d[DPPH]
dt
La determinacion de la concentracion de compuestos antioxidantes utilizando la

=k, [DPPH,

técnica del DPPH ha sido descrita hace mas de cincuenta afos, pero se ha
observado que los autores no utilizan la misma concentracion del DPPH, en los
medios de reaccion y ello no permite realizar una evaluacion precisa, considerando
especialmente que los resultados experimentales se expresan como el valor ICso, es
decir, la concentracién de la muestra problema que produce una inhibicion del 50%
del radical libre DPPH. En este sentido, puede considerarse que el valor ICs0 es
dependiente de la concentracion del DPPH, asi como, de la naturaleza del

compuesto antioxidante (Nenadis et al., 2007).

2.3.2. Método de ABTS

El método de ABTS involucra un compuesto coloreado de naturaleza radical (radical
ABTS-+), con el fin de simular especies reactivas de oxigeno y nitrégeno; de esta
manera la presencia del antioxidante conduce a la desaparicion de este radical
coloreado (Figura 2). El radical ABTS-+ debe ser generado mediante reacciones
quimicas (didxido de manganeso, persulfato de sodio) o enzimaticos (peroxidasa,
mioglobina). Dicho radical tiene la capacidad de solubilizarse en medios acuosos y
organicos. El radical ABTS:+ es el mas indicado para evaluar la actividad
antioxidante de compuestos coloreados, como en el caso de antocianinas o
derivados fendlicos, por presentar una absorbencia maxima préxima a la region
infrarroja (754 nm), reduciendo asi las posibilidades de interferencia de compuestos

coloreados que absorben en la regidén visible o de compuestos resultantes de
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reacciones secundarias. El radical ABTS-+, ha sido validado por su estabilidad,
reproducibilidad y por ser una alternativa mucho mas viable econdmicamente a otros

métodos de evaluacion de actividad antioxidante (Kuskoski et al., 2004).

Et
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Figura 2. Reaccion utilizada para el método ABTS, donde se indica el cambio

de absorbancia o pérdida de color, al reaccionar con un antioxidante.

2.4. CUANTIFICACION DE METABOLITOS POR METODOS COLORIMETRICOS

Existen numerosos métodos para cuantificar el contenido de los metabolitos
secundarios de interés en la nutricion, en diferentes partes de las plantas, en
particular de los frutos. No obstante, cada técnica analitica presenta limitaciones
intrinsecas, por lo que no son aplicables de manera general en todos los casos. El
grupo de metabolitos que mas se ha cuantificado en el campo de la nutricién animal
son los compuestos fendlicos, como producto de su amplia distribucion en las plantas

de interés agricola (Mueller-Harvey, 2001).

Los métodos colorimétricos de Folin-Dennis y Folin-Ciocalteau (propuestos en los
trabajos realizados por estos autores entre los afios 1912 y 1927), que se basan en
la reduccion del acido fosfomolibdico hasta 6xidos azules de molibdeno con estados
de oxidacioén inferiores a 7+, se han convertido en técnicas universales en la

determinacién de fenoles totales (Singleton et al., 1999; Mueller-Harvey, 2001).
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Con el desarrollo vertiginoso de la quimica analitica ha sido validado un gran grupo
de procedimientos modernos, que abarcan desde las mas simples técnicas hasta la

utilizacion de los instrumentos mas sofisticados (Harborne, 1998; Makkar, 1999).

Segun la recopilacion realizada por Schofield et al. (2001), los métodos para la
cuantificacion de compuestos fendlicos se pueden clasificar en: 1) colorimétricos, 2)
cromatograficos, 3) gravimétricos, 4) de inhibicién enzimatica, 5) por precipitacion, y

6) toxicoldgicos.

Las lecturas mediante el desarrollo de color son las mas empleadas mundialmente,
porque requieren menor complejidad de instrumentos y son mas accesibles. El
método de azul de Prusia es muy utilizado por presentar buena correlacién con la
actividad bioldgica. Aunque mediante este reactivo reaccionan todos los fenoles, las
transformaciones dependen mucho de las condiciones del analisis y pueden interferir
otros agentes reductores. La cuantificacion de diferentes estructuras hidroxiladas
mediante el procedimiento de tidlisis y el empleo de floroglucinol, requieren de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y son excelentes para
determinaciones estructurales. Los ensayos enzimaticos precisan de manera
adicional otras técnicas biolégicas y la susceptibilidad de la enzima puede ser
variable (Adams y Harbertson, 1999), por lo que estas técnicas por si solas no

permiten llegar a conclusiones sélidas (Hagerman, 1998; Fickel et al., 1999).

Los procedimientos que emplean HPLC son factibles para las determinaciones de
estructuras complejas (Hedqvist et al., 2000), pero algunos solo son aplicables para
taninos condensados de 7 a 8 unidades, y en ocasiones se observan uniones
irreversibles con la matriz utilizada (Hammerstone et al., 1999; Labarbe et al., 1999;
Lazarus et al., 1999).

Otros métodos significativamente importantes son el empleo de la rodanina para la

cuantificacion de taninos hidrolizables del tipo galotaninos (Mueller-Harvey, 2001), el
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empleo de KlOs en las determinaciones de galo y elagitaninos (Willis y Allen, 1998),
las determinaciones de peso molecular (Guyot et al., 1997) y el apoyo que propicia
la cromatografia de fase normal (Cheynier et al., 1999) y de fase reversa en las
separaciones cuantitativas de las diferentes especies fendlicas (Waterhouse et al.,
1998).

Los procedimientos analiticos mas factibles para la determinacién de cumarinas y
flavonoides se basan en las propiedades estructurales de estos compuestos de tener
patrones conformacionales rigidos, que les permiten una absorcion muy intensa en
el espectro ultravioleta, después de separaciones y fraccionamientos previos que
evitan un gran numero de interferencias analiticas (Mochiutti, 1995; Méndez, 1996;
Gutiérrez et al., 2000); no obstante, se debe conocer aproximadamente las
estructuras que se cuantificaran con vistas a realizar una 6ptima seleccién del patron

en el analisis (Mueller-Harvey, 2001).

