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INTRODUCCION

RESUMEN

El chile chiltepin o piquin (Capsicum annuum) es un recurso vegetal silvestre de amplia
distribucion geografica en la Republica Mexicana, se distingue por su variacion
morfoldgica y muestra muchos beneficios para la salud humana. Durante la época de mayor
oferta llega a desplazar a otros tipos de chile por su agradable sabor y grado de pungencia.
Actualmente han surgido en el mercado mallas de colores, como cubiertas fotoselectivas
para mejorar el aprovechamiento de la radiacion solar. Por lo anterior el objetivo del
presente trabajo fue, evaluar el efecto de diferentes tipos de cubierta fotoselectivas sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, capacidad antioxidante y antifungica del fruto de chiltepin
(Capsicum annuum).

Las variables evaluadas fueron; determinacion de s6lidos solubles totales, acidez titulable,
pH, color, fenoles totales, flavonoides, carotenoides, acido ascorbico, capsaicina, actividad
antioxidante mediante los radicales ABTS y DPPH, capsaicinoides y compuestos fendlicos
por HPLC-DAD vy actividad antifingica. Se utilizé un disefio experimental completamente
al azar, se realizd6 un analisis de varianza (ANOVA), y una prueba de comparaciones
multiples de Tukey con una P< (0.05. En los frutos de chiltepin se observaron diferencias
significativas entre las mallas fotoselectivas y los cultivados en campo abierto e
invernadero, los que presentaron una mayor concentracion de fenoles y flavonoides totales
fueron los cultivados en campo abierto e invernadero y por consiguiente estos fueron los
de mayor capacidad antioxidante, mientras contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina,
fue mayor en los extractos de los frutos de chiltepin cultivados en invernadero, mientras
que los frutos de chiltepin cultivados bajo campo abierto presentaron un mayor contenido
de acido gélico y catequina, y los frutos cultivados bajo malla negra presentan una mayor

concentracion de acido clorogénico.



INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

Meéxico es uno de los paises con mas diversidad en recursos naturales y uno de los frutos
de chile preferidos es chiltepin o piquin (Capsicum annuum), para los habitantes de la
region noreste de México representa una fuente alimenticia y medicinal (Marquez- Quiroz,
2013). El fruto de chile piquin, historicamente se ha consumido en las comunidades
aledafias a las areas de produccion sin que se haya puesto en riesgo su sobrevivencia. Por
otra parte, el consumo se ha incrementado en los tltimos afnos, promovido por la exhibicion
en los supermercados y la promocion en el mercado estadounidense como chiles exoticos.
Este proceso de mercadotecnia sumado al consumo tradicional ha incrementado la demanda
(Sandoval- Rangel, 2011). Sin embargo, casi la totalidad del chile piquin que se
comercializa proviene de recolectas silvestres después del periodo de lluvias (Rodriguez-
del Bosque, 2005). Ante ello, se ha buscado la domesticacion y produccién agrondomica de
estos chiles, usando la tecnologia con la que actualmente se producen variedades de chiles

comerciales (Sandoval- Rangel, 2011).

Una alternativa relativamente econdmica es el uso de la malla sombra, que protege las
plantas de una alta radiacion solar directa y, en consecuencia, reduce el nimero de frutos
con dafios denominados golpe de sol, ademas de que se obtienen plantas mas vigorosas, un
mejor control de plagas y una mayor rentabilidad de los cultivos que en campo abierto
(Shahak, 2008; Ayala- Tafoya., 2015). Las mallas de colores pueden fomentar la
estimulacion diferencial de algunas respuestas fisiologicas reguladas por la luz, tales como
fotosintesis y fotomorfogénesis que producen efectos sobre el crecimiento del tallo,
expansion foliar, desarrollo de cloroplastos, sintesis de clorofila y metabolitos secundarios.
Ademas, la tecnologia es respetuosa con el medio ambiente, reduce el uso de productos
quimicos y permite la produccion en las regiones climaticas problematicas y adaptacion a
las preferencias cambiantes del mercado (Ganelevin, 2008; Ayala- Tafoya, 2011; Ayala-

Tafoya., 2015).

Por otro lado, los frutos de las especies de chile son conocidas por ser una fuente
importante de compuestos bioactivos que desempefian un papel relevante como precursores

de vitamina A y como antioxidantes (Antonious, 2006). Los antioxidantes tienen la

2



INTRODUCCION

capacidad de detener o retardar los procesos oxidativos. Estos procesos, pueden causar
dafios en las células o afectar la conservacion de productos alimenticios. También los
capsaicinoides tienen diversas propiedades biologicas con efectos beneficiosos para la salud
humana entre las que destacan la estimulacion del sistema cardiovascular y su capacidad
antiinflamatoria (Montoya- Ballesteros, 2010). Estas caracteristicas hacen que algunos
frutos vegetales se reconozcan por ser agentes protectores de la salud debido a estas
propiedades funcionales, las cuales estan relacionadas con la prevencion de enfermedades
cronico-degenerativas (Rochin- Wong, 2013). Sin embargo, la composicion de los frutos
cambia en funcion de la etapa de maduracion y de las condiciones ambientales en las que se
produjeron los frutos y en el caso de las variedades cultivadas, el tipo de manejo de los
cultivos (Vera- Guzman, 2011). Por todo lo anterior, es necesario evaluar el efecto de
diferentes tipos de cubiertas fotoselectivas sobre las caracteristicas fisicoquimicas,
capacidad antioxidante y antifungica de extractos del fruto de chiltepin (Capsicum

annuum).



CAPITULO I

2 CAPITULOI
2.1 Generalidades

Los chiles son populares en todo el mundo, y se utilizan a menudo como aditivos

alimentarios para proporcionar un sabor picante (Muwen- Lu., 2017).

El género Capsicum se propuso en 1979 por la FAO como un cultivo de alta prioridad para
los estudios de conservacion, por dos motivos fundamentales: su importancia econdémica y
la pérdida en alto grado de la variabilidad natural, considerando ademés a Mesoamérica
(México y Centro América) como area de maxima prioridad para la exploracion debido a
que es un género nativo de esta area geografica y también por la cantidad de especies
silvestres que existen hoy en dia (Alonso- Bran, 2010). En la figura 1 podemos observar la

distribucion los diferentes tipos de chiles en América.

Los chiles mas cultivados en México son jalapefio (Capsicum annum var. annuum L.),
poblano (Capsicum annum var. annum var annuum L.), serrano (Capsicum annum var.
annum var L), chilaca (Capsicum annum var. annum L), de arbol (Capsicum frutescens L.),
habanero (Capsicum chinese Jacq.) y piquin (Capsicum annuum var. glabrisculum) (SIAP,

2015).
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Figura 1. Mapa de América con los sitios de origen

y domesticacion del género Capsicum. (Martinez Torres, 2007).

La mayor parte de los chiles cultivados pertenecen a la especie C. annuum. Una especie de
particular interés en la region es el denominado regionalmente “timpinchile” palabra
nahuatl que significa: chile mosquito o chile pequefio (Capsicum annuum L. var.
glabriusculum (Dunal) Heiser & Pickersgill sin. aviculare), especie silvestre ampliamente
distribuida en México, en zonas de baja altitud y aledafias a las costas, donde registra
amplia variacion morfoldgica y de denominacién, por ejemplo chile piquin en el norte de

pais (Alonso- Bran, 2010).

El chiltepin o chile piquin se encuentra ampliamente distribuido en México donde recibe un
sinnumero de denominaciones, segin la regiones del pais como: chiltepin, chile piquin,
chiltepec, chiltepillo, chilpaya, chile de monte, chile parado, pdjaro pequefio, amomo, pico
de paloma, pico de p4jaro, entre otros (Araiza- Lizarde, 2011) algunas de ellas se muestran

en la figura 2.



CAPITULO I

México se ha catalogado por ser un pais altamente consumidor en productos picantes, tales
como el chile, de este se derivan varios tipos de especies segun la region y el tipo de

vegetacion siendo uno de ellos el chiltepin (Coronado- Garcia, 2013).

Figura 2. Algunas denominaciones del chiltepin.

(Araiza- Lizarde, 2011).

El chiltepin es un arbusto silvestre perenne, cuyo fruto es una baya redonda u oblonga de 3
a 6 mm de diametro que crece en posicion eréctil. En estado inmaduro el fruto es de color
verde oscuro, debido a la alta concentracion de clorofila; sin embargo, al madurar se torna
de color rojo, causado por una alta cantidad de pigmentos rojos como licopersinas. Las
plantas de chiltepin alcanzan la madurez reproductiva entre los seis y diez meses de edad.
La floracion comienza durante los meses de mayo y dura hasta agosto, y la fructificacion es

de junio a octubre (Araiza- Lizarde, 2011).

La planta, requiere una temperatura entre 15 y 30 °C, luz (fotoperiodo de 14 horas de
oscuridad y 10 horas luz), humedad relativa 75-100%, y se encuentra distribuida bajo la

sombra de arboles y arbustos. (Araiza- Lizarde, 2011).
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El chiltepin prefiere un clima muy seco y célido, a semiseco y templado. En la region norte
de México (Figura 3) se encuentra localizado en los estados de Coahuila, Tamaulipas,

Nuevo Ledn, Sonora, Sinaloa y Baja California (donde es llamado chile piquin).

El chile silvestre (chile piquin o chile del monte son los nombres mas usados en el noreste
del pais) forma parte del acervo cultural de México, en particular es muy reconocido en el
noreste. Capsicum annuum L. var. glabriusculum, es de tamafo pequefio y se distribuye
ampliamente en el noreste de México, region en la que juega un papel importante en la

cocina, la cultura y la economia de las zonas rurales (Villalon- Mendoza, 2013).

Por ejemplo en el noreste de México, la colecta de chile silvestre se realiza principalmente
de septiembre a noviembre, esto representa de un 25 a 45% del ingreso total para los
colectores. De la colecta se comercializa el 97% en verde y el resto en seco, este ultimo con

producto colectado al finalizar la temporada (Sandoval- Rangel, 2011).

Figura 3. Chiltepin en la region Noreste de México.
(Medina- Martinez).

Los frutos de chile silvestre estan adaptados para la dispersion por los pajaros, son
pequetios, rojos brillantes, extremadamente picosos, pedinculos erectos sobre el follaje y se
separan facilmente del pedinculo al madurar. Los frutos del chile domesticado son maés
grandes que los silvestres, rojos u otros colores, picante o no, oculto o entre el follaje,

sostenido en una posicion pendiente y firmemente adheridos al pedinculo al madurar. No
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hay un limite estrecho entre chiles silvestres y domesticados, sin embargo es acompafiada

por cambios morfologicos que son individualmente claros (Almanza- Enrique, 1998).

La dispersion del chiltepin es de forma no aleatoria generada por las aves (Figura 4), se ha
demostrado que el chiltepin esta asociado con especies de arboles que tienen funciéon como
nodrizas. Las aves realizan la deposicion de las semillas bajo arboles de frutos carnosos

para reducir muy probablemente la depredacion de la semilla (Carlo, 2014).

Figura 4. Sinsonte del norte (Mimus polyglottos) alimentandose

de chiltepin imagen modificada. (Carlo, 2014) .

2.2 Usos del Chiltepin
En la horticultura mexicana el chile es uno de los cultivos mas importantes y el de mayor
consumo popular, especialmente en estado fresco, aunque también se consume procesado

en forma de salsas, polvo y encurtidos (Salinas- Hernandez, 2010).

Una posible razon para la domesticacion tan temprana del chile es porque fueron utilizados
como plantas medicinales por los pueblos indigenas, con propiedades antimicrobianas

debido a los alcaloides naturales que contienen (Guzmén. & Bosland, 2017).

Los usos de los frutos frescos o procesados de Capsicum son multiples. Aparte de:
consumo en fresco, cocido, o0 como un condimento o “especia” en comidas tipicas, existe
una gran gama de productos transformados que se usan en la alimentacion humana: secos o

deshidratados, en encurtidos, enlatados, en pastas, en salsas y congelados.
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Un uso muy importante del chile en el mundo, es el de extraerles color y utilizar el
colorante naturalmente en cosméticos, pinturas y alimentos. El uso industrial mas
innovador del chile es la extraccion de su oleorresina. De esta se obtiene la capsaicina pura.
La capsaicina tiene usos industriales diversos, en la alimentacion humana y animal, en la

medicina y hasta en la seguridad personal (Garcia- Rios, 2014).

2.3 Especies antioxidantes del género Capsicum

Los componentes bioquimicos de una planta pueden estar relacionados con los mecanismos
de adaptacion a las condiciones semidridas, asi como la variacion en el rango morfoldgico,
anatdmico y bioquimico que puede traer un impacto directo en los mecanismos de
resistencia de plantas, Garcia Rios (2014) menciona que los chiles picantes aportan

aproximadamente 20 mg de vitamina C y los menos picantes hasta 229 mg por cada 100 g

de chile.

El contenido de los principios activos nutricionales y bioldgicos en los frutos de pimientos
picantes pueden variar considerablemente dependiendo de numerosos factores, es decir los
caracteres estructurales de la fruta, el grado de madurez, las condiciones ambientales, el
tiempo de vegetacion, las condiciones del suelo, los factores genéticos y el pais de origen

(Simonovska, 2014).

La cantidad de estos compuestos, varian notablemente entre especies de Capsicum e
incluso entre variedades. La edad del fruto a la cosecha, el ambiente de desarrollo de la
planta, manejo agronémico y vida poscosecha, son factores que influyen en los contenidos

y concentraciones de estos compuestos en el fruto del chile (Lopez- Lopez, 2015).

Los cambios fisicoquimicos que se producen durante la maduracion y el efecto resultante
sobre la actividad antioxidante son importantes consideraciones dietéticas que pueden

afectar el consumo (Ghasemnezhad, 2011).

