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Abstract— Total phenolic and capsaicinoid content of Poblano, Habanero and Serrano peppers (Capsicum annuum var
annuum, Capsicum chinense and Capsicum annuum L. Acuminatum, respectively) at three stages of maturity were
determined as well as its relationship with their antimicrobial activity against Escherichia coli, Lactobacillus casei and
Penicillium spp. Capsaicinoid content and phenolic content were determined by UV-Vis spectrophotometry using gallic
acid and vanillin as standards respectively. Habanero pepper extract had the highest concentration of total capsaicinoids and
phenolics. Poblano and Habanero pepper extracts presented an inverse relationship between capsaicinoids and total phenolic
compounds. Also a direct relationship between fruit ripenning and its antimicrobial effect was observed.
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Resumen— Se determind el contenido de fendlicos totales y compuestos capsaicinoides de los extractos de tres especies
de chile: Poblano, Habanero y Serrano (Capsicum annuum var annuum, Capsicum chinense y Capsicum annuum L.
Acuminatum, respectivamente) en tres estados de maduracion y su relacion con la actividad antimicrobiana en Escherichia
coli, Lactobacillus casei y Penicillium spp. El contenido de compuestos fenolicos y capsaicinoides fue determinado por
medio de espectrofotometria UV-Vis usando acido galico y vainillina como estandares respectivamente. El extracto de chile
Habanero presentd la mayor concentracion de capsaicinoides y compuestos fendlicos totales. En los extractos de chiles
Poblano y Habanero se observo una relacidn inversa entre el contenido de capsaicinoides y 1os compuestos fendlicos totales.
Se observd una relacion directa entre el estado de madurez de los frutos estudiados y su efecto antimicrobiano

Palabras claves— Capsicum annuum, Capsicum chinense, fendlicos totales; capsaicinoides; actividad antibacterial.

. INTRODUCCION

La necesidad de los consumidores por alimentos con menor cantidad de aditivos sintéticos ha
incrementado la demanda de productos naturales, tales como aquellos que aumentan la vida de anaquel
inhibiendo el crecimiento de bacterias, mohos o levaduras. Durante afios, se han realizado estudios
sobre procesos y aditivos que pueden conservar la calidad de los alimentos por mas tiempo. De la
misma manera, se han descubierto propiedades en especies de origen vegetal que contrarrestan la
descomposicion debida a la actividad microbiana. Estas especies contienen compuestos fendlicos que
poseen una amplia actividad antibacteriana, antiviral o antifingica [1, 2, 3] pero sobretodo su
importancia radica en que las bacterias no generan resistencia contra ellos [4, 5, 6]

En otros estudios se ha demostrado que los compuestos fendlicos provenientes de diferentes 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 [7,8]. Una de estas especies de plantas es el chile (Capsicum), la cual se ha utilizado
mucho tiempo como hortaliza y como condimento en diversos platillos [9]. Sus extractos han
despertado el interés en la industria de los alimentos por sus propiedades antioxidantes y
antibacterianas [10]. Estos extractos presentan una gran cantidad de componentes activos, entre los que
se encuentran los capsaicinoides, los cuales son un gran grupo de sustancias responsables del sabor
caracteristico de los chiles y de la sensacion de pungencia al consumirlos [11]. La capsaicina y la
dihidrocapsaicina son las que se encuentran en mayor proporcion, ademas de ser las mas pungentes del
grupo de capsaicinoides presentes en chile [12, 13]
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La capsaicina es una amida y un subproducto de la vainillilamida, que no presenta sabor ni olor y
promueve la liberacion de los neurotransmisores que estimulan los receptores en la boca y lengua [14,
15]. Estrada, Diaz, Pomar y Merino [16], probaron que la cantidad de compuestos fendlicos y
capsaicinoides cambian durante la maduracion de las especies de Capsicum; y que a pesar del
incremento de los capsaicinoides en frutos maduros, el contenido de fendlicos totales alcanza su
maximo en las etapas tempranas de desarrollo.

En un estudio realizado por Soetarno, Sukrasno, Yulinah y Sulvia [17], se observé un minimo
deterioro en alimentos que contienen una gran cantidad de chile almacenados por largos periodos de
tiempo. También se ha demostrado que los extractos de chile inhiben el crecimiento de diferentes
microorganismos [18]. Asi mismo, en el estudio realizado por Soetarno, Sukrasno, Yulinah y Sylvia
[17], se observé que los frutos de Capsicum annuum pueden inhibir el crecimiento de bacterias sin
importar el nivel de pungencia. También se ha comprobado que los capsaicinoides no son los Unicos
compuestos responsables de la actividad antimicrobiana de los extractos de Capsicum [19].