Otros metabolitos secundarios, como los triterpenos y esteroles, se determinan
fundamentalmente por diversos métodos cromatograficos (AOAC, 1990) o mediante
la extension de la prueba cualitativa de Liebermam y Buchard, basado en la
formacion de compuestos coloreados, como producto de la reaccién en medio acido
del anhidrido acético con el doble enlace presente en los anillos B y C de los
esteroides y triterpenos, respectivamente; estas instauraciones resultan tipicas en

ambas agrupaciones (Galindo et al., 1989).

2.5. CHILE HABANERO

El chile habanero pertenece a la Division Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida,
Orden Solanales y Familia Solanaceae, Género Capsicum y Especie C. chinense
Jacq. (1776). Es una planta de ciclo anual, que puede alcanzar hasta 12 meses de
vida, dependiendo del manejo agrondmico. Su altura es variable: puede oscilar de
75 a 120 centimetros en condiciones de invernadero. Su tallo es grueso, erecto y
robusto; con un crecimiento semideterminado. Las hojas son simples, lisas, alternas

y de forma lanceolada, de tamano variable, lo mismo que su color, el cual puede
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presentar diferentes tonos de verde, dependiendo de la variedad. Tiene una raiz
principal de tipo pivotante, que profundiza de 0.40 a 1.20 metros, con un sistema
radicular bien desarrollado, cuyo tamafo depende de la edad de la planta, las
caracteristicas del suelo y las practicas de manejo que se le proporcionen; puede
alcanzar longitudes mayores a los 2 metros (Figura 3A). La floracién inicia cuando la
planta empieza a ramificarse. Las flores se presentan solitarias o en grupos de dos
0 mas en cada una de las axilas, y son blancas. Su tamafio varia entre 1.5y 2.5
centimetros de diametro de la corola. El numero de sépalos y pétalos es variable, de
cinco a siete, aun dentro de la misma especie, lo mismo que la longitud del pedunculo
floral (Ruiz-Lau, 2011).

Figura 3. Plantas de chile habanero (C. chinense) en cultivo en invernadero (A)
y frutos de chile habanero Cv. chocolate (B).

Se sabe que el chile habanero contiene compuestos como el acido ascorbico
(vitamina C), tocoferoles (vitamina E), carotenoides (provitamina A), compuestos
fendlicos, flavonoides y minerales, ademas de sus constituyentes caracteristicos los

capsaicinoides (Segura et al., 2013).

22



Por otra parte, se ha demostrado que los chiles habaneros tienen mayor contenido
de compuestos fendlicos que el presente en fresa, tomates o algunos pimientos, con
una interesante fuente de compuestos antimicrobianos y antifungicos (Castro-
Concha et al., 2014).

La caracteristica de todos los tipos de habanero es su intenso aroma a frutas
maduras. Existes muchas variedades que difieren principalmente en su color y forma.
En Yucatan, se cultiva especialmente el habanero naranja y también la variante del
habanero rojo. En la isla de Jamaica se cultiva primariamente las variedades del
Scotch Bonnet. Otras variedades mas recientes en cuanto a su cultivo son: el Dulce
Amarillo, Burkina Yellow, Habanero Manzano, Habanero Peach Red y el Habanero

Morado o chocolate.

2.5.1. Chile habanero cultivar chocolate

Hay muy pocos chiles que son mas picantes que el habanero chocolate (también
llamado de Congo Negro), sus valores de pungencia alcanzan los 150,000 a 325,000
SH. Esta variante del habanero debe su nombre a su color chocolate y es mas de 50
veces mas picante que un Jalapefo. Los chiles son de cercade 5cmde largoy 2.5
cm en diametro (Figura 3B), prefiere altas temperaturas para su crecimiento y
presente altos rendimientos. Cuando es inmaduro presenta color verde, cuando
madura se torna color chocolate, percibido como café brillante casi morado. El
habanero Cv. chocolate tiene un sabor unico, por lo que, en el Caribe, esta variante
se utiliza para la elaboracion de salsas de barbacoa y marinadas (Segura et al.,
2013).
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3. JUSTIFICACION

Los frutos de chile (Capsicum spp) ademas de ser considerados imprescindibles para
el sabor de cualquier platillo en México, son importantes para la dieta por contener
diversos compuestos bioactivos como acidos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico,
carotenos y capsaicinoides, los que presentan actividad antioxidante. El consumo de
los frutos de chile, de sus extractos o compuestos activos, potencialmente puede
llevar a un control o contrarrestar enfermedades cronico degenerativas como la

diabetes y el cancer, entre otras.

Por lo anterior, es importante generar investigaciones que proporcionen informacion
de la cantidad de estos compuestos bioactivos en los diferentes cultivares y en sus
estadios de madurez, puesto que puede variar la presencia y cantidad de los mismos

en cada cultivar de chile.
En particular, los estudios en chile habanero cultivar chocolate son escasos, por lo

que surge la necesidad de determinar la actividad antioxidante y relacionar ésta con

el contenido de sus compuestos bioactivos.
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4. HIPOTESIS

Existe una relacion de la actividad antioxidante con el contenido de los compuestos

activos de los extractos de frutos de chile habanero cultivar chocolate.

25



5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion de la actividad antioxidante con los compuestos activos de

extractos de frutos de chile habanero cultivar chocolate.

5.1.1. Objetivos Especificos

1) Determinar la actividad antioxidante de diversos extractos de frutos de chile

habanero Cv. chocolate, en tres estadios de madurez.

2) Cuantificar los principales compuestos bioactivos presentes en los extractos

de frutos del chile habanero Cv. chocolate, en tres estadios de madurez.

3) Relacionar la actividad antioxidante con los compuestos bioactivos.

4) Comparar la actividad antioxidante de los extractos de frutos maduros de chile

habanero Cv. chocolate con tres cultivares comerciales de chile habanero.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Frutos de Chile habanero
Cv. chocolate

A 4

Determinacion de

compuestos activos:

-Acidos fendlicos
-Flavonoides
-Ac. ascérbico
- Carotenoides
-Capsaicina

Obtencion de tres
diferentes extractos en
frutos en tres estadios de

« maduracion:
-Metanol
- Acetato de etilo
-Hexano

Analisis de la actividad
antioxidante in vitro:
-DPPH
-ABTS

¥

Comparacion de la Actividad
Antioxidante con tres variedades
comerciales de chile habanero:
-amarillo
-naranaja
-rojo

27




7. MATERIALES Y METODOS

7.1. MATERIAL BIOLOGICO

7.1.1. Frutos de chile habanero Cv. chocolate

En esta investigacion se utilizaron frutos de chile habanero Cv. chocolate, colectados
en tres estadios, inmaduro (frutos de color verde, 30 dias después de antesis, dda),
intermedio (frutos de color mixto verde y café, 45 dda) y maduro (frutos de color café
chocolate, 60 dda) (Figura 4A, 4B, 4C), provenientes de plantas cultivadas en el
invernadero del propio laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de

Investigaciones Quimico Biologicas de la UMSNH.