Los chiles son ampliamente consumidos en el mundo en forma de alimentos y como
aditivos en la industria alimentaria, estos son una fuente natural de compuestos bioactivos.
Las especies de Capsicum han sido ampliamente utilizadas en el tratamiento de diversas
enfermedades o malestares ademas de que poseen actividad como antioxidantes los cuales

tienen aplicacion en la industria alimentaria y en la cosmética. Las propiedades medicinales
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de las especies de Capsicum estan relacionadas con la presencia de compuestos bioactivos
como capsaicinoides, compuestos fenodlicos, carotenoides, vitaminas C, A y E, con
propiedades antioxidantes o antimicrobianas (Rodriguez- Maturino, 2013; Rochin- Wong,

2013).

2.4 Fenoles.

Las principales funciones de los compuestos fenolicos 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
y bidticos siendo secretados como mecanismos de defensa. Su estructura quimica esta
conformada por anillos aromaticos con grupos hidroxilo (figura 5), lo que les da una alta

actividad antioxidante (Rodriguez- Maturino, 2013).

Figura 5. Estructura quimica de fenol.
(Rodriguez- Maturino, 2013).

Los compuestos fendlicos especialmente dacidos fenolicos y flavonoides, estan
considerablemente presentes en verduras y frutas, esto los convierte en parte integral de la
dieta humana, han recibido mucha atencion ya que muchos estudios epidemiologicos
sugieren efectos benéficos sobre la salud por el consumo de alimentos ricos en polifenoles.
La mayoria de los polifenoles tienen dos o mas grupos hidroxilo y son sustancias bioactivas
y se presentan comunmente en los alimentos de origen vegetal, por lo que son consumidos

por un gran nimero de personas (Ghasemnezhad, 2011; Ho, 1992).

Estos compuestos se pueden dividir en flavonoides y no flavonoides (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Compuestos fenodlicos encontrados en chile

No flavonoides Flavonoides
Acido Cafeico Quercetina
Acido Clorogénico Catequina
Acido p-Cumérico Luteina
Acido Fertilico Kaemferol
Acido p-hidroxibenzoico Mircetina

Fuente: (Moreno- Escamilla, 2014).

2.5 Flavonoides.

Los flavonoides son moléculas que se encuentran distribuidas de una manera muy amplia
en los alimentos de origen vegetal caracterizdndose por poseer capacidad antioxidante. Su
estructura basicamente consiste en la unién de dos anillos aromaticos mediante una cadena
alifatica de tres carbonos, los cuales se condensan en forma de pirano, o en anillo furano tal

y como se observa en la figura 6 (Pratt, 1972).

La actividad antioxidante de los flavonoides es el resultado de una serie de combinaciones
de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademés de la
inhibicion de las oxidasas, evitando de esta forma la formacion de especies reactivas de

oxigeno asi como de hidroperoxidos orgénicos (Adedayo, 2010).

Estos son polifenoles que poseen al menos 2 subunidades fendlicas. Estos compuestos son
derivados fenodlicos sintetizados en cantidades sustanciales por las plantas. La actividad
antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura individual y del
nimero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso molecular (Rodriguez- Maturino,

2013).

Con respecto a su estructura, los flavonoides que tienen algin sustituyente en su molécula,
principalmente en las posiciones 3" y 4’en el anillo B, el cual es el que se encuentra en el
extremo derecho de la molécula, son mas activos como compuestos antioxidantes (Brunetti,

2013).
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Figura 6. Estructura quimica basica de los flavonoides.

(Rodriguez- Maturino, 2013).

2.6 Carotenoides.

Son un grupo de compuestos bioactivos de gran importancia en diversos organismos. Son
pigmentos naturales encontrados en una amplia diversidad de plantas. Estos son
responsables de los colores atractivos en flores, frutas y vegetales: coloraciones amarilla,
naranja y roja. Existen dos clasificaciones importantes de los carotenoides: carotenos (p-
caroteno, a- caroteno, licopeno) y xantofilas (luteina, zeaxantina, capsantina, capsorubina)
diferenciandose en que el primer grupo contiene carbono e hidrogeno, en tanto que el

segundo posee ademas oxigeno (Rodriguez- Maturino, 2013).

El color de los frutos de C. annuum es variable comenzando de verde cambiando a rojo
después a un rojo mas obscuro, marron y a veces casi negro. El color de cada variedad
depende de su capacidad para sintetizar carotenoides. Estas variedades disponibles
comercialmente son valoradas principalmente por su aroma y sabor caracteristicos, aunque

también le dan un color fuerte a los alimentos preparados (Collera- Zuniga, 2005).

2.7 Capsaicinoides.
Una de las principales razones por la cual se consume el chile chiltepin es debido a la
presencia de unos compuestos llamados capsaicinoides, los cuales son los responsables del

sabor pungente de este alimento.
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Los capsaicinoides (alcaloides) se sintetizan y acumulan en el tejido de la placenta. Su
estructura quimica consiste en un nucleo fenolico unido mediante un enlace amida a un
acido graso. Las diferencias estructurales de los diversos capsaicinoides residen en la
naturaleza de la cadena lateral que puede ser de 9 u 11 carbonos de largo, con un niumero
variable de enlaces dobles colocados en diferentes posiciones (Rodriguez- Maturino,
2013). En el cuadro 2 se describen los valores de las propiedades fisicoquimicas de la

capsaicina.

La porcién fenodlica es la vainillilamina, la cual ha sido previamente formada a partir de la
fenilalanina a través de la ruta de los fenilpropanoides. En cambio, el acido graso ha sido
formado a partir de aminoacidos con cadena lateral ramificados ya sea leucina o valina

(Lopez- Lopez, 2015).

HO HO
\O AN \O

O Capsaicina O Dihidrocapsaicina

Figura 7. Estructura quimica de los capsaicinoides (Rodriguez- Maturino, 2013).

El picor de la mayoria de los chiles se debe a los alcaloides como la capsaicina (C),
dihidrocapsaicina ~ (DHC),  nordihidrocapsaicina ~ (NHC), = homocapsaicina y
homodihidrocapsaicina; los cuales difieren entre si por la longitud de sus cadenas, asi como
en la presencia o ausencia de dobles enlaces en la cadena lateral. C y DHC (Figura 7)
aportan entre el 80 y 90 % del total del picor, ademas de participar en el picor del fruto, los
capsaicinoides tienen diversas propiedades bioldgicas con efectos beneficiosos para la salud

humana (Montoya- Ballesteros, 2010).
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Cuadro 2. Propiedades fisicoquimicas de la capsaicina.

Propiedades Valores

Peso molecular 305.41 g/mol
Punto de fusion 62 a 65°C (144 a 149 °F; 335 a 338°K)
Punto de ebullicion 210 a 220 ° C(410 a 428 ° F; 483 A 493 ° K)

Punto de 113°C
inflamacion
Estabilidad Estable. Incompatible con un agente

oxidante fuerte.
Solubilidad Insoluble en H,O; Soluble en alcoholes y
solventes organicos
UV max. 227-281nm
Fuente: (Stoica, 2016).

Los capsaicinoides no son detectados por nuestras papilas gustativas, la sensacion de calor
de los capsaicinoides es el resultado de la irritaciéon del canal potencial de un receptor
transitorio TRPV1, que contiene un sitio de union vaniloide capaz de interactuar con los
capsaicinoides. Son receptores de calor y dolor que se localizan con mayor frecuencia en la
boca y la garganta y se ubican en las terminales periféricas de las neuronas nociceptivas.
Sin embargo, los receptores TRPV1 también se pueden encontrar en el estbmago humano.
La ocupacion del receptor desencadena la afluencia de cationes, el potencial de accion de
disparo y la consiguiente sensacion de quemazoén asociada con los chiles (Guzman. &

Bosland, 2017).

Los capsaicinoides son alcaloides que producen el sabor picante o pungente del chile. Son
compuestos que actuan sobre la oxidacion de lipidos debido a su actividad antioxidante

para diversas patologias (Lopez- Lopez, 2015).

Se sabe que el consumo de chile incrementa el gasto de energia, los capsaicinoides como
componentes activos en el chile han demostrado tener propiedades termogénicas y
antiobesidad (Muwen- Lu., 2017). También recientemente el autor Whiting (2014), indicé
que el consumo diario de capsaicinoides podria influir en el control de peso y se puede usar

ademas como adyuvantes naturales para bajar de peso.
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Algunos beneficios como poderes curativos del chile dependen de diferentes compuestos
encontrados en las venas, las hojas y los tallos de las plantas mencionan entre algunos de
los componentes: la capsaicina, el capsidol, los capsiandsidos y la capsicodendrina que
ademas de muchas propiedades han demostrado ser antibacteriales e incluso fungicidas

(Moreno- Limoén, 2012).

Muchos estudios han considerado la accion de capsaicina como analgésico. También se ha
reportado el impacto de la capsaicina en la reduccion de la grasa corporal mediante el
proceso de termogénesis y por tanto la regulacion del peso corporal. En el sistema
cardiovascular y gastrointestinal como un agente farmacoldgico en urologia se utiliza a
reducir el nivel de la glucosa en sangre. Ademas de todo esto los capsaicinoides se designan
como aditivos alimentarios naturales basados en productos como agentes antimicrobianos

(Simonovska, 2014).

2.8 Capacidad antioxidante de especies del género Capsicum

El contenido de antioxidantes de los alimentos vegetales, y por lo tanto su capacidad
antioxidante asociada, depende en primer lugar de la variedad y el grado de maduracién, ya
que al aumentar su madurez, el nivel de los flavonoides, carotenoides, 4acido ascorbico,

compuestos fenolicos entre otros se ve afectado (Guil-Guerrero, 2006).

Después de la cosecha de los frutos los polifenoles experimentan ciertas reacciones que
podrian disminuir la capacidad antioxidante (Srivastava, 2007). Asi mismo, los distintos
aspectos poscosecha, como las condiciones de almacenamiento (tiempo, temperatura,
atmosfera, etc.) y el procesamiento (corte, tiempo y temperatura de posibles tratamientos),
ademas de los antioxidantes sintéticos, etc. Afectan la capacidad antioxidante de los

alimentos (Goristein, 2009; Alvarez- Parrilla, 2011).

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede determinarse por
los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion controlada. Con base a
las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para determinar de capacidad
antioxidante pueden ser divididos en dos categorias 1. Ensayos basados en la reaccion por
transferencia de electrones 2. Ensayos basados en la transferencia de atomos de hidrogeno

como se puede observar la clasificacion en el cuadro 3 (Tovar- Del Rio, 2013).
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Cuadro 3. Clasificacién de ensayos de capacidad antioxidante in vitro segin su
modo de reaccion.

Ensayo Categoria
Acido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico
(ABTS+)
Ensayos basados en la
transferencia de electrones (ET)
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo Ensayos basados en la
(DPPH") transferencia de electrones

Poder de reduccion antioxidante (ET)
del hierro (FRAP)

N,N- dimetil-p-fenilendiamina
(DMPD)
Capacidad de reduccion

antioxidante del cobre (CUPRAC)

Capacidad de absorcion del

radical oxigeno (ORAC)

Parametro antioxidante de captura

de radicales (TRAP)

Inhibicion de la oxidacién del

acido linoleico

Inhibiciéon de la oxidacion de los

lipidos de baja densidad (LDL)
Fuente: (Tovar- Del Rio, 2013).

Ensayos basados en la
transferencia de atomos de
hidrogeno (HAT)

2.9 Actividad antifingica

La principal causa de deterioro de los alimentos es el ataque por diferentes tipos de
microorganismos (bacterias, levaduras y mohos). El problema del deterioro microbiano de
los alimentos tiene implicaciones economicas evidentes, tanto para los fabricantes
(deterioro de materias primas y productos elaborados antes de su comercializacion,
pérdida de la imagen de marca, etc.) como para distribuidores y consumidores (deterioro
de productos después de su adquisicion y antes de su consumo) (Rodriguez- Sauceda,

2011).

En la agricultura organica se inician a considerar diversas alternativas para el manejo de
plagas y enfermedades, entre ellas los extractos de plantas han despertado el interés en la
industria de alimentos por sus propiedades ya que son una fuente invaluable de nuevas

moléculas bioldgicamente activas (Terrones, 2013).
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Algunos antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas y
especias. Lo mads dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho antimicrobiano
al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad. La actividad antimicrobiana de
hierbas y plantas es generalmente atribuida a los compuestos fenolicos presentes en sus

extractos o aceites esenciales (Rodriguez- Sauceda, 2011).
Sistemas de cultivo

Cada especie vegetal requiere de una cantidad especifica luminosa para desarrollar la
fotosintesis y expresar su potencial productivo. Es muy importante que las plantas reciban

un espectro equilibrado para que se desarrollen adecuadamente.

La radiacion solar es la fuente de energia usada por las plantas en el proceso de fotosintesis,
mediante éste producen material vegetal creciendo y desarrollandose. Por lo tanto es
importante mejorar la eficiencia fotosintética del vegetal a través de la exposicion de las
plantas a una mayor radiacion de longitud de onda que mejore su comportamiento y lo
oriente hacia la produccion de fruta, para obtener mejores rendimientos (Casierra- Posada,

2011).

2.9.1 Cielo abierto
En comparacién con su hdbitat natural, el chile piquin modifica su comportamiento de
crecimiento cuando se le establece a cielo abierto, ya que su héabito de crecimiento se torna
compacto, de entrenudos cortos y ramas laterales extendidas; las plantas son mas anchas
que altas. Es importante considerar que bajo las condiciones de cielo abierto, el piquin se
puede comportar como un cultivo anual y no perenne, ya que al igual que los otros chiles,
es atacado por plagas y enfermedades, acortando el ciclo reproductivo (Sandoval- Rangel,

2011).

2.9.2 En Malla- Sombra
El uso de plésticos en la agricultura ha permitido mejorar el ambiente de produccion,
favoreciendo el incremento y calidad de la produccion de diferentes especies horticolas,
esta tecnologia ha permitido duplicar rendimientos de manera significativa, sin embargo

con el uso de estos plasticos con caracteristicas espectrales especiales el rendimiento se ve
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incrementado en calidad y cantidad sin embargo existe poca informacidn respecto a su uso

(Flores- Marin, 2010).

