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RESUMEN

México se sitiia como uno de los paises con mayor biodiversidad en todo el mundo, una de
sus caracteristicas es contar con flora y fauna endémica. Por lo que respecta a la flora
endémica ain faltan muchos estudios para conocer su distribucién y abundancia, asi como
sus propiedades alimenticias, tal es el caso del chile de agua (Capsicum annuum L.). En
este trabajo se determind su composicion quimica proximal, y se evaludé su capacidad
antioxidante. Las muestras analizadas de chile de agua fueron tres: en fresco, secado al
natural (al sol) y secado en tunel. Para la evaluacion del andlisis quimico proximal se
utilizaron los métodos oficiales aprobados por la A.O.A.C. Todas las muestras se
procesaron en base seca, los resultados mostraron que la humedad, el contenido graso fue
mayor en la muestra en fresco y secado en tunel; el contenido de ceniza y de carbohidratos
fue igual para las tres muestras; el contenido proteico fue diferente en todas las muestras y
el contenido de fibra cruda fue mayor en las muestras en seco. Los resultados en base seca
(BS) fueron: Humedad 6.171£0.049, 6.17+0.057, 4.36+0.331; Ceniza 7.12+0.143,
6.77+0.059, 7.09+0.303; Proteina 18.29+0.115, 17.53+0.234, 16.72+0.154; contenido graso
1.13£0.015, 1.18+0.032, 2.57+0.154; fibra cruda 32.67+1.921, 28.14+0.948, 25.99+1.043;

carbohidratos 67.29, 68.35, 69.29 en fresco, secado en tunel y al natural, respectivamente.

Se determind el contenido total de compuestos fenélicos en los extractos del chile de agua
en fresco y seco por el método de Folin-Ciocalteau dando como resultado que el contenido
de fenoles totales depende del estado del chile (en fresco y seco) y del tipo de disolvente
usado para hacer la extraccion (agua y mezclas agua — metanol. Los extractos de chile de
agua en fresco tienen mayor contenido de polifenoles totales que en seco. Los datos
obtenidos fueron: 1,243.16+10.71, 786.37+70.47, 568.98+25.47 en fresco, secado en tinel

y al natural, respectivamente.

Se evaluo la capacidad antioxidante del chile de agua con dos técnicas quimicas DPPH y
decoloracion del ABTS; y una enzimatica ABTS/lacasa utilizando dos fuentes de lacasa
DeniLite IIS y Rhus vernicifera. Los extractos para la evaluacion antioxidante se hicieron
en fresco con metanol al 100% y en las muestra secas (natural y tinel) se uso una mezcla de
metanol-agua (50:50). El valor de la capacidad antioxidante de la muestra en fresco por el

método DPPH es 87.67+0.59, para las muestras en secado en tinel y natural se obtuvieron



los siguientes valores 86.54+0.62 y 66.54+2.44 respectivamente. Para el método de
decoloracion del ABTS se obtuvieron 56.95+4.65, 57.5£7.04 y 45.35+£2.22, en fresco,
secado tinel y natural respectivamente. Para ambos métodos se evalué también el
contenido medio de la inhibicién de los respectivos radicales (ICsp). En las evaluaciones
con el sistema ABTS/lacasa se obtuvieron los siguientes valores en el caso de la lacasa
DeniLite IIS 281.52, 116.89 y 99.32 y para la lacasa Rhus vernicifera se obtuvieron los
valores: 855.99, 281.7 y 49.74 en fresco, secado tlnel y natural, para ambas en base seca
respectivamente. Por lo tanto, la actividad antioxidante en el chile de agua es mayor en las

muestras en fresco que en las muestras de chile secado en tinel y secado al natural.

De acuerdo a este estudio, se puede afirmar que los valores obtenidos por medio del anélisis
quimico proximal del chile de agua, fueron similares a otras variedades de C. annuum
reportadas. La principal diferencia del chile de agua respecto a otras variedades de C.
annuum, es el contenido de humedad que tiene el chile de agua en fresco, ya que su media
es mayor a la media reportada para otros chiles. En los diferentes métodos de evaluacion de
capacidad antioxidante que se realizaron para el chile de agua se tiene una tendencia mayor
en las muestras de chile de agua en fresco, seguida de los chiles en secado en tunel y
finalmente secado natural. Al igual que otras variedades de C. annuum, el chile de agua
presenta actividad antioxidante, debido a los compuestos quimicos que contiene en general
el género Capsicum, tales como: capsaicinoides, compuestos fendlicos, pigmentos
(carotenoides) y vitaminas (A, B, C y E). Este estudio demuestra que al chile de agua
originario de los Valles Centrales de Oaxaca se le puede considerar como un alimento que
puede aportar grandes beneficios a la salud de quien o quienes lo consuman debido a que
posee una gran actividad antioxidante similar a otras variedades de Capsicum y a otras

hortalizas.

ABSTRACT



Mexico is one of countries with greater biodiversity in the world; one of its features is the
presence of endemic flora and fauna. With respect to the endemic flora still lacks many
studies to know their distribution and abundance, as well as their nutritional properties, this
is the case of “chile de agua” (Capsicum annuum L.). In this work, proximate chemical
composition was determined and antioxidant capacity was evaluated. Three samples of
“chile de agua” were analyzed: fresh, natural drying (sunlight) and artificial drying (air
tunnel). Proximal chemical analysis of the three types of samples was carried out based on
official methods approved by the AOAC. All samples were processed on a dry basis, the
results showed that moisture and fat content was higher in the fresh and artificial dried
samples, ash and carbohydrate content was the same for all samples, protein content was
different in all samples and crude fiber content was higher in dry samples than fresh
sample. The results in dry base (BS) were: Humidity 6171 + 0049 6.17+0.057,
4.36+0.331; ash 7.12+0.143, 6.77+0.059, 7.09+0.303; Protein 18.29+0.115, 17.53+0.234,
16.72+0.154; fat 1.13+0.015, 1.18+0.032, 2.57+0.154; crude fiber 32.67+1.921,
28.14+0.948, 25.99+1.043; carbohydrates 67.29, 68.35, 69.29 to fresh, artificial and natural
dried, respectively.