Las plantas fueron cultivadas en un invernadero con condiciones semi-controladas
de luz, temperatura y humedad relativa ambiental. La intensidad de luz fue regulada
con malla sombra de 75%, obteniendo intervalos de temperaturas de 25-32°C
durante el dia y de 12-18°C durante la noche. La humedad relativa promedio durante
la experimentacion fue entre 60 y 70%. Estas fueron cultivadas en macetas

conteniendo como sustrato una mezcla de suelo organico comercial:agrolita (1:1).

El riego para todas las plantas se realiz6 cada tres dias con agua corriente, sin dejar

secar el sustrato, con fertilizacion mensual (1 g/maceta de Triple 17 Plus®).

7.1.2. Frutos de tres cultivares comerciales de chile habanero

Ademas del chile habanero Cv. chocolate, se utilizaron tres diferentes cultivares de
chile habanero obtenidos de un invernadero de la Ciudad de Morelia, Michoacan.

Solamente se determind la actividad antioxidante por DPPH y ABTS de frutos

maduros de los cultivares amarillo, naranja y rojo (Figura 5).
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Figura 4. Frutos de chile habanero Cv. chocolate en estadio inmaduro (A),
intermedio (B) y maduro (C).

Figura 5. Frutos maduros de chile habanero de las variedades comerciales rojo,
chocolate, naranja y amarillo.
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7.2. OBTENCION DE EXTRACTOS

Los frutos de chile habanero fueron sometidos a extraccion por maceracion en frio,
con tres diferentes solventes: metanol (MeOH), acetato de etilo (AcEt) y hexano
(Hex). Previamente los frutos se mantuvieron en congelaciéon a -20°C y en frio fueron
triturados (licuadora) hasta obtener pequefios fragmentos. Por cada 10 g peso fresco
se afnadié 100 mL de solvente y después de 5 dias, los extractos se filtraron (Papel
filtro Whatman No. 1) y fueron llevados a sequedad en rotavapor a 45°C. Cada
extracto se prepar6 en una concentracion final de 10 mg/mL, éstos fueron

mantenidos bajo refrigeracion (4 °C) hasta su analisis.

7.3. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La determinacion de las propiedades antioxidantes de los frutos de los tres estadios
de chile habanero Cv. Chocolate se obtuvo inicialmente y finalmente de los frutos
maduros de los tres cultivares comerciales. El analisis se realizé por los métodos de
DPPH y ABTS.

7.3.1. Método DPPH

La actividad captadora de radicales libres DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil) de los
diferentes extractos de frutos de chile habanero Cv. chocolate y cultivares
comerciales, se determino con el reactivo DPPH [1mM] preparado en metanol como
solucion madre, utilizando una proporcion de 2 mL de solucién madre y 8 mL de
metanol (solucion de trabajo), verificando que la absorbancia de ésta fuera entre 0.8

y 1.3, utilizando el método descrito por Karamac et al., (2005).

De esta solucion, se utilizé 50 pL de solucion problema (extracto) y 1 mL de reactivo
DPPH (solucion de trabajo), las mezclas se agitaron vigorosamente y se dejaron
reposar a temperatura ambiente en oscuridad durante 20 min, determinando la

absorbancia a 517 nm frente a metanol como blanco en espectrofotometro (UV-Vis
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VELAB-VE51000UV), utilizando metanol como solucién blanco. El porcentaje de

decoloracion del DPPH de las muestras se calculé segun la formula:

Actividad antioxidante (%)= (Ablanco - Amuestra)/ Ablanco X 100

7.3.2. Método ABTS

La medicion de la actividad antioxidante de los diferentes extractos de chile
habanero, se evalu6 utilizando el método del acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS, por sus siglas en inglés) descrito por Rufino et

al. (2010), de la siguiente manera:

- Generacion de ABTS por la interaccion de ABTS (7.4 mM) y K2S20s (2.6 mM),
en una relacion 1:1, durante 12 h con temperatura ambiente y completa
oscuridad.

- La solucién de trabajo se diluyd en el solvente (metanol) hasta alcanzar
una lectura en el espectrofotometro de 0.8 a 1.3 a una A de 737 nm.

- La absorbancia se determind a los 7 min a una A de 737 nm, después de la
adicion de 950uL de solucién ABTS y 50 uL de muestra (cada extracto por

separado). Como blanco se utiliz6 metanol.

La actividad antioxidante se estimé con el porcentaje de inhibicion de la absorbancia

de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Actividad antioxidante (%)= (Ablanco - Amuestra)/ Ablanco X 100
En ambos métodos de ensayo de actividad antioxidante fueron utilizados como

control positivos, los antioxidantes BHT (butil hidroxitolueno, 1 mg/mL) y acido

ascorbico (0.1 mg/mL).
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7.4. DETERMINACION DE ACIDOS FENOLICOS TOTALES

Mediante la técnica de Folin-Ciocalteu se determiné el contenido de acidos fendlicos
totales, que consistié en lo siguiente: en un tubo de ensayo se usaron 100 pL (n=3)
de cada uno de los extractos de los diferentes cultivares de chile habanero;
posteriormente se agregd 750 pL de la solucion de Folin-Ciocalteu, preparada 1:10
con agua estéril. Con ayuda de un vortex, cada tubo fue mezclado durante 5 min,
para después anadir 750 yL de carbonato de sodio (Na2CO3) al 6% preparada con
agua estéril; posteriormente se mezclaron y se dejaron reposar los tubos 60 min a
temperatura ambiente y en oscuridad, para finalmente obtener las lecturas de
absorbancia a 725 nm de cada tubo (Schwarz, 2001), en un espectrofotometro UV-
Vis VELAB-VE51000UV.