El uso de malla sombra es una estrategia utilizada para proteger a las plantas de la radiacion
solar directa, reducir la temperatura y evitar la quemadura por el sol en frutos. En la ultima
década han surgido en el mercado mallas de colores que debido a sus propiedades
fotométricas mejoran el aprovechamiento de la radicacion solar en los cultivos protegidos

(Ayala- Tafoya., 2015).

Las mallas sombras se fabrican con diferentes materiales, como polietileno, el
polipropileno y poliéster y también con distintos grados de transmision, absorcidon y
reflexion de la radiacion solar. Las mallas de colores pueden fomentar la estimulacion
diferencial de algunas respuestas fisiologicas reguladas por la luz, tales como la fotosintesis
y fotomorfogénesis que producen efectos sobre el crecimiento del tallo, expansion foliar,
desarrollo de cloroplastos, sintesis de clorofila y metabolitos secundarios como compuestos

fenolicos (Ayala- Tafoya., 2015).

Las mallas sombra tienen caracteristicas de alta resistencia y durabilidad, para usarse en
campos a cielo abierto, asi como en invernaderos. Mediante el uso de mallas se puede
reducir la luminosidad entre un 30 y 90%, dependiendo del tipo y necesidades del cultivo.
El color mas usado es el negro, aunque empiezan a parecer mallas de colores como el azul,

rojo, blanco y verde o combinaciones de estos colores (Madrigal- Sotelo, 2011).

Sandoval- Rangel. (2011), describe que el sistema de produccion es intensivo, similar al
descrito para cielo abierto, excepto que utiliza una malla- sombra, preferentemente del
30%, la cual simula el habitat natural del chile piquin. Se menciona que los costos de
produccion se reducen ya que la produccion se incrementa al doble y hasta al triple, ya que

se obtiene un fruto de mejor calidad (tamafio, uniformidad y color).

Rodriguez- del Bosque (2004) menciona que este sistema de produccidon es intensivo,
similar a la de cielo abierto excepto que en este caso se utiliza una malla- sombra
preferentemente del 30% la cual simula el héabitat natural, otros de los beneficios es que los

dafos por plagas, aves, vientos y temperaturas extremas son menores que en el sistema de

18



CAPITULO I

cielo abierto. El crecimiento de las plantas de chile piquin son plantas con muchas

ramificaciones, pero mas altas que anchas (Rodriguez- del Bosque., 2004).

Haciendo referencia a lo anterior las semillas después de que las aves las defecan, dan
como resultado el crecimiento de las plantas pero esto sucede naturalmente debajo de
arboles y arbustos en areas sombreadas. Otra condicion que las plantas de chiltepin
prefieren, es el efecto de la intensidad luminosa que es un régimen de crecimiento y

reproduccion Rodriguez- del Bosque., et al (2005).

2.10 Algunas ventajas de las mallas de colores

a) Proporciona efectos positivos sobre algunos factores del suelo y el ambiente,
permite que el desarrollo de las plantas sea mayor y mas acelerado que en un suelo
descubierto.

b) Obtener cosechas fuera de la época normal de produccion (tradicionales).

¢) Mayor eficiencia en el uso de fertilizantes.

d) Abhorro de agua, debido a que al conservarse humedo el terreno por mas tiempo.

e) La luminosidad tiene una gran importancia en todos los procesos vitales de los

vegetales (Flores- Marin, 2010).

2.11 Efecto de las mallas de colores en las plantas
La malla sombra de color negro tiene la caracteristica de que el paso de luz es directo, los

rayos caen perpendiculares sobre la planta.

Para las mallas de color los resultados de la dispersion y disipacion de luz, llegando desde
todas las direcciones, se hace mas eficiente la distribucion de la luz en la zona cubierta por

la malla y el proceso de fotosintesis es mas eficiente.

La malla sombra de color azul incrementa la produccién de follaje; las ramas y hojas son de
tamafios menores, lo cual genera plantas mas compactas. Provoca una disminucion del

crecimiento de las plantas, tallos més gruesos y mayor cantidad de hojas.

La malla sombra de color rojo promueve plantas de crecimiento mas rapido y aumenta la
masa vegetativa. Acelera la floracion y maduracion e incrementa el tamafio del fruto. Se
desarrollan tallos mas largos y se mejora el color en plantas ornamentales. Hay mejor

rendimiento (Madrigal- Sotelo, 2011).
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Autores como Flores- Marin (2010), describen que la region de luz que va del naranja al
rojo, proporciona la fotosintesis mas eficaz. Esto no significa que las plantas se pueden
hacer crecer solamente utilizando la luz de este color. La porcion de luz azul es muy
importante para el desarrollo saludable de la planta. Una falta de luz azul lleva a la
elongacion (crecimiento excesivo del tallo) y en ocasiones desarrolla hojas amarillentas. La
proporcion de rojo también es importante para el desarrollo. Estas respuestas de

sensibilidad varian segln las especies de las plantas.

Paredes- Jacome (2018), menciona que la radiacion fotosintéticamente activa (RFA), en
cada cubierta es reducida en comparacion con la percibida a campo abierto. Un menor RFA
que incide sobre las plantas debe tener un efecto directo en la tasa de fotosintesis, en el
crecimiento y rendimiento de las plantas, por lo que las plantas expuestas totalmente al sol

fueron de menor tamafio y rendimiento.

Asi mismo la temperatura y la humedad relativa juegan un papel importante en la
conductancia estomatica foliar, por lo tanto, en la tasa de transpiracion y la fotosintesis de

la planta (Righi, 2012).

Al respecto, Martinez., et al (2016) , al evaluar el cultivo de albahaca (Ocimum basilicum)
bajo cuatro cubiertas de color azul, rojo, perla y negro con 50 % de sombreo, encontraron
una reduccion en la RFA, y en la cubierta de color rojo increment6 la altura de planta,
diametro del tallo y numero de brotes. Asi mismo Retamales., ef a/ (2008), en el cultivo de
arandano demostraron que la RFA transmitida por mallas de color blanco y rojo con 35 %
de sombreo, y la malla gris con 50 % de sombra redujeron la RFA hasta un 29 %, mientras
que las mallas de color rojo, con 50 % de sombra y malla negra con 35 % sombra,

disminuyeron la RFA en 41 y 47 %, respectivamente, en comparacion al campo abierto.

Por lo cual el uso de mallas sombra resulta relevante para disminuir el impacto de la alta
intensidad de luz en condiciones de campo abierto, transformando la radiacion directa en
dispersa lo cual permite que la luz penetre en el dosel interno de la planta previniendo

quemaduras y dando un moderado efecto de enfriamiento (Ilic, 2017).
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3 JUSTIFICACION

Ademés de los usos culinarios del chiltepin se ha reportado que la presencia de
fitoquimicos indican el posible potencial de este fruto para ser usado para la obtencion de
compuestos bioactivos con aplicacion contra problemas cardiovasculares, enfermedades
cronicas no transmisibles, asi como su capacidad de reducir los riesgos de cancer y como
bactericida entre otros. Dentro de las tecnologias para su producciéon el impacto del
sombreo, es aspecto fundamental para simular su habitad natural y asi propiciar el
desarrollo normal de la planta; en comparacion con el cultivo a cielo abierto, el uso de
malla sombra puede incrementar el rendimiento de chile y la calidad del fruto
principalmente en uniformidad, tamafo y color. Al respecto existen pocos estudios a C.
annuum sobre su actividad antioxidante y antifungica, asi como la identificacion,

cuantificacion y aplicacidon de sus compuestos bioactivos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de diferentes tipos de cubiertas fotoselectivas sobre las caracteristicas
fisicoquimicas, capacidad antioxidante y antifungica de extractos del fruto de chiltepin

(Capsicum annuum).

4.2 Objetivos Especificos
e Caracterizar los frutos de chiltepin con base en color, pH, acidez titulable y s6lidos
solubles totales para evaluar el efecto de los diferentes tipos de cubiertas

fotoselectivas.

e Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales, carotenoides totales y
capsaicinoides y actividad antioxidante en extractos obtenidos de frutos de chiltepin

(Capsicum annuum) cultivados bajo diferentes tipos de cubiertas fotoselectivas.

e Identificar por HPLC- DAD los compuestos fendlicos (4cidos fendlicos y
flavonoides) y capsaicinoides de extractos de frutos de chiltepin (Capsicum

annuum) cultivados bajo diferentes tipos de cubiertas fotoselectivas.

e Evaluar la actividad antiflingica sobre hongos fitopatogenos Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani de los extractos
metandlicos con mayor concentracion de compuestos bioactivos de frutos de

chiltepin.

4.3 Hipotesis
Las propiedades fisicoquimicas de los extractos del fruto de chiltepin, asi como el
contenido de compuestos bioactivos, capacidad antioxidante y actividad antifiingica, se ve

influenciada por el tipo de cubierta fotoselectiva bajo el cual se cultiva.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

Los frutos de las plantas del chiltepin del ecotipo Rio Tuxpan Zacatecas fueron colectados
en madurez comercial (completamente rojos), en el estado de Zacatecas. Posteriormente se
extrajeron las semillas y se pusieron a germinar, en charolas de poliestireno de 200
cavidades, tratadas previamente 24 horas con 500 ppm de 4cido giberélico (Biogib ®), en el
invernadero de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, sede Saltillo Coahuila,
Meéxico, el cual se encuentra a una latitud de 25°22° latitud Norte y 102° 22° longitud
oeste, a una altitud de 1742 msnm. El clima se caracteriza por ser templado semiseco con
pocas lluvias en verano e invierno, con una temperatura promedio de 17 °C. Los inviernos
son crudos debido a los frentes frios que llegan a la ciudad, siendo comunes las

temperaturas inferiores a los 0 ° C y con probabilidad de nieve.

5.2 Sustrato

Como sustrato se utilizd turba de sphagnum (Pro Mix ®) y perlita (Hortiper]l ®) en una
proporcion 2:1 v/v. El trasplante se realizé cuando las plantulas alcanzaron una altura de 15
cm en bolsas de polietileno con capacidad de 10 L, y se colocaron a una distancia de 40 cm

entre plantas y 1.0 metro entre surcos, (densidad de plantacion de 20,750 plantas has™).

5.3 Solucion nutritiva y sistema de riego
El cultivo se mantuvo mediante solucion nutritiva (Steiner 1976), al 25% en plantula, al
50% en desarrollo vegetativo, 75% en floracién y 100% en fructificacion. El aporte de agua

se realizo de 0.50 a 2.50 L planta™+dia™', con un sistema de fertirriego por estacas.

5.4 Desarrollo del cultivo

El cultivo se desarrolld en cuatro macro tineles de color, con malla raschel con 30 % de
sombreo, con un tamafio de 6 x 8§ mm; cada tinel de 4 m de ancho, 6 m de largo y 2.30 m
de alto; un macro tinel con las mismas dimensiones, cubierto con polietileno blanco

lechoso con 20 % de sombra (tipo invernadero), y campo abierto con 0 % de sombra.
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Se tuvieron seis tratamientos T1, Campo abierto (Transmitancia de luz de 100%); T2,
Invernadero (plastico blanco lechoso, 80% luz y 20% sombra); T3, Malla negra (70% luz y
30 % sombra); T4, Malla roja (70% luz y 30 % sombra); TS5, Malla blanca (70% luz y 30 %
sombra) y Malla azul (70% luz y 30 % sombra). En el cuadro 4, se muestran los valores
promedio de la radiacion y temperaturas registradas durante el segundo ciclo de
produccion. Las plantas fueron de crecimiento libre, no se podaron.

Cuadro 4. Valores promedio de la radiacion y temperatura registradas durante el segundo
ciclo de produccion de chile piquin bajo los diferentes ambientes.

Ambiente RFA Temperatura HR

(nmol m” s 0 (%)
Malla roja 657.16° 32.23° 31.84°
Malla azul 581.75" 30.18¢ 33.36"
Malla blanca 592.87° 30.01¢ 32.83"
Malla negra 596.13¢ 29.07° 32.96
Invernadero 1082.34° 31.68 31.63¢
Campo abierto 1165.88" 30.94¢ 32.72°

RFA: Radiacion fotosintéticamente activa, CA: Campo abierto, HR: Humedad relativa

5.5 Reactivos

Se utiliz6é fenolftaleina adquirida de laboratorios Hycel de México, S.A. de C.V. (México,
D.F., México), hidroxido de sodio (NaOH), carbonato de sodio y tricloruro de aluminio,
adquiridos de J.T. Baker S.A. de C.V. (Avantor Performance Materials, Center Valley,
Pennsylvania, EUA), 4cido galico, quercetina, 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 2,2°-
azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), Trolox (4cido 6-hidroxi- 2,5,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) y reactivo de Folin-Ciocalteau, adquiridos de Sigma-
Aldrich Quimica S.A. de C.V (San Luis Misuri, EUA), alcohol metilico, etanol y metanol
que se adquirieron de Quimica Meyer (Quimica Suastes S.A. de C.V. Tlahuac, México,
D.F., México) y persulfato de potasio adquirido de laboratorios Reasol S.A. de C.V.
(Tecamac, Edo de México, México). Se utiliz6 agua destilada en la realizacion de todos los

experimentos. Andlisis HPLC metanol, acetonitrilo (Tedia, HPLC/ spectro), acido acético,
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acido formico, acido clorhidrico (J.T. Baker), agua grado milliQ (Millipore Simpakorl)
Estandares grado HPLC de capsaicina, dihidrocapsaicina, 4acido galico, catequina, acido
cafeico, acido clorogénico y quercetina (Sigma- Aldrich Quimica S.A. de C.V. San Luis

Misuri, EUA). Agar papa dextrosa (BD Bioxon).

5.6 Preparacion de muestras

Los frutos del ecotipo Rio Tuxpan Zacatecas de chiltepin se seleccionaron con base al
indice de madurez comercial (completamente coloreados) y libre de dafios causados por
plagas y enfermedades. Para la evaluacién de las variables fisicoquimicas se utilizaron
chiles en estado fresco. Para la evaluacion de los fitoquimicos los frutos se ultracongelaron
a -70°C (Ultracongelador Thermo Scientific 303, EUA), se liofilizaron (Liofilizadora
Model 79480 Labconco, Missouri, EUA), a una presion de vacio de 133x10” mBar a una
temperatura de -40°C y se molieron en un molino de cuchillas (RTSCH GM 200,

Alemania) a 9000 xg durante 50 s hasta que se obtuvo un polvo fino de 150 micras.