Phenolic compounds of fresh and dry extracts of “chile de agua” was determined by the
Folin-Ciocalteau method which gives evidence that total phenol content depends on the
state of chili (fresh and dry) and the type of solvent used for extraction (water and mixtures
of water — methanol). Extracts of fresh “chile de agua™ have higher total polyphenol content
than dry samples. Polyphenol content in samples were 1,243.16+10.71, 786.37+70.47,
568.98+25.47 to fresh, artificial and natural dried, respectively.

Antioxidant capacity of “chile de agua” was evaluated with two chemical techniques DPPH
and ABTS bleaching, and one enzymatic system ABTS / laccase; for this last technique two
sources of laccase Rhus Vernicifera and DeniLite IIS were used. Methanol 100% was used
for extracts preparation of fresh sample and a mixture of methanol-water (50:50) was used
for extracts preparation of drying samples. DPPH method for antioxidant capacity of fresh
sample gave 87.67 + 0.59 while natural and artificial dried values were 86.54+0.62 y
66.54+2.44, respectively. ABTS method for antioxidant capacity yielded 56.95+4.65,
57.5£7.04 y 45.35+2.22 values to fresh, artificial and natural dried, respectively. Two

sources of laccase Rhus Vernicifera and DeniLite 1IS for enzymatic system ABTS / laccase



was evaluated to know radical inhibition (ICsg). DeniLite IIS source of laccase gave 281.52,
116.89 and 99.32 values and for Rhus Vernicifera source of laccase were obtained 855.99,
281.7 and 49.74 to fresh, artificial and natural dried in dry basis, respectively. Therefore,
the antioxidant activity of “chile de agua” is higher in fresh sample than in artificial natural

drying samples.

Proximate chemical composition of “chile de agua” was similar to others C. annuum
varieties according to others articles reported in the literature. The main difference of the
“chile de agua” in relation to other varieties of C. annuum, is the moisture content for fresh
samples, since its mean is greater than those reported for other varieties. Antioxidant
capacity tests performed for “chile de agua” showed that there is a greater antioxidant
capacity in fresh samples than natural and artificial drying samples. “Chile de agua”
showed similar antioxidant activity as others C. annuum varieties, maybe to contain an
range of chemical compounds such as capsaicinoids, phenolic compounds, pigments
(carotenoids) and vitamins (A, B, C and E) which are conspicuous to Capsicum genus. This
study shows that farmers of Central Valleys of state of Oaxaca produce a fruit (chile de
agua) with a great nutritive valor, which can it considered as a food that can offer
significant health benefits for consumers with antioxidant activity similar to other varieties

of Capsicum and other vegetables.
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1.- INTRODUCCION

Los estudios de composicion quimica son el punto de partida para entender el proceso
fisiologico de los alimentos. El método convencional de evaluacion usado para determinar
las sustancias nutritivas de origen vegetal o animal es llamado analisis proximal o analisis
quimico proximal. El propoésito principal de un andlisis proximal es determinar, en un
alimento, el contenido de humedad, grasa, fibra, proteina y cenizas. Estos procedimientos
quimicos revelan también el valor nutritivo de un producto y como puede ser combinado de
la mejor forma con otras materias primas para alcanzar el nivel deseado de los distintos
componentes de una dieta. Es también un excelente procedimiento para realizar control de
calidad y determinar si los productos terminados alcanzan los estandares establecidos por
los productores y consumidores (Tejada H.I. 1992).

El mundo de los “antioxidantes™ es un tema de moda en la sociedad actual ya que
los medios de publicidad se han encargado de darle una gran cobertura de los beneficios
que aportan estos a la salud humana. Se han realizado estudios clinicos y epidemiologicos
que ha establecido que hay una correlacion proporcional entre el consumo de frutas y
verduras y la prevencion de enfermedades cardiovasculares, inflamaciones, céncer y
desordenes relacionados al envejecimiento (Verma, N. et al, 2008, Pérez-Jiménez J., 2008).

Como las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios, algunos
de los cuales actian como antioxidantes para controlar el estrés oxidativo causado por las
condiciones ambientales que las rodean tales como la radiacion solar, estas pueden servir de
fuente para la obtencion de nuevos compuestos antioxidantes (Bafna AR y Mishra SH,
2005, Verma, N. et al, 2008 ). La naturaleza ofrece una gran oportunidad para el
descubrimiento de nuevos compuestos naturales con diversas actividades, especialmente en
aquellos lugares con una flora autoctona (Monge, A. et al, 2001). Como es el caso chile de
agua (Capsicum annuum L), que es endémico de la region de Valles Centrales en el estado
de Oaxaca.

Para evaluar la actividad antioxidante existen diferentes métodos (Huang et al.
2005), debido a que todavia no existe una homogenizacion en la metodologia, entre los mas

utilizados se encuentran los siguientes métodos: decoloracion del ABTS, capacidad de



absorcion del radical oxigeno (ORAC), entre otros mas. Para determinar el contenido de
compuestos fendlicos se usa comunmente el método de Folin-Ciocalteau. La mayoria de
estos métodos generan desechos quimicos lo que causa un problema ambiental, por lo cual
seria deseable implementar métodos que no contaminen o que lo hagan de una manera

moderada, como es el caso del sistema ABTS/lacasa.