La curva de calibracién fue preparada usando concentraciones de acido galico como

estandar entre 0 y 2 ymoles, obteniendo las lecturas a 725 nm (Figura 6).
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Figura 6. Curva de calibracion de acido galico umoles/g peso fresco (A=725 nm).
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El total de acidos fendlicos se expresd en equivalentes de pmoles de acido galico
por gramo de peso fresco (Schwarz, 2001), los calculos fueron obtenidos por la

siguiente ecuacion:

X = 0.86465 + 0.0809

Donde Y es la absorbancia obtenida de cada muestra y X los ymoles de acido

galico/g peso fresco.

7.5. DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES

Para la determinacién de flavonoides totales se usaron 10 yL de cada uno de los
extractos de los frutos de chile habanero, a los cuales se les afiadieron 490 pL de
metanol, sometiendo la mezcla a agitacion en vortex, para posteriormente agregar 1
mL de metanol, 100 yL de Cloruro de Aluminio (AICI3) al 10% y 100 yL de 1 M de
acetato de potasio (CH3CO:2K). Finalmente, las muestras se sometieron a agitacion
severa en vortex y se dejaron reposar por 30 min en oscuridad, para obtener las

lecturas de absorbancia a 415 nm (Kim et al., 2003).

La cuantificacion de flavonoides totales en cada una de las muestras de frutos de
chile habanero, se obtuvo mediante una curva de calibracién realizada con
quercetina, con un rango de concentracion de 0.1 a 1 ymoles. La solucion de
quercetina se prepard a una concentracioén inical de 1 mM para de ésta, obtener las
diferentes concentraciones de quercetina (0, 10, 25, 50, 75y 100 pymol), realizando
las lecturas a 415 nm (Figura 7). Los valores se presentan en equivalentes a ymoles
de quercetina/mg peso fresco de cada muestra, que fueron obtenidos con la

ecuacion de la recta de la curva de linearidad:

Y
X = 0016 + 0.0114

Donde Y es la absorbancia obtenida de cada muestra y X los pmoles de quercetina/g

peso fresco.
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Figura 7. Curva de calibracion de quercetina pmoles/g peso fresco (A=415 nm).

7.6. DETERMINACION DE CAROTENOIDES

Para determinar el contenido de carotenoides, primero se prepard una solucién de
Dimetilformamida/Carbonato de magnesio (DFM/MgCo;), segun el método
modificado de Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez (1989). Para ello, a 500 mL
de Dimetilformamida se adicionaron 0.2 g de Carbonato de Magnesio, disolviendo
completamente en frio y almacenar a 4°C. Posterior en tubos de ensayo de
aproximadamente 5 mL (cubiertos con papel aluminio) se transfirieron 0.5 mL de
cada una de las muestras (extractos o soluciones problemas), para después
adicionar 1 mL de la solucién de DFM/MgCo;. Las muestras fueron llevadas a
agitacion vigorosa en un vortex por 5 min y se les afnadid 1 mL de hexano, para
después, de nuevo agitarlas, dejando en reposo unos minutos. Una vez que las fases

se separaron y fueron evidentes, se retir6 la fase superior con una micropipeta, para
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llegar a la fase ligeramente coloreada, por ultimo se leyd cada una de las muestras
en un espectrofétometro UV-Vis VELAB-VE51000UV a una longitud de onda de 470

nm.

Para determinar el contenido de carotenoides totales por volumen de muestra, se

utilizé la siguiente ecuacion:

) g A * A(470) * 10°
Carotenoides (—) =
mL €(2000) * FD (1mL)

Donde:

A = Lectura de Absorbancia obtenida

A = Longitud de onda de la luteina

FD= Factor de dilucion o volumen de muestra

e= Coeficiente de extincion de luteina (2000)

7.7. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

Se utilizé6 un método espectrofotométrico para cuantificar el analito acido ascoérbico,
para este caso a diferencia de las demas determinaciones, se realiz6 de manera
directa, sin utilizar un indicador o reactivo que diera resultado a una reaccion
colorimétrica, como en el caso de los acidos fendlicos con el reactivo Folin-Ciocalteu.
Antes de realizar las determinaciones de este analito en las muestras de interés, se
procedié a estructurar una curva de calibracion para obtener la concentracion de
acido ascorbico, la cual cuenta con un rango de concentracion de 0 a 1 pM,
realizando las lecturas a 264 nm en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-
VES1000UV (Figura 8). Para la determinacion de acido ascoérbico en las muestras,
se colocaron en un tubo de ensayo de 5 mL 100 pL de la muestra problema, posterior
se adicionaron 900 pL del respectivo solvente de cada muestra (metanol, acetato de
etilo o hexano), segun correspondio, luego se agité cada tubo en el vortex por unos
segundos, y por ultimo se llevé a lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 264 nm.
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Figura 8. Curva de calibracién de acido ascérbico umoles/g peso fresco (A=264

nm).

Los resultados se expresaron en equivalentes a umoles de acido ascérbico/mg de
peso fresco de cada muestra que fueron obtenidos con la ecuacion de la recta de la

curva de linealidad:

— 0.0868

X =572649

Donde Y es la absorbancia obtenida de cada muestra y X los pmoles de acido

ascorbico/g peso fresco.
7.8. DETERMINACION DE CAPSAICINA
Se empled el método reportado por Xu et al. (2007) para la cuantificacién de

capsaicina por analisis espectrofotométrico. Su cuantificacion se obtuvo de manera

directa, obteniendo la concentracion mediante una curva de calibracion realizada con
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capsaicina, con un rango de concentracién de 0 a 1.25 pmoles, realizando las
lecturas a 286 nm en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-VE51000UV (Figura 9).

Los valores se presentan en equivalentes a ymoles de capsaicina/g peso fresco de
cada muestra, que fueron obtenidos con la ecuacion de la recta de la curva de

linealidad:

—0.0929

X = 16186

Donde Y es la absorbancia obtenida de cada muestra y X los umoles de capsaicina/g

peso fresco.
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Figura 9. Curva de calibracion de capsaicina pmoles/g peso fresco (A=286 nm).
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7.9. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se llevaron a cabo con 3 réplicas (n=3). Cada tipo de fruto
fue tomado como réplica y los datos se presentan como promedio (media) mas
desviacion estandar, analizados por ANOVA (p<0.05) y diferencia de medias por

Tukey-Kramer, utilizando el programa JMP8.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de la actividad antioxidante por DPPH y por ABTS de los diferentes
extractos de los frutos inmaduro, intermedio y maduro de chile habanero Cv.
chocolate, fue analizado en una concentracion de 0.5 mg/mL calculada a partir del

total de los extraibles de cada extracto.