5.7 Variables de estudio
5.8 Analisis fisicoquimico de fruto

5.8.1 Solidos solubles totales (°Brix)
Los so6lidos solubles totales (SST), se determinaron de acuerdo a la metodologia descrita
por la AOAC 920.151 (1995), mediante un refractometro digital (ATAGO PR-101, CO
LTD, Japon). El valor se reporta en grados Brix (°Bx).

5.8.2 Acidez titulable
La acidez titulable se realizé de acuerdo al método de la AOAC 942.15 (1995). A la
muestra (10 g) se le agregaron 50 mL de agua destilada, se molié (licuadora Osterizer
Blender Classic Mod BLSTBC4129-013), se midi6 el volumen total. Se tomaron SmL de la
muestra y se adicionaron 3 gotas de fenoftaleina al 1% y se titul6 con NaOH 0.1N. El

porcentaje de acidez se determin6 mediante la siguiente formula:

Ecuacion 1

% acido citrico = (mL NaOH x N NaOH * meq * VT100)/(A * g)
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Donde: mL NaOH, mililitros de hidroxido de sodio gastados en la titulacion; N es la
normalidad del hidréxido de sodio; meq, miliequivalentes del acido citrico (0.064); VT,
corresponde al volumen de la muestra preparada; A representa la alicuota tomada para la

medicion; g peso de la muestra.

583 pH
El pH se determindé mediante un potenciometro (marca Hanna Instrumenst Modelo HI

2211, Rumania).

5.8.4 Color
El color se determin6 mediante un colorimetro (MINOLTA CM-508d, Japon), se midieron
los parametros L*, a* y b* de la Comision Internacional en [luminacion (CIE). Donde L*es
la luminosidad o brillo de la superficie y va de 0 (negro) a 100 (blanco). Los otros dos ejes
de coordenadas son a* y b*, y representan variaciéon entre rojo-verde, y amarillo-azul,
respectivamente. Las mediciones (3 repeticiones) se tomaron directamente sobre la
superficie de los frutos, con base a los valores de L*, a* y b se calcularon croma (C*) que
representara el indice de saturacion, y el dangulo de tono (h °) de acuerdo con las siguientes

ecuaciones:

Ecuacion 2

¢ = @157

Ecuacion 3

h° = arctan [z—]

5.9 Determinacion de fitoquimicos

5.9.1 Extraccion de compuestos

Para la extraccion de los compuestos de la muestra previamente liofilizada se tomaron (150
mg) se mezclé con 20 mL de metanol absoluto. Se agitdé en un vortex durante 2 min, se
sonicd durante 30 min y se centrifugd a 14000 xg por 10 minutos a 5 °C (centrifuga

Thermo Scientific Mod. ST 16R, Alemania) recuperando el sobrenadante.
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5.9.2 Contenido de Fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron por el método de Folin-Ciocalteu descrito por
Waterman & Mole, (1994). Del sobrenadante de cada una de las muestras se tomaron 0.5
mL del extracto y se agregaron 0.5 mL del reactivo de Folin- Ciocalteu diluido al 50% con
agua destilada, se dejo reposar por 7 min, posteriormente se le agregaron 1.5 mL de
Carbonato de Sodio al (7.5%), 2.75 mL de agua destilada, se dejo reaccionar en completa
oscuridad durante 1 h. Se midi6 la absorbancia a 725 nm en un espectrofotdmetro (modelo
6715 UV/Visible, Jenway, Techne Inc, EUA). Se elabor6 una curva de calibracion con una
solucién patron de acido galico a una concentracion (1000 mg/L). Los resultados se

expresan en mg EAG/100 g de peso seco

5.9.3 Contenido de Flavonoides
El contenido de flavonoides se determin6 de acuerdo al método de Rosales et al. (2011).
Para ello se tomaron 0.5 mL del extracto, se le agregé 2 mL de agua destilada, méas 0.15 mL
de NaNO; (5%) la mezcla se dejo reposar durante 5 min en la obscuridad y se agregaron
0.15 mL de AICI; 6H,O al (10%) y 1 mL de NaOH (1M), se dejé reposar por 15 min. Se
midio la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro (modelo 6715 UV/Visible, Jenway,
Techne Inc, EUA). El contenido total de flavonoides se determind usando una curva
estandar de quercetina. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de quercetina

(mg EQ /100 g peso seco).

5.9.4 Determinacion de carotenoides
Las fracciones isocromaticas de carotenoides rojos (R= capsantina y capsorrubina) y
amarillos (A= B- caroteno, B- criptoxantina, zeaxantina) de carotenoides totales fueron
evaluadas de acuerdo al método reportado por (Hornero- Mendez & Minguez- Mosquera.,
2001). Los carotenoides de Chiltepin fueron extraidos de muestras deshidratadas colocando
100 mg de muestra en 10 mL de acetona, la mezcla se agité durante 2 min en un vortex,
para después ser sonicado durante 30 min en oscuridad. La mezcla homogenizada fue
centrifugada a 14000 xg por diez minutos. El sobrenadante fue separado y la absorbancia

fue leida a 472 (amarillo) y 508 (rojo) nm usando un espectrofotometro (Mod. ST 16R,
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Alemania). Las mediciones de carotenoides rojos y amarillos fueron expresadas como mg/

100 g de peso seco.

Ecuacion 4

= (A508)(2144)—(A 472)(403.3)
270.9

C rojos

Ecuacion 5

(A 472)(1724.3)—(A 508)(2450.1)
270.9

C amarillos —

5.9.5 Determinacion de acido ascorbico

La determinacion del acido ascorbico se realizé por el método de Klein & Perry (1982). La
muestra (75 mg), se mezcld con 10 mL 4cido metafosforico (0.1g/L) durante 45 min a 4°C
en agitacion constante, se centrifugd a 5000 xg. Del sobrenadante se tom6 1 mL, se mezclo
con acido 2,6-diclorofenol-indofenol, posteriormente se midi6 la absorbancia a 515 nm.

Los resultados fueron expresados como mg de acido ascérbico por 100g de peso seco.

5.9.6 Determinacion de capsaicina

La determinacién de capsaicina se realizd de acuerdo al método de Bennett, (1968) con
algunas modificaciones. La muestra (100 mg), se mezclé con 10 mL de metanol absoluto,
se sonico por 20 min y se centrifugd a 14,000 xg por 10 min. Se tom6 una alicuota de 1 mL
y se le adicion61.5 mL de solucion buffer de citrato a un pH de 2.8, se le agregdé 5 mL de
agua destilada y 5 mL de soluciéon de Adogen- Tolueno, posteriormente se volvio a
centrifugar a 14,000 xg por 10 min. Se tomé 1 mL del sobrenadante y se midié la
absorbancia a 286 nm. Se elabor6 una curva de calibracion con una solucion patron de
capsaicina a una concentracion (1000 mg/L). Los resultados fueron expresados como mg

equivalentes de capsaicina por 100 g de peso seco.
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5.10 Determinacion de actividad antioxidante

5.10.1 Determinacion de actividad antioxidante por el método de ABTS [2,2'-azino-bis

(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)]

La actividad antioxidante mediante ABTS, se determind por el método descrito por Re et
al., (1999). El radical ABTSe+ fue producido de la siguiente manera: se prepararon 10 mL
de una soluciéon 7 mM de ABTS y se mezcld con 10 mL de persulfato de potasio 2.45 mM,
la mezcla se mantuvo en agitacion constante y a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 16 horas. La solucion de ABTSe+ se diluyé en metanol absoluto hasta obtener una
absorbancia de 0.7 + 0.02 a 734 nm. Se mezclaron 100 pL de muestra con 3.9 mL de la
soluciéon de ABTSe+ diluido y se dejé reposar durante 6 min. Transcurrido el tiempo se
midio6 la absorbancia en un espectrofotometro (modelo 6715 UV/Visible, Jenway, Techne
Inc, EUA) a 734 nm. Para la obtencion de resultados se prepar6 una curva patron de 0 a 15
uM de Trolox. Los resultados fueron expresados como pmol equivalentes Trolox/g de peso

S€CO.

5.10.2 Determinacion de actividad antioxidante por el método DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo)

La actividad antioxidante se determind por el método de DPPH descrito por Brand-
Williams et al., (1995). Se prepar6 una disolucion metandlica al 6 x 10° M de DPPH la
cual se coloco en agitacion constante durante 2 h en completa oscuridad. Posteriormente se
tomaron 0.3 mL del extracto y se le agregaron 2.7 mL de la disoluciéon metandlica con
DPPH, se agité durante 15 s y se dejo en reposo en completa oscuridad por un lapso de 1 h
a 4°C, posteriormente se midi6é la absorbancia en un espectrofotometro (modelo 6715

UV/Visible, Jenway, Techne Inc EUA) a 517 nm. Para la obtencion de resultados se
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prepar6 una curva patrén de Trolox. Los resultados fueron expresados como pmol

equivalentes Trolox/g de peso seco.

5.11 Determinacion y cuantificacion de fitoquimicos por HPLC
5.11.1 Identificacion y cuantificacion de capsaicinoides

Para la identificacion y cuantificacion de capsaicinoides por medio de HPLC se siguid la
metodologia establecida por Alvarez- Parrilla., et al (2011). Para extraer los capsaicinoides
de las muestras, se tomaron 0.5 gramos de muestra y se mezclé con 10 mL de metanol
absoluto. Se homogeniz6 por sonicacion durante 20 min y se centrifugaron a 3000 xg
durante 5 min. Se repiti6 el procedimiento y se mezclaron los sobrenadantes, los cuales
fueron almacenados a -20° C para su posterior analisis. La cromatografia liquida de alta
resolucion se realizd6 en un HPLC modelo Perkin Elmer serie 200 con un detector de
arreglo de diodos (DAD). Se hizo pasar las muestras a través de una columna luna C18
(250 x 4.6 mm, 5 p). Para la separacion e identificacion se utilizé una fase movil isocratica
(acetonitrilo y 4cido acético 1% en agua 50:50). Las muestras y la fase movil se filtraron a
través de un filtro de 0.45 pm. Se inyectaron 25 pL de la muestra con un flujo de 1 mL/
min. Los capsaicinoides fueron detectados a 280 nm. Se utilizaron como estandares la
capsaicina y dihidrocapsaicina. Los resultados fueron expresados como mg de capsaicina

por g de peso seco y mg de dihidrocapsaicina por g de peso seco.

5.11.2 Determinacion y cuantificacion de fenoles individuales

Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos.

Para la identificacion y cuantificacion de fenoles en las muestras se sigui6 la técnica
establecida por de la Rosa., et al. (2011), con algunas modificaciones. Se utilizé un HPLC
modelo Perkin Elmer serie 200 con un detector de arreglo de diodos (DAD), con una
columna C18 (250X4.6 MM, 5 um). Previo al analisis de las muestras se realizé una
hidrdlisis de ellas. Se pesaron 30 mg de cada muestra y se le afiadié 10 mL de metanol

acidificado al 25% con acido clorhidrico. Se calentd la mezcla a 95° C durante 60 minutos.
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Se dej6 enfriar y se extrajo con 10 mL de éter por triplicado, recuperando la fase organica y

concentrando dichos extractos por medio de calor hasta la evaporacion del metanol.

Se disolvieron los extractos hidrolizados en metanol (30 mg/ mL de metanol), se inyectaron
15uL con una velocidad de flujo de 1 mL / min durante 30 minutos, con deteccion a dos
longitudes de onda de 280 y 320 nm. Para la separacion se utilizé un gradiente de elucion

moviles, tal y como se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Gradiente de elucion durante cromatografia.

Tiempo % Acetonitrilo % Ac. Férmico
(min). (5% en Metanol). (1% en agua).
0.5 100 0
1.0 100 0
10.0 60 40
17.0 10 90
5.0 60 40
3.0 100 0

Se identificaron fenoles de acuerdo al tiempo de retencion y espectros UV- Vis, utilizando

compuestos estandares para su comparacion (Alvarez- Parrilla; et al 2012).

5.12 Analisis estadistico
Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA), y una prueba de comparaciones multiples de Tukey con una P< 0.05 mediante

el programa estadistico de SAS System for Windows version 9.4.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracteristicas fisicoquimicas

El contenido de so6lidos solubles totales (SST) en los frutos de chiltepin fue afectado por el
uso de mallas fotoselectivas de color negro (MFN), rojo (MFR), azul (MFA) y blanco
(MFB), cubierta plastica (CP) y campo abierto (CA), y se observaron diferencias
significativas (Cuadro 6). El mayor contenido de SST se observé en los frutos de chiltepin
cultivados bajo MFR (con mayor temperatura), con un valor de 9.16 %. Esto coincide con
los resultados obtenidos por Rodriguez- Beraud & Morales Ulloa, (2015), quienes
encontraron un mayor contenido de SST en frutos de arandano cultivados bajo malla roja.
Este resultado puede ser atribuido a la mayor temperatura, puesto que con la temperatura
aumenta la liberacion de azucares en el fruto (Shahidul, 2005). (Fitter, 2002; Taiz, 2002),
mencionan que la sintesis de azucares y almidon son estimulados por luz y temperatura
como una reaccion en los cloroplastos y citosol, para sintetizar este compuesto y ser
traslocado a los frutos. Este proceso se realiza a una tasa mas baja en condiciones de bajas

temperaturas y luminosidad.

Cuadro 6. Caracteristicas fisicoquimicas en frutos de chile chiltepin, cultivados bajo
diferentes tipos de malla fotoselectivas y cubierta plastica.