Debido a que hay pocos trabajos de investigacion que relacionen el nivel de componentes activos en
diferentes estados de madurez de los frutos del chile con su capacidad antimicrobiana, el objetivo de
este trabajo fue determinar la cantidad de capsaicinoides y fenodlicos totales provenientes de tres
especies de chile: Poblano (Capsicum annuum var. annuum), Serrano (Capsicum annuum L.
acuminatum) y Habanero (Capsicum chinense)en tres estados de maduracion y determinar la actividad
antimicrobiana de los extractos en el crecimiento de Escherichia coli, Lactobacillus casei y Penicillium

spp.
Il. MATERIALES Y METODOS

La materia prima utilizada en este trabajo de investigacion se utiliz deshidratada para que asi se conservaran
en mayor porcentaje sus compuestos bioativos.

A. Materiales

El estudio fue realizado con tres especies de chile; Poblano, Serrano y Habanero (Capsicum
annuum var. annuum, Capsicum annuum L. acuminatum y Capsicum chinense, respectivamente)
obtenidos de un mercado local de la ciudad de Puebla.

Para obtener los chiles en diferentes estados de maduracion, los frutos de Capsicum fueron
lavados y almacenados en bolsa de polietileno a temperatura ambiente hasta alcanzar un cambio de
coloracion intermedio y un cambio total de color inicial (verde a rojo para chile Serrano y Poblano,
verde a naranja para chile Habanero). En el presente trabajo se utilizaron las tres especies en tres
estados de maduracion; chile Poblano y chile Serrano verde claro (estado de maduracion 1), chile
Poblano y Serrano verde fuerte (estado de maduracién 2) y chile Poblano y Serrano rojo (estado de
maduracion 3), chile Habanero amarillo (estado de maduracién 1), chile Habanero naranja (estado de
maduracion 2) y chile Habanero naranja (estado de maduracion 3).

A los chiles de cada especie y estado de madurez se les eliminaron los tallos y fueron cortados en
cubos de 1 cm aproximadamente y se sometieron a un proceso de secado en un deshidratador de
alimentos (Excalibur ®, 4900-220/240V, EUA) a 56°C con un flujo de aire de 2 m s™ hasta alcanzar
peso constante (aproximadamente 48 h).

B. Preparacion del extracto

Para la extraccién de capsaicinoides y fendlicos totales se empled una adaptaciéon del método usado
por Dorantes et al. (2000) utilizando metanol en lugar de isopropanol.Se pesaron aproximadamente 3 ¢
de chiles secos y se mantuvieron en reflujo durante 3h con 70 mL de metanol (Omnichem®). El
extracto fue filtrado a traves de papel filtro y se afiadié 15% (p/p) de carbon activado al filtrado. El
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extracto fue después filtrado nuevamente y se evaporé el metanol a 64°C. Finalmente el extracto libre
de disolvente fue almacenado a -4°C hasta su uso.

C. Determinacion de capsaicinoides

Se emple6 el método usado por Xu, Zhao y Yan [20] para la cuantificacion de capsaicina por
analisis espectrofotométrico.100uL del extracto se disolvieron en 1 mL de agua. Se afiadieron 2 mL de
una solucion 0.5M de HCI a la muestra junto con 1 mL de solucion 0.5M de NaNO, y 0.025M de
NaMoO, y se agitd. La solucion se dejo reposar durante 15 min, y después se afiadieron 2 mL de una
solucion 0.1M de NaOH. Después de 30 min se midi6 la absorbancia 420 nm con un espectrofotmetro
UV-Vis (Unico, 2800H, EUA). La curva estandar se realiz6 con 0, 0.2, 0.4, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mL
de una solucion de vainillina en acetato de etilo, siendo equivalente a 0, 0.010, 0.020, 0.025, 0.050,
0.100, 0.150, 0.200 mg de capsaicinoides, respectivamente. Los estandares fueron tratados de la misma
manera que las muestras.

D. Determinacién del contenido de fendlicos totales

Este método fue utilizado previamente por Ornelas-Paz, Martinez-Burrola, Ruiz-Cruz, Santana-
Rodriguez e Ibarra-Junquera, et al. [21]. En este método se agregaron 200 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu al 50%y 2 mL de agua destilada a 100 pL del extracto. Después de incubar la solucion
anterior durante 10 min en la oscuridad a temperatura ambiente, la solucién se mezclé con 1 mL de una
solucién al 20% de Na,COs; y se incubd nuevamente a temperatura ambiente durante 60 min.
Finalmente se midio la absorbancia de la solucion a 750 nm con un espectrofotometro UV-Vis. La
curva estandar se realiz6 utilizando acido galico en concentraciones conocidas y tratado de la misma
manera que las muestras. El contenido de compuestos fendlicos seexpresé en equivalentes de acido
galico (mg 4cido gélico L™ extracto).