EI DPPH y ABTS son radicales libres sintéticos estables, que han sido ampliamente
utilizados como una herramienta para estimar la actividad de atrapamiento de
radicales libres de compuestos antioxidantes. Los compuestos candidatos como
antioxidantes, al interaccionar con el DPPH y ABTS, transfieren electrones o atomos
de hidrogeno al DPPH y ABTS, neutralizando asi al radical libre (Archana et al.,
2005). En la presente investigacion fue determinante conocer la influencia del estadio
de maduracién sobre la actividad antioxidante de cada uno de los diferentes
extractos, esto ultimo con el fin de relacionar dicha actividad con el tipo de

compuestos presentes.

8.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR DPPH Y ABTS DE CHILE HABANERO
Cv. CHOCOLATE

Los valores de la actividad captadora de radicales libres tanto por DPPH como por
ABTS vari6é entre los diferentes estadios de los frutos de chile habanero Cv.
chocolate y fue dependiente del tipo de extracto (Figura 10). Por el método de DPPH
se observaron los mas altos porcentajes de actividad, alcanzando un 91.63% en el
extracto metandlico de los frutos del estadio inmaduro, aunque no hubo diferencias
significativas con los valores del estadio intermedio (81.29%) y maduro (87.3%), con
una actividad antioxidante similar al ejercido por el antioxidante sintético BHT
(85.5%) y por encima del producido por el acido ascorbico (78.8%) (Figura 10A). Sin
embargo, también los extractos de acetato de etilo de los frutos inmaduros y maduros
mostraron similar actividad antioxidante con 81.56% y 84%, respectivamente. Los
extractos hexanicos de los frutos en los tres estadios mostraron los porcentajes de

actividad antioxidante mas bajos, con valores menores al 44% (Figura 10A).

39



100 | , A
- a
& ' g
8
@
=
"]
h=l
* EMETANOL
E mAC.ETILO
e EHEXANO
=
[ ]
m
3
&

Inmaduro Intermedio Maduro BHT Ac.
Ascdrbico
Extracto [0.5 mg/mL] [1mg/mL] [0.1 mg/mL]
100 B

80

a
b

60 c

= Metanol
40 4 mAc. Etilo

EHexano

e
20 f
0 r
BHT Ac.

Inmaduro Intermedio Maduro

Capacidad Antioxidante (%) ABTS

Ascorbico
Extracto [0.5 mg/mL] [1mg/mL] [0.1 mg/mL]

Figura 10. Porcentajes de actividad antioxidante por DPPH (A) y ABTS (B) en los
extractos metandlico, de acetato de etilo y hexanico, de los frutos de
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Estos mismos extractos derivados de los frutos de chile habanero Cv. chocolate en
sus tres estadios, mostraron una menor actividad antioxidante con el método ABTS
a 0.5 mg/mL, observando un maximo de 67.67%, un valor sin diferencia significativa
con el presentado por el BHT (68.2%) (Figura 10B). Con este método, los extractos
hexanicos fueron los que produjeron una mayor actividad antioxidante,
independientemente del estadio de maduracion del fruto, con valores similares a los
de los extractos metandlicos de los estadios intermedio y maduro con 58.35% y
60.9%, respectivamente (Figura 10B). La actividad antioxidante medidas por ABTS

fue menor en los extractos de acetato de etilo con valores menores al 34%.

Con estos resultados es claro que la actividad antioxidante de los extractos de fruto
de chile habanero Cv. chocolate, fue dependiente del estadio de maduracion del fruto
y de la naturaleza quimica del extracto. Con ambos ensayos de medicidon de la
actividad antioxidante se determiné que se extrajo una considerable actividad con
los tres tipos de solventes, y los frutos de los estadios inmaduro y maduro son los de
mayor actividad antioxidante. Con el método DPPH result6 mas activo el extracto

metandlico y con el ABTS, el hexanico.

Lo anterior explica que los componentes quimicos de ambos extractos son
responsables ya sea por actuar como reductor (método ABTS) o como oéxido-
reductor (método DPPH). Los metabolitos de estos extractos tienen actividad
antioxidante ya que condujeron a la desaparicion del radical ABTS-+ (Kuskoski et al.,

2004), o bien a la reaccion de oxido-reduccion del radical DPPH (Lépez et al., 2007).

En diversos estudios se ha observado que los extractos etandlicos o metandlicos de
frutos rojos como Lycium barbarum (baya tibetana), Myrtus communis (arrayan),
Morus alba (mora), Synsepalum dulcificum (fruta milagrosa), ejercen una actividad
antioxidante superior al 80% por DPPH, dependiendo de la concentracion, siendo
entre 0.1 y 1 mg/mL cuando se alcanzan estos valores de actividad (Hidalgo y

Almajano, 2017). En estos mismos frutos, los valores de la actividad antioxidante
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determinados por ABTS son similares o incluso menores, como se observaron para

los frutos de chile habanero Cv. chocolate.

En forma general, los frutos de Capsicum spp muestran también una alta actividad
antioxidante por ambos métodos (DPPH y ABTS) pero depende del sistema de
extraccion, de la especie y del estadio de maduracion. En C. frutescens var. sina y
C. annuum var. goudion, los porcentajes de actividad antioxidante por DPPH fueron
en un intervalo de 96.95 % a 98.64 % tanto en frutos inmaduros (verdes) como
maduros (rojos); resultados similares fueron reportados para el método ABTS
aunque con valores mas bajos (77.73 %-93.11 %), a una concentracion de 100
mg/mL (Shaimaa et al., 2016). Estos valores concuerdan también con lo reportado
por Tripathi y Mishra (2009), que encontraron una actividad antioxidante por DPPH
del 96.78 % en pimiento rojo en polvo. Es importante resaltar que la actividad
antioxidante mostrada por el chile habanero Cv. chocolate se obtuvo a una
concentracion de 0.5 mg/mL, muy por debajo de algunas concentraciones reportadas

para otras especies de Capsicum.