Tipo de cubierta Solidos solubles totales H Acidez titulable
fotoselectiva. (°Bx) P (% de acido citrico)
Campo abierto b c a
+ + +
(CA) 8.13+0.29 5.26 +0.01 0.36+0.12
Cubierta de plastico 8.26 + 0.46" 5.13£0.01°  0.30+0.00°
tipo invernadero (CP)

Malla negra (MFN) 7.83 +0.23% 5.19+0.01° 0.36 +0.12°
Malla roja (MFR) 9.16 £0.29° 521 £0.02° 0.33 +£0.06%
Malla blanca (MFB) 6.86 + 0.23¢ 5.27 +0.01%° 0.36 +0.06
Malla azul (MFA) 7.13 +0.23% 5.30+0.01° 0.36 £ 0.06*

Los datos expresan valores promedio +la desviacion estandar (n=3). * Valores con la misma letra dentro cada

columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05.
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Se observaron diferencias significativas en el valor de pH en los frutos de chiltepin
cultivados bajo MFN, MFR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 6). El valor de pH en los
frutos de chiltepin que fueron cultivados bajo MFA mostraron el valor mas alto (5.30 +
0.01) en comparaciéon con los frutos cultivados bajo MFB, MFR, MFN y CA, siendo el
valor mas bajo en los frutos que fueron cultivados bajo CP (5.13+ 0.01). Los valores
observados son semejantes a los encontrados en frutos de chiltepin por Montoya-
Ballesteros., et al. (2010). Se ha reportado que el aumento de pH puede ser atribuido a la

degradacion de acidos fendlicos por efectos a la exposicion de la luz y el calor.

En relacion a acidez titulable (AT), no se encontraron diferencias significativas en los
frutos cultivados bajo MFN, MFR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 6). Salinas- Hernandez
(2010), mencionan que la acidez titulable en los frutos de chile se le atribuye
principalmente al contenido de 4cido ascorbico por ser un fruto rico en vitamina C y a

medida que los frutos de chile maduran la degradacion de este acido es mayor.

En los datos obtenidos del analisis colorimétrico, se observaron diferencias significativas en
los parametros L*, a* y b* en los frutos cultivados bajo MFR, MFN, MFB, MFA, CP y CA
(Cuadro 7). El valor de L* fue mayor en los frutos de chiltepin cultivados bajo CP, lo que
indica que presentd una mayor brillantez o luminosidad con un valor de 54.98+ 0.19,
mientras que los frutos de chiltepin cultivados bajo CA, MFR, MFN, MFB, MFA
presentaron una menor brillantez. Para el pardmetro a*, el mayor valor se encontr6 en los
frutos cultivados bajo MFA y MFB con valores de 37.91 + 0.14 y 36.35 +0.26
respectivamente, presentando un color mas rojo y el color menos rojo se observo en los
frutos cultivados bajo CA. Para el parametro b* el valor mas alto se observo en los frutos
de chiltepin cultivados bajo MFA (56.21£0.70). Al respecto Umanzor., et al, (2016)
observaron un efecto positivo de la malla perla sobre la mayor coloracion de frutos, lo cual
puede ser explicado por la mayor proporcion de la luz difusa que se gener6 bajo esta malla,
lo que favorece la mayor disponibilidad de luz en sectores mas sombrios del arbol de
manzano (Shahak Y., 2014). La disminucion del color rojo, puede ser explicada debido a

que algunos compuestos como los carotenoides, son responsables del color rojo de los
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chiles y son altamente susceptibles a los cambios de temperatura y pH (Minguez-

Mosquera, 1993).

Cuadro 7. Caracteristicas fisicoquimicas en frutos de chile chiltepin, cultivados bajo
diferentes tipos de mallas fotoselectivas y cubierta plastica.

Color

Tipo de cubierta
fotoselectiva. L* a% b* Croma Hue

Campo abierto
(CA)
Cubierta de
plastico tipo 54.98 +0.19° 28.38 +0.18° 47.61 £0.86™ 55.43+0.81° 1.03 +0.0°
invernadero (CP)

53.95+0.20°° 23.58 +0.10% 48.85+0.40% 54.25+0.37° 1.12+0.0°

Malla negra 5 o | 3 56b 26,614 2.88° 44.93+5.77° 5522+ 6.43° 1.03+20.01"
(MFN)
Mallaroja 53 co 600 32,694 0.04° 52.23 4043 61.6240.36™ 1.01£0.00°
(MFR)
Malla blanca 55 \c\ (36 3635+ 026" 49.9840.15% 61.80+0.16® 0.94+ 0.0°
(MFB)
M(al\';;z“' 50.68 + 023" 37.91+0.14° 5621 £0.70° 67.80 £0.65" 0.97% 0.0°

Los datos expresan valores promedio *la desviacion estandar (n=3). “ Valores con la misma letra dentro cada
columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05.

6.2 Fenoles totales, flavonoides, acido ascorbico y carotenoides.

Fenoles totales

Se observaron diferencias significativas en el contenido de fenoles totales de los extractos
de chiltepin cultivados bajo MFN, MFB, MFR y MFA, CA y CP (Cuadro 8). La
concentracion de FT en los extractos de los frutos de chiltepin cultivados bajo CP (con
mayor radiacion fotosintéticamente activa (RFA)), fue mayor (54.45 +1.38) en relacion con
los extractos de los frutos cultivados bajo mallas de colores (con menor RFA), sin embargo,

la concentracion de FT de los extractos de frutos de chiltepin cultivados bajo mallas de
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colores fueron superiores a lo reportado por Rodriguez- Maturino (2013), en chiltepin,
cultivado bajo condiciones normales. Los resultados observados concuerdan con lo
reportado por Avila, J. & Ruales, J. (2016), que encontrd en tomate de arbol (Solanum
betaceum Cav.), que la luz si influye en el contenido de compuestos fendlicos y en la
capacidad antioxidante en los vegetales, sobre todo en las partes expuestas, ya que partes
que estuvieron cubiertas por mayor sombra mostraron menor contenido fenolico y
capacidad antioxidante. Otro factor de estrés, el agua mostr6 diferente comportamiento ya
que al saturar el suelo y las raices redujo el contenido fenolico de los frutos, pero al llevar

la planta a condiciones de sequia aument6 el contenido polifendlico.

Flavonoides totales

El mayor contenido de flavonoides (35.81 £2.09), se observé en los extractos de los frutos
de chiltepin cultivados bajo CA y no se observaron diferencias significativas entre los
extractos de los frutos cultivados bajo mallas de colores (MFN, MFR y MFB) (Cuadros8).
Los extractos de los frutos de chiltepin cultivados en campo (sin sombreado), presentaron el
mayor contenido de flavonoides en relacion a los extractos de los frutos de chiltepin

cultivados bajo mallas de colores (con sombreado).

En concordancia con estudios previos con chiles, el contenido de fenoles totales fue mayor
con respecto al contenido de flavonoides totales en todos los tipos de cubiertas (CA, CP,

MFN, MFR, MFB y MFA).

Acido ascorbico

Se observaron diferencias significativas en el contenido de acido ascorbico de los extractos
de frutos de chiltepin cultivados bajo MFN, MFR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 8). El
mayor contenido de &cido ascorbico (2.60+£0.08), se encontrd en los extractos de frutos de
chiltepin cultivados bajo CA, el cual presentd una mayor radiacion fotosintéticamente
activa. Al respecto Lee (2000), menciona que cuanto mayor sea la intensidad de luz durante

la estacion de crecimiento, mayor es el contenido de vitamina C en los tejidos vegetales.
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Chen, Liu., et al, (2014), encontraron que en col la luz LED blanca era mas propicia para
el enriquecimiento de vitamina C que la luz LED roja. Por lo anterior se puede inferir que
la concentracion de este antioxidante depende de factores como la luz y temperatura entre
otros. Se ha comprobado que las plantas que crecen bajo condiciones de exclusion de
radiacion UV-B (invernaderos, tineles, films, plasticos, etc.) pueden presentar una menor
cantidad de metabolitos secundarios, en comparacion a plantas que crecen en condiciones
de campo. Muchos de estos metabolitos tienen un valor nutricional y/o farmacéutico, ya
que son considerados como promotores de la salud; De hecho la ingesta de alimentos ricos
en antioxidantes previene o al menos disminuye patologias asociadas del estrés oxidativo
como cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, cataratas, insuficiencia renal entre

otras (Vera, 2014).

Cuadro 8. Fenoles totales, flavonoides totales y acido ascorbico en extractos de chile
chiltepin, cultivados bajo diferentes tipos de mallas fotoselectivas y cubierta plastica.

;Tulll))i(;r('ltz Fenoles Flavonoides as?()crl"li)(i)co
fotoselectiva. (mg EAG/g PS) (mg EQ/g PS) (mg/g PS)
Camf(’gg"e”" 39.04 + 0.59" 35.81 + 2.09° 2.60 + 0.08°
Cubierta de
}’I:*V‘Ztrlsg (;:32 54.45+138° 28.11 £0.07" 235+ 0.05
(CP)
Malla negra ¢ b cd
MFN) 36.90+ 0.03 29.41+0.11 2.15+ 0.09
Malla roja cd b d
(MFR) 36.07 + 0.42 30.88 + 2.68 2.09 + 0.04
Ma&;’]‘;“)“ca 34.44 + 0,03 31.40 + 0.26" 236+011%
M;‘;i;;ﬁ“l 34.85 + 0.28¢ 2422 +0.73° 251 +0.11%

Los datos expresan valores promedio + la desviacion estdndar (n=3). * Valores con la misma letra dentro de
cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05; EAG:
equivalentes de acido galico; EQ: equivalentes de quercetina; PS: peso seco.
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Carotenoides

En relacion a los carotenoides se encontraron diferencias significativas en los extractos de
frutos de chiltepin cultivados bajo MFN, MFR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 9). El
mayor contenido de la fraccion isocromatica amarilla se encontrd en los extractos de los
frutos de chiltepin cultivado bajo CP (63.34 +0.03), mientras que el mayor contenido de la
fraccion isocromatica roja se encontr6 en los extractos de los frutos de chiltepin cultivados
bajo MFB (48.45+5.32). Los extractos de los frutos de chiltepin tuvieron altos niveles de
carotenoides, particularmente en términos de la fraccidon isocromatica amarilla, los cuales
incluyen la provitamina A(B-carotenos y P-criptoxantina) y en menor concentracion la
fraccion isocromadtica roja, los cuales incluyen capsantina y capsoribina. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Rodriguez- Maturino et al, (2012). Las diferencias en el
contenido de los carotenoides se debieron a las condiciones microclimaticas generadas por
los tipos de cubiertas. Jarquin (2013), encontré que tanto la intensidad (cantidad) y
longitudes de onda (calidad) de luz, asi como la temperatura ambiental, tienen un efecto

importante sobre la sintesis y acumulacion de licopeno en frutos de tomate.

Cuadro 9. Contenido de carotenoides, fraccion isocromatica roja y amarilla en extractos
de chile chiltepin cultivados bajo diferentes tipos de mallas fotoselectivas y cubierta
pléstica.

Tivo de cubierta Fraccion isocromatica Fraccion isocromatica
tpo toselectiva roja CR amarilla CA
(ng/g PS) (ng/g PS)
Cam‘(’g z;"e”" 28.09 = 1.30° 4538 +0.71°
Cubierta de plastico tipo
invernadero 38.77 + 1.44° 63.34+0.03°
(CP)

Malla negra (MFN) 39.56 + 3.43° 44.19+7.09°
Malla roja (MFR) 38.74 + 1.75 49.93 +5.12%
Malla blanca (MFB) 48.45+532° 45.74 £ 11.35°
Malla azul (MFA) 44.88 + 0.84 59.52 + 1.60°°

Los datos expresan valores promedio + la desviacion estandar (n=3). “ Valores con la misma letra dentro cada
columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. CR:
carotenoides rojos; CA: carotenoides amarillos; PS: peso seco.
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Capsaicina

Se observaron diferencias significativas en los extractos de frutos de chiltepin cultivados
bajo MFN, MFR, MFB y MFA, CP y CA y el mayor contenido de capsaicina (24.43 +£0.45
mg/ g PS) se encontrd en los extractos del fruto de chiltepin cultivados bajo CA (Figura 8).
Zewdie & Bosland (2000), sefalaron que el ambiente en el cultivo C. annuum influy6 en
los contenidos de CAP y es probable que el contenido de alcaloides este asociado no sélo a
la nutricion mineral y humedad aprovechable, sino a factores ambientales como

temperatura, humedad relativa y luz.

Figura 8. Contenido de Capsaicinoides en extractos de frutos de chiltepin, cultivado bajo
diferentes tipos de cubiertas, CA: Campo abierto, CP: Cubierta pléstica tipo invernadero y
mallas fotoselectivas negra (MFN), roja (MFR), blanca (MFB) y azul (MFA). Los datos
expresan valores promedio +la desviacion estdndar (n=3). * Valores con la misma letra
dentro cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de
Tukey a una P<0.05.
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6.3 Actividad antioxidante

Se encontraron diferencias significativas en los extractos de los frutos de chiltepin
cultivados bajo MFN, MFR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 10). La mayor actividad
antioxidante para el radical ABTSe se observd en el extracto de los frutos de chiltepin
cultivados bajo CP (93.45 £+ 0.72), mientras que para el radical DPPHe fue en el extracto de
los frutos de chiltepin cultivados bajo CA (28.73+0.05). Tanto en CA como en CP se
registraron los valores mas altos de la radiacion fotosintéticamente activa con valores de
1165.88 pmol m’S' y 1082.34 pmol m’S' respectivamente. La capacidad antioxidante de
los extractos de frutos de chiltepin cultivados bajo MFN, MFR, MFB y MFA, CP y CA, se
vio afectada por la luz y se observd una tendencia de que a medida que aumenta la sombra

en las plantas menor capacidad antioxidante de los compuestos bioactivos.

Cuadro 10. Actividad antioxidante en extractos de chile chiltepin, cultivados bajo
diferentes tipos de cubiertas fotoselectivas y cubierta plastica, mediante los ensayos de
capacidad de captacion de radicales (ABTSe) y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe).