2. ANTECEDENTES

2.1. Analisis proximal.

El anélisis de alimentos ha sido practicado por el hombre desde hace muchos afios, a
los cuales se les podria llamar analisis organolépticos. Sin embargo, el analisis cuantitativo
de los componentes de un alimento probablemente se inicié hasta 1975, en Inglaterra,
cuando Pearson determind las proporciones del agua del almidon, materia fibrosa, materia
extractiva y cenizas en las papas, reconociendo también la presencia de grasas, acidos y
azucares. Un gran avance tuvo lugar entre 1859-1861. Henneberg y sus colaboradores en
la estacion agricola Weende, Alemania, elaboraron los métodos para andlisis préximo o
proximal de un alimento.

El analisis proximal solo da un estimado de un grupo de ciertos componentes como:
materia volatil, humedad, cenizas, materia nitrogenada, etc. Por lo que se podria definir el
analisis proximal como “un andlisis quimico mediante el cual se determina la composicion
de un alimento en términos de sus principales grupos de nutrientes”.

A pesar de las limitaciones que tiene el anélisis proximal se ha utilizado por mas de
un siglo como el punto de partida de la evaluacion de un alimento. El anélisis proximal
consta de las siguientes determinaciones: humedad, proteina cruda, materia mineral o
cenizas, grasa cruda o extracto etéreo, fibra cruda y por diferencia a 100, extracto libre de

nitrégeno (Tejada H.I. 1992).



2.1.1 Humedad.

El agua en un ser vivo generalmente es un nutrimento esencial. Sin embargo el
agua no contribuye al valor nutritivo de un alimento, excepto en condiciones especiales de
aridez.  Por el contrario diluye el contenido de los nutrientes sélidos y lo hace mas
susceptibles de sufrir fenomenos de descomposicion por enzimas tisulares, bacterias u

hongos.

2.1.2 Proteina cruda

Los métodos de cuantificacion de proteina se basan en medir el nitrégeno, ya que
una de las caracteristicas de las proteinas es que tienen nitrégeno en su estructura. Cuando
la muestra tiene nitrégeno no proteico, por ejemplo de urea, el método de Kjeldahl puede

sobreestimar el contenido de proteina.

2.1.3 Extracto etéreo o grasa

Los aceites y las grasas se extraen de las muestras secas con disolventes organicos,
hexano, éter de petrdleo o etilico. Por este método se extraen también otras sustancias
solubles como ceras y pigmentos. En el caso de forrajes verdes ricos en clorofila y
pigmentos dicho método contabiliza el contenido de dichos pigmentos con el contenido de

grasa.

2.1.4 Materia mineral

Es la eliminacion de la materia organica y el agua. Nutricionalmente carece de
valor, ya que no especifica que elementos tiene y la cantidad en la que se encuentra. Sin
embargo, es el punto de partida en la determinacion de minerales especificos, ademas es

parte del calculo de la materia organica de un alimento.

2.1.5 Fibra cruda

Es una mezcla heterogénea de glucidos (celulosa y hemicelulosa) y otros materiales

como lignina, esencialmente indigeribles por animales de estdmagos simple. Realmente en



este método se digiere como el 80% de hemicelulosa, 20-50% de celulosa y de 50-90%, por

lo cual se sobreestima el contenido de fibra cruda (Tejada H.I. 1992).

2.2 Estrés oxidativo y dano celular.

El estrés oxidativo es el desequilibrio que se produce en el organismo entre sustancias
oxidantes, principalmente especies reactivas del oxigeno (ERO), y antioxidantes, puede
producir dafios celulares que desencadenen diversos procesos patologicos (figura 1).

El estrés oxidativo es determinado en el cuerpo midiendo la peroxidacion lipidica
(Nilsen er al., 2006), de hecho, es la evidencia citada con mas frecuencia para sustentar el

efecto de las reacciones de radicales libres en una enfermedad (Gutteridge, 1995).

El estrés oxidativo causa dafio en las biomoléculas como en: 1) proteinas, los
oxidantes provocan cambios conformacionales, asi como, dafios a los aminoacidos
terminales. 2) La oxidacion de azicares y polisacaridos por acciéon de radicales se lleva a
cabo tipicamente por abstraccion de dtomos hidrogeno (H) de miltiples sitios (Burkitt,
2004). 3) Los 4cidos nucléicos pueden sufrir hidroxilacion de bases nitrogenadas y
rompimiento de hebras al interactuar con especies reactivas del oxigeno, dando lugar a
mutaciones, carcinogénesis, pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un
gen especifico, etc. 4) La peroxidacion lipidia es provocada por el oxigeno singulete, el
peréxido de hidrégeno, el radical hidroxilo y el anién superéxido, este dltimo, rompe los
lipidos de la membrana plasmatica provocando alteraciones que modifican su

permeabilidad, lo que resulta en edema y muerte celular.

El dafio a las células provocado por la accion de los radicales libres sobre las
biomoléculas ha favorecido la aparicion de diversas enfermedades como: varios tipos de
cancer, enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el mal de Parkinson,
envejecimiento prematuro, enfermedades cardiovasculares, arterioesclerosis, etc. (figura 1,
Fuente modificada: Fité C. Montserrat., 2003). De ahi el creciente interés de la ciencia y la

industria farmacéutica por obtener sustancias de origen natural (Verma, N. et al, 2008)
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encaminadas a la prevencion y tratamiento de estas alteraciones producidas por los ERO.
Entre estas sustancias destacan los compuestos fendlicos, con reconocidas propiedades
antioxidantes (Yu-Tang, T. et al. 2009) y su posible papel en la prevencion de estas

enfermedades.
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Figura 1. Desequilibrio entre las defensas antioxidantes del organismo y la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ERO).