8.2. CONTENIDO DE COMPUESTOS ACTIVOS DE CHILE HABANERO Cv.
CHOCOLATE

Con el propdsito de relacionar la actividad antioxidante con los compuestos activos
de los frutos de chile habanero Cv. chocolate, se determiné el contenido total de

acidos fendlicos, flavonoides, carotenos, acido ascorbico y capsaicina.

8.2.1. Acidos fendlicos totales

El contenido de acidos fendlicos totales mostré una variacion dependiente de cada
extracto, observando un mayor contenido en el extracto metandlico, alcanzando
valores entre 181 y 190 umoles de equivalentes de acido galico (EqAG)/g de peso
fresco en los tres estadios de maduracion, no habiendo diferencias significativas
entre éstos (Figura 11). Los compuestos fendlicos se encontraron en cantidades

bajas en los extractos de acetato de etilo y hexano, en los tres estadios de
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maduracién, con un maximo de 16.5 pmoles de EQAG/g de peso fresco en el extracto
de acetato de etilo de los frutos maduros de chile habanero Cv. chocolate (Figura
11).
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Figura 11.  Contenido de acidos fendlicos totales en tres estadios de maduracion
(inmaduro, intermedio y maduro) de frutos de chile habanero Cv.
chocolate. Se muestran los equivalentes en pmoles de acido galico/g
de peso fresco (n=3). p<0.05, Tukey-Kramer, letras diferentes
muestran diferencias significativas.

El valor mas alto de acidos fendlicos totales en esta variedad de chile, supera a lo
reportado para otras variedades de chiles (Capsicum), ya que para Capsicum
annuum var. Jalapefo se ha obtenido 159.23 umoles de EqQAG/g de peso fresco
(Medina-Juarez et al., 2012); en chiles pimientos (C. annuum verde y rojo Cuv.

Almuden), el contenido de acidos fendlicos es bajo, de 6.9 umoles EqQAG/g y 7.1
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pmoles EqQAG/g (Lutz et al., 2015); igualmente, estos niveles de acidos fendlicos han
sido reportado para chile campana (C. annuum var. Bell) que presenta 1.291 umol
de EqAG/g de peso fresco (Rahim y Mat, 2012).

Teixeira-Souza et al. (2015) han reportado una estrecha relacion entre el contenido
de acidos fendlicos y las variedades comerciales de Capsicum. El orden del
contenido de éstos en semillas es habanero > malagueta > cayenne > pimiento rojo
> pimiento campana; y para pulpa, el mayor contenido se ha observado en chile

malagueta, mientras que los mas bajos en chile campana.

El alto contenido de acidos fendlicos totales observado en el extracto metandlico de
los frutos de chile habanero Cv. chocolate en los tres estadios, coincide con la alta
actividad antioxidante obtenida por los métodos DPPH y ABTS, que concuerda con
lo reportado por Hidalgo y Almajano (2017), que este tipo de compuestos son uno

de los principales antioxidantes de los frutos y algunas plantas medicinales.

8.2.2. Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales determinados en equivalentes de quercetina
(EqQ) en los diferentes extractos de los frutos de chile habanero Cv. chocolate en
tres estadios, mostré una variacion similar al observado para los compuestos
fendlicos, ya que el mayor contenido se obtuvo en los extractos metandlicos de los
tres estadios de los frutos, con un maximo de 94.2 umoles de EqQ/g de peso fresco
en el estadio inmaduro, disminuyendo con la maduracién con 56.9 pmoles de EqQ/g
de peso fresco en frutos de maduracion intermedia y 67.4 umoles de EqQ/g de peso
fresco de frutos maduros (Figura 12), sin diferencia significativa entre estos dos
ultimos valores. Respecto al contenido de flavonoides totales en los extractos de
acetato de etilo y hexanico, fue bajo en un intervalo entre 8.84 y 3.03 ymoles de
EqQ/g de peso fresco. El alto contenido de flavonoides totales en los extractos

metandlicos de los frutos de chile habanero Cv. chocolate coincide con el mayor

44



contenido de acidos fendlicos totales y con la mayor actividad antioxidante,

principalmente con DPPH.

Estos valores de flavonoides son considerablemente mas altos que los reportados
para otras especies o variedades de Capsicum. Howard et al. (2000) mostraron
contenidos de 5.69 a 28.35 ymoles de EqQ/g de peso fresco en variedades similares
de Capsicum annuum. Materska y Perucka (2005) observaron diferentes cantidades
de flavonoides entre los pimientos rojos y verdes, estas variaciones, tanto de
flavonoides como de acidos fendlicos estan asociadas con las etapas de
maduracion, tipo del cultivar, asi como las condiciones de crecimiento. También esta
relacion directa se ha observado con los valores de la actividad antioxidante
(Howard et al., 2000).
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Figura 12. Contenido de flavonoides totales en tres estadios de maduracion
(inmaduro, intermedio y maduro) de frutos de chile habanero Cv.
chocolate. Se muestran los equivalentes en pymoles equivalentes de
quercetina/g de peso fresco (n=3). p<0.05, Tukey-Kramer, letras
diferentes muestran diferencias significativas.
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8.2.3. Acido ascorbico

Los frutos del género Capsicum son considerados como los de mas alto contenido
de acido ascorbico (Lee y Kader, 2000). Se han reportado diversos niveles de esta
vitamina, Bae et al. (2014) reporta un contenido entre 782 y 2305.3 mg/g de acido
ascorbico (peso fresco) que equivale a 4.2 — 13.2 ymoles/g peso fresco, pero esta
concentracion depende de la etapa de madurez del fruto. Un contenido similar ha
sido encontrado en los frutos de Jalapefio y Serrano, con una menor concentracion
en frutos maduros, debido a la degradacién del acido ascérbico (Chuah et al., 2008;
Alvarez-Parrilla et al., 2011).

Con la determinacién del acido ascorbico en los frutos de chile habanero Cv.
chocolate, se observaron estas variaciones, ya que el contenido dependio6 de la etapa
de madurez, asi como del tipo de extracto; el mayor contenido de acido ascorbico se
obtuvo con acetato de etilo, con la mayor cantidad en los frutos inmaduros, con 4.56
pMmoles de &acido ascoérbico/g de peso fresco (con alta diferencia significativa),
seguidos de 3.75 (fruto intermedio con extracto acetato de etilo), 3.27 (fruto inmaduro
con extracto metandlico) y 3.11 (fruto maduro con extracto Hexanico) umoles de
acido ascorbico/g de peso fresco, sin diferencias significativas entre estos tres

ultimos valores (Figura 13).