E. Material bioldgico y condiciones de crecimiento

Dos cepas de bacterias, Escherichia coli (ATCC 32218) y Lactobacillus casei(NRRL B 1445), y
una cepa de moho, Penicillium spp. Se obtuvieron del Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la
Universidad de las Américas Puebla.

E. coli fue inoculada en caldo nutritivo (BD Bioxon), Penicillium fue inoculado en caldo Maltosa
Sabouraud (BD Bioxon) y L. casei fue inoculado en caldo MRS (BD Bioxon). La incubacion se llevo a
cabo durante 24 h a 37°C para las bacterias y a 27°C durante 5 dias para el moho.

F. Evaluacién del efecto inhibitorio

El método Kirby-Bauer fue utilizado para evaluar el efecto inhibitorio de los extractos. Fue utilizado
anteriormente por Coliveti, Belloso y Hurtado [15]. Se impregnaron discos de papel filtro con cada uno
de los extractos y se colocaron en cajas Petri previamente inoculados con 50 uL de caldo con el
microoganismo. Se utiliz6 agar MRS (BD Bioxon), agar nutritivo (BD Bioxon) y agar Dextrosa
Sabouraud (BD Bioxon) para L. casei, E. coli y Penicillium spp., respectivamente. Las cajas fueron
incubadas durante 24 h a 34 °C, para E. coli y L. casei y durante 72 h a 27°C para Penicillium. Los
halos de inhibicion se midieron con una regla Vernier.

G. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos para los compuetsos fendlicos y capsaicinoides fueron analizados con el
software Minitab v.15 (Minitab Inc, EUA) mediante ANOVA con un nivel de confianza de 95%.El
efecto inhibitorio fue también analizado por medio de ANOVA de dos vias y mediante el comparativo
de medias de Tukey con un nivel de confianza de 95%.
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l1l. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se mostraran los resultados obtenidos de la cuantificacion de fendlicos totales,
capsaicinoides y halos de inhibicién para tres diferentes microorganismos de los extractos de las
especies de chiles utilizados.

A. Contenido de capsaicinoides

Se utilizé la metodologia utilizada por Xu, Zhao y San [20] el cual usa vainillina como derivado de
la capsaicina [22].La curva estandar fue de tipo lineal, por lo tanto para calcular la concentracion de
capsaicinoides en cada muestra de extracto de chile, se empleo la siguiente ecuacion:

Absorbancia=25.789(mg capsaicinoides)- 0.063 (1)

Los resultados de la concentracion de capsaicinoides para las tres especies de chile en los tres
diferentes estados de maduracion se muestran en el Tabla .

Estado de Maduracion

Tabla 1. Contenido de capsaicinoides (mg capsaicinoides 100 g™) en tres estados de maduracion.

Estado de Chile

maduracién Poblano Serrano Habanero
1 0.949 + 0.01 ax 0.866 + 0.01bx | 1.63 +0.01 cx
2 1.190 + 0.01 ax 1.26+0.01ay | 1.33+0.00 ay
3 2.01 +0.01 ay 3.17+0.01bz | 465+0.01cz

Medias con distinta letra en una fila son estadisticamente diferente (P<0.05).
Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)

En las especies de chile estudiadas, se observo un incremento en la concentracion de capsaicinoides
al avanzar su maduracion lo que se debe al cambio en el metabolismo del fruto y muy probablemente al
decremento en peroxidasas lo que resulta en el incremento de enzimas relacionadas con el metabolismo
de la capsaicina [16, 23].Sin embargo, y en comparacién con las otras dos especies de chile estudiadas,
en chile Poblano, el incremento es el mas bajo (0.949 a 2.006 mg capsaicinoides 100 g™). Lo anterior
es debido a que las especies menos pungentes no poseen ciertas “vesiculas” en el tejido placentario las
que también se encuentran relacionadas con la produccidn de capsaicina [24, 25]. En algunos reportes,
la concentracion de capsaicinoides se encuentra relacionada con la pungencia del chile [22]. Sin
embargo, en otros estudios, se observé que al madurar el fruto, el contenido de capsaicinoides decrece
[26, 27].