Pero para un mejor entendimiento de lo que sucede cuando se genera estrés
oxidativo, es necesario entender cuéles son las especies reactivas de oxigeno y cuéles son

las moléculas que tienen propiedades antioxidantes.

2.3 Especies reactivas derivadas del oxigeno (ERO).

El oxigeno esta presente en el aire en la forma de oxigeno diatémico (O,) 6 dioxigeno. El
porcentaje de oxigeno en el aire seco es de aproximadamente 21%. El oxigeno también esta
presente como parte de las moléculas de agua, por lo que lo hacen el elemento mas

abundante en el planeta (Gutteridge, 1995).



De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O;), con los
electrones que forman el enlace (p), con dos electrones no apareados, con espines paralelos
localizados en orbitales moleculares diferentes (Figura 2), es decir, en lo que se conoce
como estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo con una velocidad de reaccion a

temperatura fisiologica baja.
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Figura 2. Distribucion electrénica del oxigeno molecular o triplete y del oxigeno singulete.

Bajo condiciones normales, el oxigeno molecular es un gas incoloro, inodoro e
insipido que se disuelve en agua en una relacion de tres voliumenes de gas por cada cien
volumenes de liquido. El oxigeno al reaccionar forma especies parcialmente reducidas que
presentan una elevada reactividad y una vida corta, a las cuales se les ha identificado con el

nombre de especies reactivas del oxigeno 6 ERO (Huang et al. 2005).

El término ERO (reactive oxygen species, especies reactivas de oxigeno) incluye a
los radicales libres derivados del oxigeno y a otras especies que no son radicales pero que
pueden participar en la formacion de los mismos (Avello, M. y Suwalsky M., 2006). Las

principales especies reactivas del oxigeno se aprecian en la figura 3.

Los radicales libres derivados del oxigeno se pueden generar a nivel intracelular o
extracelular por modificacion del sentido de rotacion de sus electrones mas externos, o por
la adicion sucesiva de electrones al oxigeno molecular, debido a mecanismos como la

respiracion y diversas reacciones de oxidacion — reduccion.
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Figura 3. Distribucion electrénica del oxigeno en especies reactivas del oxigeno (ERO).

Debido a su elevada energia y a su baja estabilidad, los radicales libres liberan parte
de esa energia al reaccionar con otras moléculas. Muchas veces dichas reacciones generan
mas radicales libres, que al acumularse pueden provocar dafio al ADN y a las membranas
celulares, contribuyendo de esta manera a la aparicion de diversas enfermedades (Huang et

al. 2005).

2.3.1 Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

El término especies reactivas del oxigeno (ROS o ERO) se aplica colectivamente a
las moléculas radicales y no radicales que son agentes oxidantes y/o son facilmente
convertidos a radicales (Avello, M. y Suwalsky M., 2006).

Existen numerosos sitios de oxidacion en el organismo, sin embargo se han
reconocido cuatro fuentes enddgenas que parecen ser las mas importantes en la produccion
de oxidantes a nivel celular. 1) Transporte de electrones en la mitocondria; como
consecuencia del proceso normal de la respiracion aerobia. 2) Células fagociticas, que se
encargan de la destruccion de bacterias o células infectadas con virus, al aplicar una
descarga oxidativa de NO®, 0,*, H,0, y HOCI (Avello, M. y Suwalsky M., 2006). 3)
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Metabolismo peroxisomal de acidos grasos, que degradar los acidos grasos y otras
moléculas producen H,O, como subproducto (Fité C. Montserrat. 2003), 4) Reacciones del
citocromo P-450, previene efectos toxicos de quimicos externos, pero generan
subproductos oxidantes.

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las células
relacionadas con la produccion de radicales libres del oxigeno se tienen los neutréfilos,
monocitos, macrofagos, eosinofilos y las células endoteliales (Venereo, 2002).

La formacion de radicales en el cuerpo ocurre mediante varios mecanismos que
involucran factores enddgenos y ambientales (Avello, M. y Suwalsky M., 2006). Ain
cuando la formacion de radicales libres ocurre como consecuencia de las reacciones
end6genas mencionadas anteriormente, es importante recordar que los factores ambientales

exogenos también promueven la formacion de radicales (Figura 4).

Produccion de especies reactivas de oxigeno
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Figura 4. Fuentes y consecuencia de las especies reactivas de oxigeno (ERO)



2.4 Antioxidantes

Se puede definir a un antioxidante como la sustancia natural o sintética que previene
o retarda los efectos ocasionados por los radicales libres. Los antioxidantes permiten que no
se produzcan las especies reactivas de oxigeno, estos actiian principalmente en reacciones
de terminacion de cadena de radicales libres de forma que impiden las consecuencias de su
actividad.

Los efectos de los radicales libres estan controlados en el organismo humano
mediante un amplio espectro de antioxidantes de origen enddgeno (enzimas antioxidantes,
albumina, acido Wrico, etc) y exdgenos (figura 5) a través de la dieta (vitamina E y C,
pigmentos, selenio, compuestos fendlicos y flavonoides) se muestran algunos ejemplos de
antioxidantes (Zamora, 2007; Avello, M. y Suwalsky M., 2006; Fité C. Montserrat., 2003;
Garcia Bacallao L., 2001).