De los demas extractos, solo el metandlico de frutos inmaduros mostré el contenido
mas alto de acido ascorbico con 3.27 umoles de acido ascorbico/g de peso fresco
sin diferencia significativa con los de acetato de etilo de los frutos en la etapa
intermedio y maduro (Figura 13). Estos valores de acido ascorbico intervienen
también en que sea mayor la actividad antioxidante por DPPH en los frutos
inmaduros de los extractos metandlicos, seguidos de los obtenidos con acetato de
etilo (Figura 10A).
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Figura 13. Contenido de acido ascoérbico en tres estadios de maduracion
(inmaduro, intermedio y maduro) de frutos de chile habanero Cv.
chocolate. Se muestra el contenido en ymoles de acido ascorbico/g de
peso fresco (n=3). p<0.05, Tukey-Kramer, letras diferentes muestran
diferencias significativas.

8.2.4. Carotenoides

Los frutos de Capsicum se han utilizado en forma de concentrados, oleorresinas y
como especias en colorantes alimenticios, ya que los frutos presentan carotenoides,
como ceto-carotenoides, capsantina, capsorubina contribuyendo a la coloracién roja
del fruto, mientras que [B-caroteno, zeaxantina, luteina y B-criptoxantina son
responsables del color amarillo-naranja (Philip et al., 1971). El conocer el contenido
de carotenoides en los frutos de Capsicum spp es de gran importancia debido a las

propiedades antioxidantes que se les atribuye y poder recomendar su consumo.
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Los extractos de los frutos de chile habanero Cv. chocolate, obtenidos con acetato
de etilo, fueron en los que se encontré6 un mayor contenido de carotenoides,
principalmente en los frutos de estadio intermedio y maduros, con 713.46 y 723.6 ug
de carotenoides/g peso fresco, valores que no mostraron diferencias significativas
con los de estos estadios obtenidos con hexano (Figura 14). Estos compuestos
podrian ser los responsables de la actividad antioxidante encontrada en estos

extractos y estadios tanto por DPPH como por ABTS (Figura 10).

Los reportes del contenido de carotenoides en diversas especies o0 variedades
comerciales de Capsicum, determinan que lo encontrado en este cultivar es
relativamente bajo, presumiblemente al color rojo oscuro (chocolate) que presenta.
Los frutos maduros del chile pimiento Cv. MA1 contienen hasta 12.61 mg de
carotenoides/g de peso fresco (Hornero-Méndez et al., 2002); en chile habanero Cv.
Jaguar se han encontrado cantidades de 17 a 23 mg de carotenoides/g de fruto
(Ramirez et al., 2016); y Lee et al. (2005) reportaron 0.237 mg/g peso fresco de
carotenoides en frutos de plantas de chile habanero Cv. Fidel, cultivadas en
invernadero. El contenido total de carotenoides en los frutos de Capsicum varian de

acuerdo al tipo de cultivar (Almeda et al., 1991).

Lee et al. (2005) manifestaron que la diferencia en los dias a madurez que tuvieron
cada tipo de chile al momento de la cosecha, asi como las diferentes condiciones
ambientales en las que se desarrollaron (humedad relativa y temperatura nocturnas)
podrian haber influido en las diferencias encontradas en la acumulacion de
carotenoides. De igual manera, Garcia et al. (2007) encontraron diferencias en la
concentracion de algunos carotenoides (capsorubina, capsantina, zeaxantina, [3-
criptoxantina y p-caroteno), al evaluar cinco variedades de chile tipo bola (paprika

roja).
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Figura 14. Contenido de carotenoides totales en tres estadios de maduracién
(inmaduro, intermedio y maduro) de frutos de chile habanero Cv.
chocolate. Se muestra el contenido en ug de carotenoides totales/g de
peso fresco (n=3). p<0.05, Tukey-Kramer, letras diferentes muestran
diferencias significativas.

8.2.5. Capsaicina

El contenido de capsaicina determinado en los frutos de tres estadios de chile
habanero Cv. chocolate varié segun el solvente de extraccion y el grado de madurez
de los frutos, obteniendo una mayor cantidad cuando fueron extraidos con acetato
de etilo. Con este sistema de extraccién, los frutos maduros presentaron 22.033
Mmoles de capsaicina/g de peso fresco, seguidos con los del estadio intermedio
(16.19 ymoles) y con los del estadio inmaduro (14.48 ymoles), habiendo diferencias
significativas entre ellos y con los demas tratamientos (Figura 15). Aunque el
contenido de capsaicina fue mucho mas bajo en los frutos extraidos con metanol, la

produccion se comportd de manera similar al extracto anterior, con una mayor
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cantidad en frutos maduros; sin embargo, con la extraccién hexanica, la cantidad
extraible fue minima (menor a 1.945 umoles) y constante en los tres estadios (Figura
16).
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Figura 15. Contenido de capsaicina en tres estadios de maduracién (inmaduro,
intermedio y maduro) de frutos de chile habanero Cv. chocolate. Se
muestra el contenido en pmoles de capsaicina/g de peso fresco (n=3).
p<0.05, Tukey-Kramer, letras diferentes muestran diferencias
significativas.

El contenido mas alto obtenido en los frutos de chile habanero Cv. chocolate (22.033
pmoles de capsaicina/g de peso fresco), concuerda con lo reportado para esta
especie y diferentes accesiones o variedades comerciales, que es entre 16 y 200
pMmoles de capsaicina/g de peso fresco, que equivalen a 5 y 60 mg/g peso fresco
(Canto-Flick et al., 2008). En particular, 22.033 ymoles de capsaicina/g de peso
fresco equivales a 6.73 mg de capsaicinal/g peso fresco, comportandose como un

cultivar con valores bajos de capsaicina, con una equivalencia a 3075 unidades
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Scoville que lo ubica entre los chiles de moderada pungencia (Mathur et al., 2000;
Usman et al., 2014).