El contenido de capsaicinoides en el chile Habanero fue mayor en comparacion con las otras
especies de chile estudiadas, debido a que generalmente el grado de pungencia se encuentra
relacionado con el contenido de capsaicina [22]. Esto, a su vez, coincide con el trabajo realizado por
Kurian y Starks [28], quienes observaron que el contenido de capsaicina y D-hidrocapsaicina fue
mayor en el chile Habanero que en las otras especies estudiadas. Asi mismo, en otro estudio, se probo
que el contenido de capsaicinoides y los fendlicos totales fueron mayores en chile Habanero que en
chile Jalapefio [29]. Ademaés se ha observado que en el chile Habanero, estos compuestos aumentan
considerablemente al madurar el fruto, lo que esta en concordancia con las investigaciones realizadas
por Menichini, Tundis, Boneessi, Loizzo, Conforti, et al. [30] y Cisneros-Pineda, Torres-Tapia,
Gutierrez-Pacheco, Contreras-Martin, Gonzéalez-Estrada et al. [31] quienes al estudiar el contenido
fitoquimico y bioldgico de algunas especies de chile en diferentes etapas de maduracion observaron un
incremento en el contenido de capsaicinoides al aumentar la maduracion de los frutos.
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B. Contenido de fenodlicos totales

El contenido de fendlicos totales se cuantificO mediante el método de Folin-Ciocalteu utilizando
acido galico como estandar calculdndose mediante la siguiente ecuacion:

Absorbancia = 0.1143 (mg acido galico mL™)-0.0977 (2)

Esta determinacion se realizé debido a que se ha probado que el chile contiene sustancias que
contribuyen a reducir el riesgo de enfermedades degenerativas, como lo son los compuestos fendlicos,
los cuales a su vez tienen propiedades antioxidantes y antimicrobianas [32]. Los resultados mostraron
que el chile Habanero posee el mayor contenido de compuestos fenolicos (P < 0.05) en los tres estados
de maduracion (Tabla 2). Los resultados concuerdan con lo observado por Antonius, Kochhar, Jarret y
Snyder [33] quienes compararon el contenido de fendlicos en cuatro especies de Capsicum y
observaron que C. chinense presentd la mayor concentracién de compuestos fendlicos.

Tabla Il. Contenido de compuestos fenolicos totales (mg acido galico 100 g-1) en tres estados de maduracién.
Estado de Chile
maduracion Poblano Serrano Habanero
1 111.60 + 10.02 ax 166.05 + 8.05 bx 294.31 + 9.03 cx
2 108.38 + 5.06 ay 197.15 + 7.04 bx 276.86 + 7.05 cx
3 108.97 + 8.04 az 242.63 + 10.04 bx 211.55 + 8.04 cy

Medias con distinta letra en una fila son estadisticamente diferente (P<0.05).
Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)

En el chile Serrano el contenido de estos compuestos fenolicos aumenté al avanzar la maduracion,
debido seguramente a que en especies maduras se encuentra un mayor contenido de compuestos como
los glucopiranosidos [34]. Estos resultados son similares a los reportados por Wangcharoen y Morasuk
[35] en el cual se determind el contenido de compuestos fendlicos en dos diferentes etapas de
maduracion y observaron un incremento en estos compuestos, siendo los chiles maduros los que
presentaron la mayor cantidad.

En los chiles Poblano y Habanero, el contenido de fendlicos descendié durante la maduracion
debido a que, al menos para algunas especies de Capsicum, el contenido de compuestos como
derivados hidroxicinamicos, glucésidos de quercitina y luteolina se encuentran en mayor cantidad en
frutas inmaduras [36].Lo mismo ha sido reportado por Menichini, Tundis, Boneesi, Loizzo, Conforti, et
al. [30] quienes encontraron gque los compuestos fenolicos disminuyen al avanzar la maduracion de C.
chinense. La disminucién o aumento de los compuestos fendlicos pudiera ser debido también a la
cantidad de semillas encontradas en cada especie, ya que han probado ser ricas en los compuestos
anteriormente mencionados asi como en compuestos antioxidantes [37]. Estos compuestos también
contribuyen al soporte celular, es decir, si hubiera una infeccion en la fruta, los compuestos fendlicos
incrementarian [34].