En las células vegetales existen antioxidantes hidrosolubles como liposolubles. Los
principales antioxidantes de naturaleza hidrosoluble que controlan la homeostasis redox son
el acido ascorbico, el glutation y diversos compuestos fendlicos y, los liposolubles son los

tocoferoles y los carotenoides (Pérez Tortosa, 2008).

Antioxidantes enddgenos o enzimatico :
-Superoxido dismutasa

-Glutation peroxidasa

-Catalasa

Antioxidantes exdgenos o no enzimaticos:

-Cofactores de enzimas antioxidantes (Se, coenzima Q10)
-Transicion de metales quelantes (EDTA)

-Inhibicion de enzimas oxidantes (aspirina)

-Atrapadores de radicales (vitamina Cy E)

Dieta

Figura 5. Antioxidantes enzimaticos (endogenos) y no enzimaticos (ex6genos).

2.4.1 Fuentes no enzimaticas de antioxidantes

Los alimentos de origen vegetal en especial las frutas y los vegetales presentes en la
dieta de acuerdo a estudios epidemiologicos realizados, pueden ejercer un efecto protector
contra algunas enfermedades tales como el cancer y trastornos cardiovasculares. Esta
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propiedad se debe a la presencia de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante

como la vitamina C, E, B-caroteno, y una mezcla compleja de compuestos fendlicos

(Padilla et al., 2008, Verma, N. et al, 2008, Zamora, 2007).

2.4.1.1 Compuestos fendlicos.

Generalmente todos los vegetales, como producto de su metabolismo secundario
normal, son capaces de biosintetizar un elevado nimero de compuestos fendlicos, algunos
de los cuales son indispensables para sus funciones fisiologicas y otros son de utilidad

como mecanismos de defensa ante situaciones de estrés (hidrico, luminoso, etc).

Los polifenoles en las plantas se encuentran generalmente como derivados
glucosilados o sulfatados y participan en la fase dependiente de luz de la fotosintesis
catalizando el transporte de electrones (Tabla 1). Estos compuestos han sido reconocidos
como potentes antioxidantes con propiedades citoprotectoras y antiinflamatorias (Yu-Tang,
T. et al. 2009; Avello, M. y Suwalsky M., 2006). Por todo esto es importante consumir en
la dieta diferentes vegetales, que contengan polifenoles (Tabla 2). Los polifenoles poseen
partes hidrofilicas e hidrofobicas que les permiten actuar contras las especies reactivas del
oxigeno producidas tanto en medio acuoso, como en medio lipidico. Las propiedades
antioxidantes de los polifenoles incluyen: neutralizacion directa (al actuar como agentes
reductores) de *OH, ROO®, ONOOH y HOCI; conservacién de la actividad paraoxonasa
sérica (PON), favoreciendo la hidrolizaciéon de LDL (lipidos de baja densidad)-oxidada
(Gracia, 2007).

Tabla 1. Productos alimenticios con alto contenido de antioxidantes fendlicos.

Aceitunas Polifenoles

Cafeé Esteres fenolicos

Cebollas Quercetina, camferol

Citricos y otras frutas Bioflavonoides, chalconas

Frijol de soya Isofavonas, acidos fendlicos
Pimientos Polifenoles

Romero Acido carnésico, acido rosmarico
Té verde, té negro Polifenoles, catequinas

Vino tinto Acidos fenélicos, polifenoles
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Tabla 2.Cuantificacién de polifenoles totales en equivalentes de acido galico por cada 100g de

muestra vegetal en fresco (Yi-Fang, C. et al. 2002) y en peso seco (“Stratil, p. et al. 2006, Santas, J.
et al. 2008).

| Vegetales Polifenoles totales. (mg AGE/100g Polifenoles totales. (mg AGE/g
de muestra en peso fresco) de muestra en peso seco)
Brocoli 01.6 +1.24
Espinaca 90.99+8.49 ' 15.5
Cebolla 76.28+1.97 *6.33+0.36
Zanahoria 56.47+5.1 : 9.9
Col 54.63+£7.02 11
Papa ; I6TIENEE 4.5
Pimiento rojo 6587855 12.6

2.4.2 Mecanismo de accion de los antioxidantes.

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa
combatiendo a los radicales libres mediante dos mecanismos:

1) Entre los componentes del sistema antioxidante enddgeno destacan las enzimas
antioxidantes. En la figura 6 estan representadas las distintas vias metabdlicas de
accion de estas enzimas. Las reacciones de las enzimas enddgenas que se muestran en
la figura 6 son: SOD, supéroxido dismutasa; CAT, catalasa; GSH-Px, glutation peroxidasa;
GSSG-Rd, glutation reductasa; GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado (sustratos:
modificar); PON, paroxanasa (Fito C. Montserrat. 2003).

SOD
oot 1040

o

GSH-Px
CAT 2 GSH 5
HoOp =22 & H,0, +4 0, +H202 e H,0, + 0,
GSH GSSG
-
GSSG-Rd
GSH + peroxidos organicos ------- > compuestos mas hidrosolubles

PON: hidroliza los peroxilos de lipidos
Figura 6. Enzimas antioxidantes endégenas.
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2) La cinética basica de los antioxidantes. La quimica y la cinética de inhibicion de
autoxidacion de hidrocarburos. La autoxidacion tipica, inicia con compuestos
azoicos, y la acciéon de sus inhibidores de incluir los siguientes elementos
(suponiendo un antioxidante, dos radicales y oxigeno en exceso;
R2N2=compuestos azoicos; LH= sustrato; AH=antioxidante) se muestra en la

figura 7 (Huang et al 2005):

INICIACION R;N; >2R'+N,

R+0, > R0OO’

ROO" +LH >ROOH +[*

” L+0 >L00*

PROPAGACION 2

LOO'+LH >LOOH + 1L
INHIBICION LOO +AH >LOOH+A"
TERMINACION A +(n - 1) LOO"———-———> Producto no radical

LOO + LOO" —-——-————>Producto no radical

Figura 7. Reacciones bésica de los antioxidantes.