Asi como la variacién en el contenido de acidos fendlicos, flavonoides, acido
ascorbico y carotenoides, depende de la especie y la variedad comercial o bien
debido a las condiciones y factores inherentes al cultivo, el contenido de capsaicina
0 capsaicinoides totales también presenta este fenbmeno, como lo reporta Canto-
Flick et al. (2008) al estudiar 18 accesiones de chile habanero y Usman et al. (2014)

en 21 genotipos de C. annuum.

Frutos frescos de chile Cv. Jalapeio han mostrado una alta variabilidad en el
contenido de capsaicinoides totales dependiendo del genotipo (1100-7260 ug/g peso
seco) y del lugar de cultivo (742-3197 ug/g peso seco), quienes han demostrado la
gran variabilidad en el contenido de fitoquimico debido a la variedad, madurez y a
las condiciones previas y post cosecha (Rowland et al., 1984; Topuz y Ozdemir,
2007; Alvarez-Parrilla et al., 2011).

En cuanto a la relacion del contenido de capsaicina con la actividad antioxidante en
este cultivar de chile habanero, es posible que la actividad antioxidante por DPPH
observada por el extracto de acetato de etilo y en los estadios intermedio y maduro,
en gran parte sea debido al alto contenido de capsaicina encontrado en éstos

sumado con el encontrado en los extractos metandlicos (Figura 10).

8.3. COMPARACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ENTRE CHILE
HABANERO Cv. CHOCOLATE Y TRES VARIEDADES COMERCIALES
(AMARILLO, NARANJA y ROJO)

Con el propésito de comparar la actividad antioxidante de los frutos maduros de chile
habanero Cv. chocolate, se analiz6 la actividad antioxidante por DPPH y ABTS de

chiles maduros de las variedades comerciales amarillo, naranja y rojo.

o1



8.3.1. Actividad DPPH

La actividad antioxidante determinada por el método de DPPH mostré similitud de
los porcentajes obtenidos, en los extractos metandlico y de acetato de etilo en los
estadios inmaduro e intermedio de chile habanero Cv. chocolate (87.3 y 84.03%,
respectivamente) y la variedad comercial Naranja (84.03 y 85.91%, respectivamente)
y con el porcentaje del extracto de acetato de etilo de la variedad comercial amarillo
(90.3%), sin diferencias significativas entre estos valores y los observado por el BHT
y el acido ascérbico. La variedad comercial rojo presento los porcentajes mas bajos
de la actividad antioxidante en todos los extractos, sin embargo en el metandlico se
obtuvo un 66.64% (Figura 16A).

8.3.2. Actividad ABTS

Con el método ABTS, los extractos metanolicos de los frutos maduros del Chile
habanero Cv. chocolate (60.93%), la actividad antioxidante fue estadisticamente
igual que la presentada por las tres variedades comerciales amarillo (56.72%),
naranja (56.45%) y rojo (62.64%), porcentajes similares al del BHT (68.2%) y al acido
ascorbico (62.4%) (Figura 16B). Los extractos de las tres variedades comerciales,
obtenidos con hexano dieron una actividad antioxidante menor al que mostré el chile
habanero Cv. chocolate; los obtenidos con acetato de etilo, que fueron los de menor
porcentaje de actividad, no fueron estadisticamente diferentes entre todas las

variedades comerciales (Figura 16B).

Con estos resultados se confirma la relacion de los porcentajes de actividad
antioxidante que existe entre los diferentes extractos, lo estadios y las variedades
comerciales de C. chinense, con el contenido de los principios activos antioxidantes
como los acidos fendlicos, los flavonoides, el acido ascorbico, los carotenoides y la
capsaicina. La actividad medida por el método de DPPH fue mayor en los frutos de
C. chinense con mayor contenido de estos principios activos en el estadio maduro

de las variedades comerciales chocolate, naranja y amarillo, no asi en el rojo (Figura
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16A). Sin embargo, con el método ABTS no hubo diferencias significativas en todas

las variedades comerciales, a excepcion de los extractos de acetato de etilo (Figura

16B).
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Figura 16. Porcentajes de actividad antioxidante por DPPH (A) y ABTS (B) en los
extractos metandlico, de acetato de etilo y hexanico, de los frutos
maduros de chile habanero Cv. chocolate y las variedades comerciales
amarillo, naranja y rojo. BHT (Butil Hidroxitolueno) (n=3). p<0.05,
Tukey-Kramer, letras diferentes muestran diferencias significativas.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con lo reportado por
diferentes grupos de trabajo, en los que se confirma que el contenido de compuestos
activos en Capsicum, depende de los genotipos (especies, variedades, cultivares y
accesiones), de la etapa de maduracion de los frutos y de los factores que intervienen
en el cultivo (Howard et al., 2000; Lee et al., 2005; Materska y Perucka, 2005; Garcia
et al., 2007; Usman et al., 2014; Hidalgo y Almajano, 2017). Esta variacion de
componentes activos, antioxidantes es determinante sobre la actividad antioxidante

que ejercen (Howard et al., 2000).

En este contexto, estos resultados son importantes para conocer qué estadio de los
frutos de C. chinense Cv. chocolate es el mejor para la cosecha y consumo, ya que
indica claramente su actividad antioxidante maxima, ademas porque puede hacerse
una aproximacion de saber qué tipo de compuesto es el mas activo con esta

propiedad.
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9. CONCLUSIONES

Se observo desde una moderada hasta una alta actividad antioxidante en los frutos
de chile habanero (C. chinense Cv. chocolate), la cual dependi6 del estadio, del tipo
de extracto y segun el método de determinaciéon empleado. Con el método DPPH se
observo la mayor actividad en los extractos metandlicos de los frutos en los tres
estadios (inmaduro, intermedio y maduro) con 91.63%, 81.29% y 87.3%,
respectivamente; la actividad antioxidante mas alta determinada por ABTS también
fue en este tipo de extracto, observando un 58.35% y 60.9% en los frutos de los

estadios intermedio y maduro, respectivamente.

Con estos resultados es claro que la actividad antioxidante del extracto metandlico
de fruto de chile habanero Cv. chocolate, fue dependiente principalmente del
contenido de acidos fendlicos y flavonoides. En los otros extractos, esta actividad se
relaciona mayormente con el contenido de &cido ascoérbico, carotenoides y

capsaicina.
La actividad antioxidante de C. chinense Cv. habanero fue similar a la mostrada por

los cultivares comerciales amarillo y naranja, siendo el rojo el que presentd la

actividad antioxidante mas baja.
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