. . . ABTSe DPPH-
Tipo de cubierta fotoselectiva. (UM Trolox/g PS) (UM Trolox/g PS)
Campo abierto b a
+ +
(CA) 85.26 £ 0.45 28.73 £0.05
Cubierta de plastico tipo
invernadero 93.45 +0.72° 26.21+0.03°
(CP)

Malla negra b c

(MFN) 83.95+0.18 21.06 = 0.09
Malla roja c d

(MFR) 77.37+£0.17 18.87 £0.50
Malla blanca b d

(MFB) 82.45+3.50 17.81 +£0.48
Malla azul d d

(MFA) 67.14 £2.24 18.53 +£0.87

Los datos expresan valores promedio *la desviacion estandar (n=3). * Valores con la misma letra dentro cada
columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05; equivalentes
de Trolox; PS: peso seco.
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La actividad antioxidante por el método ABTSe de los extractos de los frutos de chiltepin
fue mayor, que la actividad antioxidante por el método de DPPHe (Figura 9). Al respecto

Kuskoski., et al, (2005), senalan que existen diversos métodos para evaluar la actividad

antioxidante y los mas aplicados son ABTS® y DPPH", esta actividad es dependiente de la

concentracion del extracto, ambos métodos presentan una excelente estabilidad en ciertas

condiciones, aunque también muestran diferencias. El método de ABTS® detecta una

variedad de compuestos hidrofilicos, lipofilicos y pigmentos, mientras que el método

DPPH® necesita disolver el radical en disolvente organico y solo detecta los compuestos

hidrofobicos (Floegel, 2011).

Figura 9. Actividad antioxidante en extractos de frutos de chiltepin, cultivados bajo CA:
Campo abierto, CP: Cubierta plastica tipo invernadero y mallas fotoselectivas negra
(MFN), roja (MFR), blanca (MFB) y azul (MFA), mediante los ensayos de capacidad de
captacion de radicales (ABTSe) y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH¢). Los datos expresan
valores promedio + la desviacion estandar (n=3). “ Valores con la misma letra dentro cada
columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una
P<0.05.
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6.4 Contenido de capsaicinoides por HPLC.

Los principales capasaicinoides responsables del sabor pungente (capsaicina (C) y
dihidrocapsaicina (DHC) se identificaron y cuantificaron por HPLC y se encontraron
diferencias significativas en el contenido de estos capsaicinoides en los extractos de los
frutos de chiltepin cultivados bajo MFN, MNR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 11). En la
figura 10 se muestra el cromatograma de los estandares de capsaicina (Figura 10-1) y
dihidrocapsaicina (Figura 10- 2). El contenido de capsaicina (68 a 78%) fue mas abundante
con respecto al contenido de dihidrocapsaicina (22 a 32%) en los extractos de los frutos de
chiltepin. Orellana- Escobedo ef al., (2013) encontraron también un contenido mas alto de
capsaicina que de dihidrocapsaicina en chiles ancho, chipotle meco, jalapefio, mirasol,
morita, serrano, chipotle, de arbol, piquin o chiltepin y habanero. El mayor contenido de
capsaicina (10.97 £0.02 mg C/g PS) y dihidrocapsaicina (3.07 £0.11 mg DHC/g PS) se
encontré en los extractos de los frutos cultivados bajo CP (con mayor radiacion
fotosintéticamente activa y temperatura) (Figura 11) y los valores encontrados fueron
mayores a lo reportado por Orellana- Escobedo et al., (2013) en Chiltepin cultivado en el
estado de Chihuahua y Alvarez- Parrilla., ef al.,, (2011) en chile jalapefio. Al respecto Zeid-
Abdullah et al., (2011) mencionan que la intensidad de luz, la temperatura, asi como la
posicion del fruto estan relacionados con el contenido de capsaicinoides. Lopez-Lopez., et
al., (2015) mencionan que algunas veces dentro de una misma especie el grado de picor
esta relacionado con las condiciones de estrés determinados por el ambiente en que se

desarrolla cada planta en particular.
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Figura 10.Cromatograma de estdndares de capsaicinoides (A). Estructura de capsaicinoides
utilizados para la identificacion (1) capsaicina y (2) dihidrocapsaicina (B).
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Cuadro 11. Capsaicinoides en extractos de chile chiltepin, cultivados bajo diferentes tipos
de cubiertas fotoselectivas y cubierta plastica.

Tipo de cubierta Capsaicina Dihidrocapsaicina Capsaicinoides
P ) (mg C/gPS)  (mg DHC/g PS)
fotoselectiva. totales
Campo abierto 4.88 +0.04¢ 2.24 +0.02° 7.12 £0.06
(CA)
(68%) (32%)
Cubierta de plastico 10.97 + 0.02° 3.07+0.11* 14.04 £ 0.13
tipo 1n(\ée;1)1ader0 (78%) (22%)
6.06=+ 0.05° 2.17+0.07° 8.23+0.12
Malla negra
(MFN) (74%) (26%)
Malla roja 5.00+0.12¢ 1.72 + 0.00° 6.72+0.12
(MFR) (74%) (26%)
b b
Malla blanca 6.52+0.23 227 +0.04 8.79+0.27
(MFB) (74%) (26%)
Malla azul 6.63 +0.14° 2.22+0.01° 8.85+0.15
0 0
(MFA) (75%) (25%)

Los datos expresan valores promedio + la desviacion estandar (n=3).” Valores con la misma letra dentro de
cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05; C:
capsaicina; DHC: dihidrocapsaicina; PS: peso seco.
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Figura 11. Cromatograma de capsaicina (1) y dihidrocapsaicina (2) en extracto de frutos de
chiltepin cultivados bajo CP: cubierta de plastico tipo invernadero.

6.5 Contenido de compuestos fenolicos por HPLC.

Los principales compuestos fenolicos que se identificaron y cuantificaron por HPLC a
partir de los tiempos de retencion asi como de los espectros de absorcion en los extractos de
chiltepin sin hidrolizar fueron acidos fenolicos (4cido galico, acido clorogénico y acido
cafeico) y flavonoides (catequina y quercetina) (Figura 12) y se observaron polifenoles en
forma libre (agliconas) y unidos a azucares (glucosidos), por lo cual se cuantificaron
previamente y después se realiz6 una hidrolisis con el fin de romper la union. En el caso de
las agliconas la unidn de nitrégeno o azufre y para los glucosidos los posibles carbohidratos

ligados.
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Figura 12.Cromatograma estandares de referencia de compuestos fenolicos (A).
Estructuras de compuestos fenolicos utilizados para la identificacion (1) Ac. Galico, (2)
Catequina, (3) Ac. Cafeico, (4) Ac. Clorogénico y (5) Quercetina (B).
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En la figura 13 se muestran los cromatogramas de los extractos de los frutos de chiltepin
hidrolizados y sin hidrolizar cultivados bajo CA, donde a partir de los tiempos de retencion
y de los espectros de absorcion de los estandares, se lograron identificar los acidos
fenolicos (acido galico, y acido clorogénico) y flavonoides (catequina). Rochin- Wong., et
al., (2013) recolectaron chiltepin de Alamos, Sonora e identificaron acidos fendlicos (acido
galico, acido clorogénico y acido ferulico), flavonoides (catequina y luteolina) y
resveratrol. Las variaciones o diferencias de los compuestos fenolicos y las cantidades se
atribuyen al efecto de las mallas sombra o cubierta de plastico ya que la luz es un factor

ambiental importante que es la clave para el desarrollo de la planta.

Figura 13. Cromatograma de compuestos fendlicos de extracto de fruto de chiltepin
cultivado bajo CA: Campo abierto. Sin hidrolizar (A) Hidrolizado (B). Identificacion de
compuestos fenolicos. Ac. Galico (1), Catequina (2), Ac. Clorogénico (3).
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Se encontraron diferencias significativas en el contenido de compuestos fendlicos (&cido
galico, catequina y acido clorogénico) de los extractos (sin hidrolizar) de frutos de chiltepin
cultivados bajo MFN, MNR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 12). El mayor contenido de
acido galico (0.84 £0.03), se encontrd en los extractos de frutos de chiltepin cultivados bajo
MFB, mientras que el mayor contenido de catequina (3.20+0.15), se encontrdé en los
extractos de los frutos de chiltepin cultivados bajo MFR y el mayor contenido de 4cido
clorogénico (8.17 +0.80) se observd en los extractos de los frutos de chiltepin cultivados
bajo CP. El 4cido cafeico y quercetina no fueron detectados en los extractos de los frutos de

chiltepin.

Cuadro 12. Compuestos fenolicos en extractos sin hidrolizar de frutos de chiltepin,
cultivados bajo diferentes tipos de cubiertas fotoselectivas y cubierta plastica.

Compuestos
Tipo de cubierta fendlicos
fotoselectiva. Ac. Gilico Catequina Ac. Clorogénico
(mg/ g PS) (mg/ g PS) (mg/ g PS)
Campo abierto
(CA) 0.72+£0.10 Nd 6.93+0.79°
Cubierta de plastico
tipo invernadero Nd 2.83+0.12° 8.17+0.80*
(CP)
Malla negra
(MFN) Nd Nd Nd
Malla roja 0.58 £0.06 " 320£0.15° Nd
(MFR) : : : :
Malla blanca a a
(MFB) 0.84+0.03 2.55+0.84 Nd
Malla azul 0.7140.00™  247+032°  6.62+096°
(MFA) . . : : : :

Los datos expresan valores promedio + la desviacion estandar (n=3).” Valores con la misma letra dentro de
cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05; PS: peso
seco, Nd: no detectado.

Para los extractos (hidrolizados) de los frutos de chiltepin cultivados bajo MFN, MNR,

MFB y MFA, CP y CA se observaron diferencias significativas en el contenido compuestos

47



RESULTADOS Y DISCUSION

fendlicos (4cido galico, catequina y acido clorogénico) de los extractos de frutos de

chiltepin cultivados bajo MFN, MNR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 13).

Acido galico y catequina se identificaron en mayor concentracion en el extracto de los
frutos de chiltepin cultivados bajo CA con valores de 3.26+0.01 mg/g PS y 3.23+0.12 mg/g
PS respectivamente, mientras que el mayor contenido de acido clorogénico (4.19 +£0.15
mg/g PS) se obtuvo en el extracto de los frutos de chiltepin cultivados bajo MFN. La
concentracion de acido galico, catequina y acido clorogénico encontrado fue mayor a lo

reportado por Rochin- Wong, et al., (2013) en chile chiltepin de Alamos Sonora.

Se observo un mayor contenido de 4acidos fenolicos (acido galico y acido clorogénico) y del
flavonoide catequina en los extractos hidrolizados de los frutos de chiltepin cultivados bajo
MFN, MNR, MFB y MFA, CP y CA (Cuadro 13) en comparacion con los extractos de los
frutos de chiltepin sin hidrolizar (Cuadro 12).

Al respecto Moreno-Escamilla et al., (2015) mencionan que las concentraciones de los
compuestos fenolicos se incrementan al realizar la hidrolisis acida, ya que esta promueve la
liberacion de los polifenoles en forma libre y pueden ser detectados, sin embargo la
intensidad, temperatura, tiempo y la concentracion del 4cido con el que se realiza puede
también afectar a el contenido de los polifenoles. Ortega- Villareal., et al., (2016)
reportaron este comportamiento en la determinacion del contenido de compuestos fendlicos

presentes en extractos con y sin hidrolisis en semilla de chia.
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Cuadro 13. Compuestos fenolicos en extractos hidrolizados de chile chiltepin, cultivados

bajo diferentes tipos de cubiertas fotoselectivas y cubierta plastica.

Compuestos
Tipo de cubierta fenodlicos
fotoselectiva. Ac. Galico Catequina Ac. Clorogénico
(mg/ g PS) (mg/ g PS) (mg/ g PS)
Campo abierto a a b
+ + +
(CA) 3.26 £0.01 3.23+0.12 3.26+0.14
Cublerta deplastico g, 5pge  255:053°  2.17+026°
tipo invernadero
(CP)
Malla negra d a
+ +
(MFN) 2.12+0.03 Nd 4.19 +0.15
Malla roja b b c
(MFR) 2.78 £0.03 2.54+0.11 2.51+0.20
Malla blanca f f
(MFB) 1.63 £0.04 Nd 1.06 +£0.06
Malla azul e ¢ e
(MFA) 1.72+£0.03 2.25+0.06 1.28 £0.02

Los datos expresan valores promedio + la desviacion estandar (n=3).” Valores con la misma letra dentro de
cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05; PS: peso

seco, Nd: no detectado.
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8 CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos de chiltepin, como sélidos solubles totales,
pH y color, asi como los compuestos bioactivos, fenoles y flavonoides totales, acido
ascorbico, carotenoides, capsaicina y actividad antioxidante de los extractos de frutos de
chiltepin se vieron afectados por el uso de las mallas fotoselectivas de colores roja, azul,

blanca y negra, cubierta plastica y campo abierto.

El mayor contenido de solidos solubles totales se observo en los frutos de chiltepin
cultivado bajo la malla fotoselectiva de color rojo, en la cual se observé una mayor

temperatura.

La radiacién fotosintética activa influyo en los compuesto bioactivos y actividad
antioxidante, ya que el mayor contenido de fenoles totales, compuestos fenolicos (&cido
galico y catequina), carotenoides, flavonoides, acido ascérbico, capsaicina y actividad
antioxidante por ABTSe y DPPHe, se observo en los extractos de los frutos de chiltepin

cultivados bajo cubierta pléstica y campo.

Las mallas fotoselectivas de colores, azul, blanca, negra y roja influyeron en el contenido
de los compuestos bioactivos en los extractos de frutos de chiltepin. Dentro de las mallas
fotoselectivas de colores, el mayor contenido de fenoles totales, compuestos fendlicos
(acido clorogénico) y capacidad antioxidante se observo en los extractos de los frutos de
chiltepin cultivados bajo la malla fotoselectiva de color negro, mientras el mayor contenido
de carotenoides y flavonoides totales se observo en los extractos de los frutos de chiltepin
cultivados bajo malla blanca y por ultimo el contenido mayor de 4cido ascorbico y

capsaicina fue en los extractos de los frutos de chiltepin cultivados bajo malla azul.
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9 CAPITULOII

Estudio del efecto de sistemas de cultivo de chiltepin (Capsicum annuum) sobre la
presencia de compuestos bioactivos con propiedades antifungicas del extracto
metanolico sobre el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium

oxysporum y Rhizoctonia solani.