2.5 Métodos para evaluar la capacidad antioxidante

Los nutriélogos y los médicos especialistas, asi como, los investigadores en ciencias de la
salud y de los alimentos les resulta de gran importancia conocer la capacidad antioxidante y
los constituyentes de los alimentos que consumimos.

Examinando los trabajos cientificos sobre los antioxidantes, se encontraron varios
términos utilizados por los investigadores para definir la capacidad antioxidante. Los
términos que se pueden encontrar incluyen “capacidad” total de antioxidante (o eficiencia,
poder, parametro, potencial, potencia y actividad). La “actividad” de productos quimicos
no tienen sentido sin el contexto de las reacciones con la presion, temperatura, reaccion
media, correcta y puntos de referencia. Debido a que los ensayos de actividad antioxidante

son medidos por un individuo, refleja solo la reactividad quimica del ensayo en virtud de
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las condiciones especificas que se aplican, no es apropiado generalizar los datos como
indicadores de la “capacidad total de antioxidante” (Huang et al. 2005).

En general se pueden medir la capacidad antioxidante in vivo (incluyen métodos ex
vivo) e in vitro. En este trabajo se usan los ensayos in vifro, ya que estos proporcionan
buenos resultados y no son tan costosos como los métodos in vivo. Sobre la base de las
reacciones quimicas involucradas, los principales ensayos in vitro de capacidad
antioxidante se pueden dividir en dos: (1) transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y
(2) transferencia de electrones (ET). Los ensayos de base ET involucran una reaccion
redox, el oxidante (también como un testigo de control de la reaccion) como un indicador
de la reaccion final. Los ensayos HAT y ET son basados en medir la capacidad de los
radicales (u oxidantes), en lugar de la prevencion de la muestra en la capacidad

antioxidante (Apak, R. et al. 2007; Huang et al. 2005).

2.5.1 Ensayos de capacidad antioxidante.

En la figura 8 se muestran los principales métodos representativos de los ensayos de

trasferencia de hidrogeno (HAT) y ensayos de trasferencia de electrones (ET) (Huang et al.

2005).

HAT:
Ensayos gue involucran ORAC (Capacidad de absorcion del radical oxigeno)
reaciones de tranferencia TRAP (Parametro total de atrapamiento de radicales
de atomos de hidrogeno por antioxidantes)
ROO"+ AH —>ROOH+ A Blanqueamiaento de crocina
ROO® LH—>ROQH=+ IOU (inhibicion del consumo de oxigeno)
Inhibicion del acido linoléico
Inhibicion de la oxidacion de LDL
ET:
Ensayos que involucran TEAC (Capacidad Antioxidante en Equivalentes de Trolox)
reacciones de trasferencia FCR (Fenoles totales con el reactivo de Folin-Ciocalteu)
de electrones DPPH (difenil-1-picrihidrazil)

M(n)+ e(de AH)}—>AH " +M(n-1)

Figura 8. Ensayos in vitro para medir la capacidad antioxidante.

Se analizaran con mas detalle los siguientes ensayos:
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2.5.1.1 Cuantificacion de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteau
(FC).

Esta prueba (FC) se ha utilizado para cantificar los polifenoles totales de productos
naturales durante muchos afios. El mecanismo de la reaccion se basa en una reaccion
calorimétrica de oxido-reduccidn, la prueba de Folil-Ciocalteau (FC) mide la capacidad
reductora de una muestra por lo que se le puede considerar como un método para evaluar la
capacidad antioxidante. Este ensayo es simple, reproducible y por lo tanto conveniente para
utilizarlo (Huang et al., 2005).

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau (FCR)
bajo condiciones alcalinas, en las que la disociacion del protén fendlico, produce un anién
fenoxido capaz de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteau. Por lo tanto el agente oxidante
utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu (Hernandez-Ruiz J. et al. 2001), que se detecta
a una Apmay de 765nm.

Algunas de las desventajas de este ensayo son: bajo condiciones dcidas, la reaccion
es lenta y carece de especificidad; el reactivo de Folin-Ciocalteau no es especifico para
compuestos fendlicos y puede ser reducido por otros compuestos como el Cu (I) y la

vitamina C (Huang et al., 2005).

2.5.1.2 Ensayo de la capacidad antioxidante del radical DPPH
El radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Figuras 9 y 10) fue uno de los primeros

radicales sintéticos utilizados para estudiar la relacion estructura-actividad de los
antioxidantes fenolicos. El método se basa, en el descenso de absorbancia a 517nm,

asociado a la desaparicion de la forma radical del DPPH, de los medios de reaccion

provocada por antioxidantes. DPPH" + AH > DPPH-H + A

Cuando el DPPH esta en forma de radical (1), se presenta un color violeta. Cuando
una solucion de DPPH es mezclada con una sustancia que puede donar a un atomo de
hidrégeno, entonces esto da lugar a la forma reducida (2) con la pérdida del color violeta
aunque alli se esperara un color residual palido amarillo del grupo picril todavia presente,

esto se muestra en la figura 9 (Molyneux, P. 2004).
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03N N—N 03 N—N
NO 2 @ NO 5
1: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo 2: 2.2-Difenil-1-picrilhidrazona
{radical libre} {no radical)

Figura 9. El DPPH en su forma radical y no radical.