C. Evaluacion del efecto antimicrobiano

En la Tabla I1l se muestran los resultados del efecto inhibitorio de los extractos de chile en E. coli,
Penicillium spp y L. casei. Al incrementar el diametro del halo, el efecto inhibitorio es mayor. El
extracto de chile Habanero, presentd el mayor efecto inhibitorio (P<0.05) para los microorganismos
estudiados debido seguramente a componentes especificos en esta especie de chile como es el caso de
un péptido presente en las semillas (G10P1.7.57) que presenta efecto antimicrobiano [38]. Se ha
probado que los extractos etanolicos de C. chinense verde tienen efecto inhibitorio debido a
compuestos activos solubles en etanol [15].
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Tabla I1l. Efecto inhibitorio (cm) contra Escherichia coli.
Estado de Chile
maduracion Serrano Poblano Habanero
1 0.40 + 0.12 ax | 0.83 +0.15 bx 0.83 + 0.15 bx
2 0.47 +0.05ax | 0.75+0.11 by 1.06 + 0.07 cy
3 1.00+0.03ay | 1.62 +0.03 bz 1.32+0.1cz

Medias con distinta letra en una fila son estadisticamente diferente (P<0.05).
Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Los resultados del efecto inhibitorio para Lactobacillus casei de los extractos de chile se encuentran
en la Tabla IV. EI comportamiento de esta bacteria hacia los diferentes extractos es debido a que posee
una mayor sensibilidad a los compuestos no polares por ser una bacteria Gram positiva [39]. Este
efecto también podria deberse a que los extractos de chile poseen ciertos compuestos que inhiben el
crecimiento tal es el caso del acido ascorbico. También se comprob6 que los compuestos fendlicos
afectan de manera importante al mecanismo de sintesis de proteinas de las células [40, 41]. Como
puede observarse la inhibicion para este microorganismo no es tan marcada, a excepcién del estado de
maduracion 3, cuyo halo de inhibicion es mayor por lo tanto; su aplicacion en un sistema real tendria
que tener cierto cuidado, ya que esta es una bacteria probidtica, por lo tanto, no se busca su inhibicion.

Tabla IV. Efecto inhibitorio (cm) contra Lactobacillus casei

Estado de Chile
maduracion Serrano Poblano Habanero
1 0.10 + 0.00 ax 0.41 + 0.02 bx 0.19 + 0.10 cx
2 0.19 + 0.02 ay 0.49 + 0.01 by 0.63 +0.01 cy
3 0.20 + 0.00 ay NI 1.27 +0.07 cz

Medias con distinta letra en una fila son estadisticamente diferente (P<0.05).
Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Para el estado de maduracion 3, en general, se observo que los extractos exhiben un aumento en el
efecto antimicrobiano en comparacion con otros estados de maduracién (P<0.05), el gran efecto
inhibitorio es debido a la mayor cantidad de compuestos bioactivos presentes en esta etapa. En el caso
del chile Habanero, el efecto antimicrobiano presente en la tercera etapa de maduracion puede deberse
al incremento en el contenido de capsaicinoides; sin embargo, la actividad antimicrobiana para el
extracto de chile Serrano puede deberse no solo a la cantidad de capsaicinoides sino también a la mayor
cantidad de compuestos fendlicos totales presentes ya que este tipo de compuestos penetran a través de
la membrana causando lisis [40].

Se observé inhibicién del crecimiento para Penicillium sélo de los extractos de chile Habanero
(Tabla V) posiblemente debido a una saponina presente en éste y que es responsable de la actividad
fungicida [42]. Lo mismo se observd en otro estudio donde los extractos de Capsicum frutescens
inhibieron la esporulacion de Penicillium expansum [43].

Tabla V. Efecto inhibitorio (cm) contra Penicillium spp

Estado de Chile
maduracién Serrano Poblano Habanero
1 NI NI NI
2 NI 0.05 + 0.00 ax 0.1+ 0.00 cy
3 0.02 + 0.00 ax NI 0.2 +0.01 by

Medias con distinta letra en una fila son estadisticamente diferente (P<0.05).
Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (P<0.05)
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Se observo también que existe una relacion entre el estado de madurez (combinacion de
capsaicinoides y compuestos fenodlicos totales) de las especies estudiadas de chile y la actividad
antimicrobiana de estos.

V. CONCLUSIONES

Tanto en el chile Poblano como el Habanero, se encontrd una relacion inversa entre los compuestos
capsaicinoides y los fendlicos totales. Sin embargo, para el chile Serrano, el contenido de compuestos
fenolicos totales aumenta de igual manera que los capsaicinoides con la madurez del fruto. Los
extractos de chile Habanero en el tercer estado de maduracion presentd el mayor efecto antimicrobiano
para diversos tipos de microorganismos por lo cual se puede concluir que los compuestos
capsaicinoides son muy importantes para la inhibicion de diferentes microorganismos.
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