9.1 Introduccion

El chile piquin (Capsicum annuum), es una planta que crece en forma silvestre en las
regiones semidridas, estos tienen atributos que incluyen algunas propiedades antisépticas y
como repelentes de algunas plagas agricolas, por lo que existe el interés por probar algunos
componentes de los chiles como sinergistas de los insecticidas 6rgano fosforados. Estos
poderes del chile dependen de diferentes compuestos que ademas de muchas otras

propiedades han demostrado ser antibacteriales e incluso fungicidas (Moreno- Limon,

2012).

Reportes de Rodriguez- del Bosque (2004) mencionan que existe un sistema de produccion
de este cultivo denominado intensivo, similar al de cielo abierto excepto que en este caso se
utiliza una malla- sombra preferentemente del 30% con el objetivo de simular el habitat
natural del chile piquin este sistema presenta otros beneficios como lo es la reduccion por
dafios ocasionados por plagas, aves, vientos y temperaturas extremas. Otro estudio
menciona que los costos de la produccion se reducen debido a que la produccion puede
duplicarse y triplicarse, ya que se obtienen un fruto de mejor calidad (tamano, uniformidad

y color) (Sandoval- Rangel, 2011).

La produccion de sustancias bioactivas o metabolitos secundarios por las plantas ocurre a
través de diferentes vias metabolicas, generando un gran nimero de compuestos, muchos
de los cuales solo son detectados en un determinado grupo de plantas. Numerosos estudios
han constatado que muchos de estos compuestos ejercen importantes funciones en los
vegetales, ya que pueden actuar en la preservacion de la integridad de las plantas, al atacar

enemigos vegetales como nematodos, bacterias, insectos y hongos (Toledo- Avila, 2008).

Los antimicrobianos contintian estando entre los aditivos alimentarios mas importantes.
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Actualmente, debido a la demanda por parte del consumidor de productos frescos
minimamente tratados como son las frutas frescas y frescas cortadas envasadas bajo
diferentes atmosferas y refrigeradas, estan aumentando el interés por los antimicrobianos de
origen natural que puedan extraerse para ser utilizados con el fin de prolongar la vida til y

la seguridad para el consumidor (Rodriguez- Sauceda, 2011).

Entre las alternativas para reducir la presencia de infecciones fungicas se cuenta el uso de
extractos vegetales. Esto debido a que las plantas, durante su ciclo de vida generan diversos
productos naturales que estan implicados en la defensa de las plantas. Estos productos
naturales o metabolitos secundarios involucran una serie de fitoquimicos con actividad
antimicrobiana que incluye terpenoides, compuestos fenolicos, fenilpropanoides, alcaloides

(Dixon, 2001).

Autores coinciden en que el principal método de control de fitopatdgenos se basa en el uso
de fungicidas quimicos, sin embargo el incremento de resistencia por parte de los
fitopatogenos a los principios activos de las formulaciones y una mayor conciencia de parte
de los consumidores, ha conducido al desarrollo de alternativas o medidas complementarias
para reducir la presencia de hongos poscosecha y el uso de agroquimicos. Ademas de que
los fitopatdgenos provocan un aumento significativo de los costos de produccion y
problemas graves de contaminacion ambiental, tomando todo esto en cuenta en los Ultimos
afios se busca usar extractos obtenidos de plantas con actividad como fungicidas,

herbicidas bactericidas e insecticidas (Rodriguez- Maturino, 2013; Terrones, 2013).

Los conservadores se adicionan con el propdsito de controlar el crecimiento de
microorganismos (bacterias y hongos) y pueden ser quimicos y naturales (Barboza-
Cardona, 2004).

Durante el almacenamiento y transporte de frutas y hortalizas, las infecciones causadas por
hongos son consideradas las principales causas de podredumbres, lo cual ocasiona pérdidas

econOmicas significativas durante la comercializacion (Rodriguez- Maturino, 2015).

Por esto los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana que pueden estar
presentes en los extractos vegetales son terpenoides, compuestos fenolicos,
fenilpropanoides, estilbenos, alcaloides y saponinas. Cada uno de estos tiene la ventaja de

ser rapidamente degradados en el suelo, y no presentan un efecto toxico en mamiferos y
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pueden ser utilizados en los sistemas de agricultura organica y sustentable (Rodriguez-

Maturino, 2015).

Una de estas especies de plantas es el chile (Capsicum), el cual se ha utilizado mucho
tiempo como hortaliza y como condimento de diversos platillos. Sus extractos presentan
una gran cantidad de componentes activos, entre los cuales se encuentran los
capsaicinoides, los cuales son un grupo de sustancias responsables del sabor caracteristico
de los chiles y de la sensacion de pungencia al consumirlos. Se ha observado que los frutos
de Capsicum annuum pueden inhibir el crecimiento de bacterias sin importar el nivel de
pungencia. Y se ha comprobado que los capsaicinoides no son los tnicos compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana de los extractos de Capsicum (Ceron- Carrillo,

2014).

Rodriguez- Maturino, (2015) también menciona que entre los metabolitos secundarios, los
compuestos fenolicos (como fenoles y flavonoides) se caracterizan por tener actividad
antimicrobiana, se ha encontrado principalmente en hongos causantes de problemas de
salud en humanos, como Candida spp. Se considera que el mecanismo involucrado puede
ser dos ante la actividad a este tipo de patdgenos una puede estar relacionada con la
inhibicion de la germinacion de los conidios del hongo y el otro posible mecanismo puede

ser la inactivacion de la sintesis de aminoacidos esenciales.

Moreno- Limon., et al (2012) reportan la capsaicina, el capsidol, los capsiandsidos y la
capsicodendrina como poseedores de propiedades antibacteriales e incluso fungicidas. Los
resultados obtenidos mostraron que tanto la capsaicina como los extractos de chile piquin
inhibieron significativamente el crecimiento radial de A. flavus, siendo estos resultados
comparables a los que se obtienen al aplicar un fungicida comercial. Por lo anterior, el
objetivo de este estudio es el de comparar el efecto de sistema de produccion de chiltepin
(campo abierto e invernadero) sobre la produccién de compuestos bioactivos de los

extractos de fruto y estudiar su efecto antifungico.

Uno de los atributos de los metabolitos secundarios, particularmente en chiles, es de

presentar propiedades medicinales, antisépticas y asi como repelentes de algunas plagas
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agricolas. Los poderes curativos de los metabolitos presentes en los chiles estan en funcién
de los diferentes compuestos encontrados en las venas, hojas y los tallos de las plantas.
Entre los principales metabolitos se reporta a la capsaicina (alcaloide), del que se han
reportado propiedades antifungicas (Terrones, 2013). Otras propiedades antimicrobianas
reportadas como bacteriostaticos (sistemas de conservacion que impiden el desarrollo de

gérmenes) o fungistaticos (Rodriguez- Sauceda, 2011).

9.1.1 Efecto de la adicion de antimicrobianos
Los antimicrobianos o conservadores pueden tener al menos tres tipos de accidon sobre el

microorganismo;

e Inhibicion de la biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular.
e Daio a la integridad de las membranas.

e Interferencia con la gran variedad de procesos metabolicos esenciales.

La actividad antimicrobiana de estos aditivos se debe porque atacan la pared celular,
membrana celular, enzimas metabdlicas, la sintesis de proteina y el sistema génico. Cada
uno de estos puntos, son esenciales para el desarrollo celular, por lo tanto si uno es
atacado o inactivado la velocidad de crecimiento del microorganismo se ve minimizada

(Rodriguez- Sauceda, 2011).

Entonces la mayoria de los agentes antimicrobianos usados en los alimentos solo inhiben el
crecimiento de bacterias y hongos, mas no lo eliminan totalmente por lo que el producto o
fruto tienen una vida de anaquel restringida por lo que se recomienda el uso de otros

factores que ayuden a la conservacion y aumenten la vida media del producto.

9.1.2 Modo de accion de los agentes antimicrobianos
El modo de accion de éstos compuestos fenolicos no ha sido determinado, éstos pueden
inactivar enzimas esenciales, reaccionar con la membrana celular o alterar la funcion del
material genético y se ha observado que las grasas, proteinas, concentraciones de sal, pH y
temperatura afecta la actividad antimicrobiana de estos compuestos.
El mecanismo de ataque de los antimicrobianos dentro de una célula se lleva a cabo en
partes y/o funciones importantes para la sobrevivencia de la célula. Puede llevarse a cabo

en la pared celular, membrana celular, en la sintesis de proteina, en su genética y en la
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sintesis de su genética. Esto puede causar dafios irreparables a una célula (Davidson, 1993),
en estudios se ha demostrado que los compuestos fenolicos provenientes de plantas tienen
impacto sobre la resistencia de las membranas microbianas interfiriendo en el metabolismo
microbiano, entre otros posibles modos de accion, que retardan o inhiben el crecimiento de
los microorganismos.

Compuestos fendlicos

Compuestos fendlicos tales como los acidos cafeico, clorogénico, p -coumadrico, fertlico y
quimico estan presentes en partes de plantas que son usadas como especias. La actividad
antimicrobiana de esos y otros acidos como hidroxi cindmico y cindmico pueden retardar la
invasion microbiana asi como también la putrefaccion de frutas y vegetales (Beuchat,

2001).

Entre los hongos causantes de pudriciones poscosecha en frutas y hortalizas se pueden

mencionar: Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani.

9.1.3 Colletotrichum gloeosporioides
Ha sido reportado como uno de los fitopatdgenos mas importantes en todo el mundo, causa
la pudricion de frutas conocida como antracnosis, una enfermedad posterior a la cosecha
que limita la produccion, comercializacion y exportacion de frutas. Se ha reportado que este
hongo ataca a frutas tropicales como aguacate, naranjas, mango, papaya, fresa entre otras

(Phoulivong, 2010).

9.1.4 Fusarium oxysporum
Este hongo ataca un amplio nimero de especies vegetales horticolas, ornamentales, frutales
y cultivos extensivos, causa enfermedades devastadoras de putrefaccion en el
almacenamiento, se encuentra entre los patdogenos de plantas terrestres mas importantes

econdmicamente (Laurence, 2014).

9.1.5 Rhizoctonia solani
Es hongo patogeno transmitido por el suelo, conocido por tener un amplio rango de
huéspedes es una amenaza mundial, capaz de causar enfermedades graves en la mayoria de
plantas perennes asociadas con raices y tubérculos de diferentes cultivos ocasionando

pérdidas en el rendimiento (Castillo, 2010).
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9.2 Materiales y métodos
9.2.1 Sistema de cultivo
Los frutos de las plantas del chiltepin del ecotipo Rio Tuxpan Zacatecas fueron cultivados

en la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro, sede Saltillo Coahuila, México.

9.2.2 Campo abierto (CA)
El trasplante se realiz6 cuando las plantulas alcanzaron una altura de 15 cm en bolsas de
polietileno y se colocaron a una distancia de 40 cm entre plantas y 1.0 metros entre surcos.

El cultivo se desarrolld campo abierto con 0 % de sombra.

9.2.3 Cubierta de pléstico tipo invernadero (CP)
El cultivo se desarrollé en un macro tinel, cubierto con polietileno blanco lechoso con 20
% de sombra (tipo invernadero), con un tamafio de 6 x 8 mm; de 4 m de ancho, 6 m de

largo y 2.30 m de alto.

9.2.4 Preparacion del extracto metanodlico de frutos de chiltepin (C. annuum).
Los extractos metanolicos fueron preparados de acuerdo a la metodologia descrita por
Alvarez- Parrilla, et a/ (2011) a partir de 100 mg de frutos de chiltepin, los cuales se
maceraron y disolvieron en 50 mL de metanol absoluto, reposados durante 24 horas, y
posteriormente se sonicaron, se centrifugaron (centrifuga Thermo Scientific Mod. ST 16R,
Alemania®) para recuperar el sobrenadante. El procedimiento se llevd a cabo por
duplicado, mezclando los sobrenadantes. Posteriormente se almacenaron a -70°C para

proceder a su liofilizacion.

9.2.5 Evaluacion de actividad antifungica

Origen de los hongos fitopatogenos

Cepas de C. gloeosporioides, F. oxysporum y R. solani fueron obtenidas del Laboratorio de
Quimica Agricola Ambiental, del Area Académica de Ciencias Agricolas y Forestales del.

Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

A partir del extracto vegetal se realizaron diluciones ((2000, 3000, 4000 y 5000 ppm para el
caso de C. gloeosporioides y R. solani) y de 100, 250,500 y 750 para el hongo fitopatogeno
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F. oxysporum ppm). Dicha variacidén en concentraciones se derivd de un barrido previo.
Las pruebas de actividad bioldgica antifungica se llevaron acabo de acuerdo a la
metodologia descrita por Madariaga- Navarrete, et al (2017) discos estériles de papel filtro
Whatman N° 3 de 10 mm de diametro se impregnaron con 15ul de extracto a las
concentraciones anteriormente descritas. La actividad antifngica evaluo in vitro, utilizando
para ello medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar, Bioxon®), 39 g por litro de agua

destilada. Se disefio el experimento con 3 repeticiones para cada uno de los tratamientos.

Se utilizaron cultivos puros de C. gloeosporioides, F. oxysporum y R. solani, extrayendo
de la mayor zona de crecimiento 1 cm®. Dicha muestra se coloco el centro de cada caja.
Posteriormente se colocaron 4 discos previamente impregnados con las concentraciones
antes mencionadas y a una distancia entre disco y hongo de 2 cm. Las cajas Petri se
incubaron a 26.5 °© C por 72 horas haciendo mediciones a partir de las 24 horas (Figura 1).
Después del periodo de incubacion, se midié la zona de inhibicidn (regidon que carece de
crecimiento fingico) utilizando para ellos un vernier digital (Truper®) (Figura 14). Las

evaluaciones se realizaron a 24, 48, 72 y 96 horas después de la siembra.