Se considera que el punto final del ensayo se alcanza cuando la absorbancia se
mantiene constante. Por lo tanto, el tiempo de ensayo puede variar desde unos minutos,
hasta algunas horas dependiendo del tipo y de las concentraciones de los diferentes
antioxidantes presentes en las muestras analizadas. Este método, con algunas
modificaciones se ha utilizado para determinar la eficacia antirradical de multitud de
compuestos aislados y productos y/o extractos de naturaleza y origen muy variado (vinos,

jugos, compuestos polifendlicos, etc.) (Pérez Tortosa, 2008).

2.5.1.3. Decoloracion del cation radical ABTS

El catién radical del 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato (ABTS™)) se
obtiene tras la reaccion del ABTS (Fig. 10) con persulfato potdsico, tras incubar a
temperatura ambiente (25 °C) y en la oscuridad durante 16 h. Esto es factible debido a que
el ABTS™ es un radical con una larga vida media.

El ensayo de la actividad antioxidante utilizando este compuesto se basa en la
decoloracion de la disolucién de ABTS™ determinada espectrofotométricamente a 734 nm,
debida a la reduccion del cation radical por los compuestos dadores de electrones presentes
en las muestras ensayadas.

El tiempo de incubacién de la solucién de ABTS™ con la muestra se suele situar
entre 1 y 7 min. Ya que los resultados obtenidos por algunos investigadores indican que la
reaccion con el radical ABTS™ no se completa hasta pasado 1 min.

Los resultados de este ensayo se suelen expresar en unidades TEAC (actividad
antioxidante equivalente a Trolox) y en VCEAC (actividad antioxidante equivalente a

vitamina C). Este ultimo caso es el mas habitual cuando se trata de analisis de alimentos.
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Conociendo el coeficiente de extincion del ABTS™, también es posible expresar el
poder antioxidante como cantidad de ABTS™ reducido por unidad de masa de muestra.

Entre los métodos utilizados para determinar la actividad de un antioxidante basados
en la desactivacion de radicales libres, el ensayo de decoloracion del radical ABTS™ es uno
de los mas aplicados, al considerarse un método de elevada sensibilidad, practico, rapido y
muy estable. A pesar de esto, como método de punto final que es, los valores de actividad
antioxidante determinados pueden depender del tiempo escogido para efectuar la medida

(Pérez Tortosa, 2008, Pérez-Jiménez J., 2008).

SO3NH,

-
-N(CsHs),
OIN NO,

N-QN\ 2
o (09
g
Radical DPPH
3

NH4;

Sal de ABTS
Figura 10. Radical DPPH y sal de ABTS

2.5.1.3.1 Propiedades fisicoquimicas del ABTS.

El compuesto cromogeno ABTS presenta color azul/verde con maximo de
absorcion a 342nm, es muy soluble en agua y quimicamente estable. El radical ABTS™ una
vez generado por medio de enzimas (peroxidasa, mioglobina, lacasa) o quimicamente
(dioxido de manganeso, persulfato de potsio o ABAP [2,2'-azobis-(2-amidinopropeno)
HCl], pasa a presentar nuevas caracteristicas con maximos de absorcion a 414, 645, 734 y
815 nm (Kuskoski, E.M. et al. 2004). El ABTS cuando se oxida por métodos quimicos o
enziméticos (Figura 11) produce tanto al radical catiénico ABTS®", con una Amax= 340nm,

como al dication ABTS”" con una Amax= 414nm (Childs, R.E. et al. 1975).
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Figura 11. Radical catidnico y dicatiénico del ABTS.

El radical ABTS™ es més indicado para ensayos de compuestos coloreados, como
en el caso de las antocianinas, por presentar absorcion maxima proxima a la region
infrarroja (734 nm) reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos coloreados
que absorben en la region del visible o compuestos resultantes de reaccion secundaria.
Ademas, este radical al ser generado quimicamente (persulfato de potasio) puede ser
validado por su estabilidad, reproducibilidad y por ser una alternativa mucho mas viable

econdmicamente al método original que utiliza metamioglobina (Re et al. 1999).

2.5.1.4 Sistema ABTS/lacasa

El sistema ABTS/lacasa es un sistema catalitico redox que ha sido aplicado en
procesos biotecnologicos como: la decoloracion de mezclilla en la industria textil,
bioblanqueo de pulpa de papel, remediacion de suelos, etcétera. La caracteristica principal

de este sistema es la utilizacion del compuesto ABTS para la formacién de un radical libre
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ABTS®" (reduce) que actia como un mediador entre la enzima y el sustrato, facilitando la
accion de la enzima (Soriano-Santos et al. 2008).

El sistema ABTS/lacasa puede producir el radical ABTS*", mediante una reaccion
de transferencia de un electron en presencia de oxigeno atmosférico (O;), dicha reaccion se

aprecia en la siguiente reaccion:

4ABTS +0 +4e-+4HY > 4ABTS '+ 2H20
lacasa

En este caso el ABTS no es un compuesto fendlico, pero la lacasa puede oxidarlo
cambiando de un color amarillo hasta verdoso. El interés que se tiene en el sistema
ABTS/lacasa es poder evaluar la capacidad antioxidante de compuestos fendlicos. En este
sistema la lacasa forma el radical ABTS, el cual es reducido por los compuestos fenolicos.

El uso del sistema ABTS/lacasa como sustituto de diversos procesos quimicos
tradicionales, permite reducir la contaminacion provocada por el uso de compuestos de

elevada toxicidad, que producen una gran cantidad de subproductos dificiles de eliminar.