Figura 14. Medicion de inhibicion de la germinacion de

hongos fitopatogenos.
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9.2.6 Analisis estadistico
Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, llevandose a cabo un andlisis de
varianza (ANOVA), y una prueba de comparaciones multiples de Tukey con una P< 0.05

utilizando para ello el programa estadistico de SAS System for Windows version 9.4.
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9.3 Resultados y discusion

9.3.1 Efecto del origen de los extractos de chiltepin en el crecimiento micelial
La actividad antifungica de los extractos de frutos de chiltepin con base a los resultados del
analisis se puede observar diferencias entre los hongos fitopatégenos como entre los

extractos de chiltepin ademas de las concentraciones (Figura 15).

Se encontraron diferencias significativas para la evaluacion del efecto del origen de los
extractos de chiltepin sobre hongos fitopatégenos en funcién de la concentracion e
inhibicion. En la figura 16 [concentraciones (ppm) contra el efecto de inhibicién (mm)]. Se
observa que los valores promedio de inhibicion del crecimiento a las 48 horas, son mayores

en los extractos de chiltepin cultivados bajo cubierta de plastico tipo invernadero CP.

Figura 15. Efecto de la inhibicion micelial en hongos fitopatogenos, evaluacion a las 48
horas, diferentes concentraciones de los extractos metandlicos de chiltepin (C. annuum),
cultivados en CA: campo abierto y CP: Cubierta plastica tipo invernadero Los datos
expresan valores promedio +la desviacion estandar (n=3).
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Las concentraciones variaron en el caso de los hongos fitopatdogenos ya que se realizaron
pruebas donde en cada uno de los experimentos se probaron con cada concentracion

reportada, sin embargo solo se presentan donde existid un efecto inhibitorio.

9.4 Efecto de las concentraciones en la actividad antifingica

El cuadro 14 presenta los resultados del efecto de la concentracion de los dos extractos
sobre R. solani hasta las 72 horas. Se encontr6 que el extracto que provoca mayor
inhibicién al crecimiento presento el extracto del fruto de chiltepin cultivado bajo CP. Sin
embargo, en los dos extractos, la concentraciéon con mayor efecto fue la de 5000 ppm. En el
caso del extracto de chiltepin cultivado bajo CA a las 24 horas no hubo diferencias
significativas entre las concentraciones, en comparacion a las 48 horas, donde se observa
que es aun eficiente la concentracién de 5000 ppm ya que presenta la mayor inhibicion en
comparacion con el resto de las otras concentraciones donde, en algunos casos, la accion
antifingica fue imperceptible. En el caso del extracto metanolico de chiltepin cultivado
bajo CP tuvo un comportamiento parecido al extracto de chiltepin cultivado bajo CA,
donde en las 24 y 48 horas no habia diferencias significativas entre las concentraciones de
5000 y 4000 ppm, sin embargo a las 72 horas el unico que sigui6 presentando efecto en la

inhibicién fue el de 5000 ppm.
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Cuadro 14. Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia solani a las 24, 48 y 72 horas
después del tratamiento con los extractos de los frutos de chiltepin. Extractos de frutos de
chiltepin cultivados.

Cubierta de Cubierta de Cubierta de
Campo lastico tipo Campo lastico tipo Campo lastico tipo
Concentracion abierto ?nverna dell)~0 abierto fnverna de[r)'o abierto ipnverna de[:'o
(CA) (CP) (CA) (CP) (CA) (CP)
(ppm) 24 hr 48 hr 72 hr
Inhibiciéon (mm)
2000 6.05£1.60°® 6.40+0.70° 1.36+0.22° 1.98+031°  NL NI
3000 451+042° 7.15+1.42° NI 435+£0.15° NL NI
4000 6.56+0.39 ®° 7.70+0.87 NL 5.06£0.02*  NL NI
5000 830+£1.21% 9.46+0.34% 2.68+0.35*° 5.38+043* NI  1.80.+0.10%
Metanol 7.16£0.24 %  7.16£0.24° NL NI NL NI

Los datos expresan valores promedio +la desviacion estandar (n=3). * Valores con la misma
letra dentro cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de
Tukey a una P<0.05; NI. No hubo inhibicién; CA: campo abierto; CP: cubierta de plastico
tipo invernadero.

Los resultados del efecto de la concentracion de los diferentes extractos contra C.
gloeosporioides, se observan en el cuadro 15, donde a las 24 horas no se logr6é observar
algin efecto debido a que este hongo muestra un crecimiento lento in vitro por este motivo,
los resultados iniciaron a ser evidentes a las 48 horas. De los dos extractos el que presentd
mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento del micelio fue el de los extractos de chiltepin
cultivados bajo CP, registrando mayor inhibicion. En la evaluacion a las 48 horas para los
dos extractos no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de 5000
y 4000 ppm con el metanol, sin embargo a las 72 horas la concentracion de 5000 ppm
presentd mayor efecto de inhibicion. Mientras que a las 96 horas de evaluacion el extracto
de chiltepin cultivado bajo CP con la concentracion de 5000 ppm registra aun 9.71 mm de

inhibicion.
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Cuadro 15. Inhibicién del crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides a las 24, 48 y 72
horas después del tratamiento con los extractos de los frutos de chiltepin. Extractos de
frutos de chiltepin cultivados.

Cubierta de Cubierta de Cubierta de
. Campo plastico tipo Ca‘mpo plastico tipo Ca‘mpo plastico tipo
Concentracion . . abierto . abierto |.
abierto (CA) |invernadero (CA) invernadero (CA) invernadero
(CP) (CP) (CP)
(ppm) 48 hr 72 hr 96 hr
Inhibicion (mm)
2000 9.33+0.78°  10.1120.06° 8.34+0.179  9.05+0.02° 6.51+£0.14° 5.17+0.47¢
3000 10.81£0.16°  10.59+0.38° 9.17+0.05%  9.48+0.01° 7.14+0.05 6.85+0.07°¢
4000 11.53£0.49°  11.74+0.2° 10.23+0.61° 10.50+0.31° 8.26+0.12° 8.88+0.01°
5000 12.4240.17*  13.17+0.49* 11.81£0.55" 11.26£0.29" 9.30+0.27°  9.71+£0.2"
Metanol 12.394£0.33*  12.39+0.33% 10.19+0.21*° 10.19£0.21° 10.02+0.01* 10.02+0.01°

Los datos expresan valores promedio +la desviacion estandar (n=3). * Valores con la misma
letra dentro cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de
Tukey a una P<0.05; NI. No hubo inhibicién; CA: campo abierto; CP: cubierta de plastico
tipo invernadero.

Los resultados del efecto de las concentraciones contra F. oxysporum, se logran observar
en el cuadro 16, los extractos de fruto de chiltepin cultivado bajo CA, a las 24 horas el que
presentd mayor inhibicion fue el control (metanol), se encontraron  diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones del extracto, sin embargo a las 48 y 72
horas ya no tuvo ninglin efecto el control (metanol), respecto a el extracto con las
diferentes concentraciones el efecto de los extractos sobre la inhibicion presentaron una
disminucién no obstante de los dos extractos el de mayor efecto inhibitorio fue el del
extracto de chiltepin cultivado bajo CP sobre el crecimiento del micelio por efecto de las
concentraciones donde a las 24 horas sucedi6 lo mismo fue control (metanol), quien tuvo
mayor efecto pero en las evaluaciones de 48 y 72 horas quien presento mayor efecto fue el
de la concentracion de 750 ppm se encontraron diferencias significativas con las otras
concentraciones. Para el caso de F. oxysporum se considerd la medicion a partir 100 ppm a
750 ppm las concentraciones del extracto, concentraciones superiores a estas no

presentaban crecimiento alguno, mostro ser muy agresivo.
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Cuadro 16. Inhibicion del crecimiento de Fusarium oxysporum a las 24, 48 y 72 horas
después del tratamiento con los extractos de los frutos de chiltepin. Extractos de frutos de

chiltepin cultivados.

Cubierta de Cubierta de Cubierta de

Concentracion Ca.m PO pléstico tipo Cam PO pléstico Cam PO pléstico

abierto " abierto . abierto .

invernadero tipo tipo

invernadero invernadero
(ppm) 24 hr 48 hr 72 hr
Inhibicién (mm)

100 8.64+0.29° 9.37+0.68° 5.0£0.01° 4.82+0.25° 2.84+0.0° 4.33+0.13°
250 9.95+0.03°  9.85+£0.42° 6.1240.05° 5.48+0.51° 3.63+0.3° 4.98+0.53°
500 10.38+0.2°  9.89+1.1°  6.58+0.08° 7.56+0.66" 5.75+0.0° 6.03+0.76°
750 10.44+.0.2° 10.99+0.82° 7.90+£0.17° 9.36+0.73* 6.39+0.3" 8.75+0.13°

Metanol 13.68+0.0*  13.68+0.01° NL NL NL NL

Los datos expresan valores promedio +la desviacion estandar (n=3). * Valores con la misma
letra dentro cada columna no son diferentes significativamente de acuerdo con la prueba de
Tukey a una P<0.05; NI. No hubo inhibicién; CA: campo abierto; CP: cubierta de plastico
tipo invernadero.

Moreno — Limoén, et al (2012) evalud el efecto de extractos de chiltepin y capsaicina con
diferentes concentraciones sobre el crecimiento de 4. flavus, y encontr6 un mayor efecto
con los extractos de chiltepin al registrar halos de inhibicion de hasta 10.9 mm, mientras
que con la capsaicina los halos fueron de 8.28 mm, este comportamiento del efecto también
fue observado en el presente trabajo con los extractos de chiltepin, sin embargo se
utilizaron diferentes hongos fitopatogenos. Pero se relaciona a una alta actividad

antifingica en las variedades de chile.

Rodriguez- Maturino, et al (2015) reportd que la actividad antifungica observada en los
extractos fenolicos como en extractos de carotenoides procedentes de chiltepin generd un
efecto inhibitorio sobre A. alternata y F. oxysporum los resultados sugieren que los
extractos de carotenoides y los compuestos bioactivos de Chiltepin presentan cierta
especificidad en su efecto antimicdtico sobre diversos hongos fitopatdgenos.

La figura 16 presenta la evaluacion de los tratamientos sobre el crecimiento del didmetro
micelial de R. solani. Control (metanol), extracto del fruto de chiltepin cultivado bajo CA y

extracto del fruto de chiltepin cultivado bajo CP. Se encontrdé de manera mas evidente que
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al paso de las horas el extracto con concentracion de 5000 ppm del fruto de chiltepin
cultivado en invernadero no presenta crecimiento micelial a comparacion con el control y

las demas concentraciones.

Figura 16. Evaluacion de actividad antifungica a las 24, 48 y 72 horas de los
extractos de frutos de chiltepin sobre Rhizoctonia solani. A) Control
(MeOH), B) Extracto de fruto de chiltepin cultivado bajo campo abierto CA
y C) Extracto de fruto de chiltepin cultivado bajo cubierta de plastico tipo
invernadero CP.

En la figura 17 se presentd el crecimiento de C. gloeosporoides con los diferentes
tratamientos donde podemos apreciar que el extracto que corresponde a los frutos
cultivados bajo CP fue el que tuvo mayor efecto inhibitorio. Sin embargo en la evaluacion
de las 96 horas el extracto con mayor concentracion tuvo el mismo comportamiento que el

control (metanol).
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Figura 17. Evaluacion de actividad antifiingica a las 24, 48, 72 y 96 horas de
los extractos de frutos de chiltepin sobre Colletotrichum gloeosporioides. A)
C. gloeosporioides, B) Control (MeOH), C) Extracto de fruto de chiltepin
cultivado bajo campo abierto CA y D) Extracto de fruto de chiltepin
cultivado bajo cubierta de plastico tipo invernadero CP.

En la figura 18 presenta el crecimiento de F. oxysporum, Se encontr6 que el extracto que
corresponde a los frutos cultivados bajo CP, fue el que mayor efecto inhibitorio donde se
aprecia de manera mas evidente que al paso de las horas los extractos con las diferentes
concentraciones del fruto de chiltepin no presenta crecimiento debido a la inhibicion que

este le brinda a diferencia del control (metanol).
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Figura 18. Evaluacion de actividad antifungica a las 24, 48 y 72 horas de los
extractos de frutos de chiltepin sobre Fusarium oxysporum. A) F.
oxysporum, B)Control (MeOH), C) Extracto de fruto de chiltepin cultivado
bajo CA y D) Extracto del fruto de chiltepin cultivado bajo CP.
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9.5 Conclusiones

Los extractos de los frutos de chiltepin con mayor efecto inhibidor en el crecimiento
micelial son los cultivados bajo cubierta de plastico tipo invernadero (CP), siendo este el de
mayor concentracion de capsaicina y dihidrocapsaicina. Aunque este efecto no puede ser
atribuido Unicamente a un compuesto sino que puede ser una mezcla de los diferentes
componentes de los frutos de chiltepin. Se puede concluir también que existen efectos
sinérgicos entre los diferentes compuestos quimicos que contiene el extracto, se sabe que
los extractos son una mezcla de numerosas moléculas complejas y que existe la posibilidad
de que sus efectos bioldgicos sean el resultado de un sinergismo de todos los compuestos o
que so6lo reflejan los de las principales moléculas que se presentan en mayor porcentaje en

el vegetal.

Estos resultados sugieren que el extracto metanolico del fruto de chiltepin cultivado bajo
cubierta de plastico tipo invernadero (CP), presenta mayor efecto antifungico sobre los
hongos fitopatdgenos a concentraciones de 5000 ppm para R. solani 'y C. gloeosporoides y
750 ppm para F. oxysporum. El modo de accion de éstos compuestos no ha sido
determinado, €stos pueden inactivar enzimas esenciales, reaccionar con la membrana

celular o alterar la funcion del material genético.
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ANEXOS

11 ANEXOS

Figura 19. Constancia de participacion en IV Congreso Internacional cobre innovacion y
tendencias en procesamiento de alimentos y al XIX Congreso Nacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos.
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ANEXOS

Figura 20. Constancia de participacion en 3er Congreso Internacional de Alimentos
Funcionales y Nutracéuticos.
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