2.5.1.4.1 Lacasa (EC 1.10.3.2)

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas del grupo de las “oxidasas azules”, que
contienen atomos de cobre en su estructura. Han sido caracterizadas como enzimas de baja
especificidad de sustrato, el interés en esta enzima es que reducen el oxigeno molecular a
agua y son capaces de oxidar diferentes compuestos tanto fenolicos como no fenélicos
(Arana, A. et al, 2002; Brenda, 2009).

El proceso redox ocurre por la transferencia de electrones entre los cuatro dtomos de
cobre que forman el centro catalitico de la enzima. Dichos 4tomos son los que le confieren
el color azul a las lacasas debido a la intensa absorcion electronica de los enlaces Cu-Cu

que se muestra en la figura 12 (Kyriakides, 1. et al. 2003).
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El ciclo catalitico de las lacasas
Figura 12. Ciclo catalitico de las lacasas.
2.5.1.4.1.2 Propiedades fisico-quimicas de la lacasa.

Las lacasas poseen tres dominios muy similares en tamafio, todos importantes para la
actividad catalitica. Generalmente la lacasas son mas estables en pH alcalinos que en pH
acidos (figura 13: Kyriakides, I. et al; 2003), lo cual debe ser probablemente a la inhibicion
del grupo hidroxido sobre el proceso de auto-oxidacion. Las lacasas pueden inactivarse por
la pérdida del atomo de cobre o por condiciones de protedlisis o desnaturalizacion, entre
otras. Las lacasas conservan su actividad en un rango de pH de 3 a 10 y en un rango de
temperatura de 5 a 55°C. La formacién de las lacasas amarillas marrones es el resultado del
enlace de moléculas derivadas de la lignina a la proteina de la enzima. Esto sucede en
fermentaciones en estado solido, y no presenta el espectro tipico de las oxidasas

(Esperanza, N. et al, 2003).
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Comparacién de propiedades de Mnp, Lip v lac

E.C. MnP 1.11.1.13 LiP 1.11.1.14 Lac 1.103.2
Mn(II): H20, diarilpropano O, H>02 p-benzendiol: O,- oxidoreductasa
oxidoreductasa it
Grupo prostético Hemo Hemo 1 - tipo 1-Cu, 1 tipo -2-Cu,
2 paresdel tipo -3-Cu,
MW (kDa) 2*-62,5° (122% 38-47 59-110 (tetramero < 390°
Glicosilacion N- N- N-
Isoformas mondmeros; mondmeros; hasta 15 Varios mono-, di-, tetramero
hasta 11¢
pl Xk e 3.2-4.7 2.6-4.5
pH rango 2.66-45" 2.0-5.0 2.0-85
E’ (mV) 1510° 1450 500800
C-C enlace si si no
H>0:-regulado si ‘si no
Estabilidad g o + o i
Mediadores nativos Mn?*: Mn?* VA?, 2Cl-14DMB™ 3-HAA®
Especificidad Mn?* En general aromaticos En general fendlicos
incl. no fendlicos
Mediadores secundarios  Tioles insaturados NO ABTS®, HBT", siringaldazina
y sintéticos acidos grasos

Figura 13. Propiedades fisicas y quimicas de la lacasa (Lac), manganeso peroxidasa (MnP), lignina

peroxidasa (Lip).

3. Chile de agua (Capsicum annuum).

3.1. Antecedentes del chile de agua (Capsicum annuum).
El género Capsicum esta ampliamente distribuido a nivel mundial y se le encuentra

en una gran diversidad de formas, tamafios, colores y niveles de picor o pungencia. Este

género es miembro de la familia de plantas solanaceas, fue asi denominado en el siglo XVI

por los herbarios europeos. Es considerada una de las primeras plantas domesticadas en

Mesoamérica.

Algunos botanicos la relacionan con la palabra griega kapto que significa “morder”

(Salazar-Olivo., 2004). En varias lenguas occidentales Capsicum lleva un nombre

relacionado con la pimienta. En inglés se llama chili pepper, en francés, piment enragé o

poivre rouge; en italiano peperone y pimentdo picante en portugués. La palabra espafiola

“chile”, modificacion de la nahuatl chilli, sigue siendo utilizada en México y América
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Central. Los arahuacos, grupo cultural de la zona del Caribe, lo denominaban en el siglo
XVI aji o axi.

Se conocen alrededor de 27 especies de las cuales se reconocen cinco especies
cultivadas; Capsicum annuum L., Capsicum frutescens L., Capsicum chinense Jackuin,
Capsicum pendulum Willdenow, y Capsicum pubescens. Casi todos los chiles cultivados en
México pertenecen a la especie annuum (Loizzo, R, M. et al, 2008, Vizquez- Flota et al.
2007).

El género incluye a una gran variedad de plantas, y los nombres comunes son
frecuentemente ambiguos.

México destaca a nivel mundial por tener la mayor variabilidad genética de C.
annuum, que ha dado origen a un gran numero de variedades o tipos de chiles, entre los que
destacan el serrano, jalapefio, ancho, pasilla, guajillo y de arbol.

El chile de agua pertenece a la variedad génetica C. annuum que se encuentra
distribuido en la region de Valles Centrales del Estado de Oaxaca. De importancia

econdmica, social y de consumo local en estas zonas (Velasco-Velasco et al., 1998).

3.1.1 Produccion mundial y nacional de chile (Capsicum)

Desde 1993, la produccion mundial de chiles ha tenido un crecimiento del 48% de la
superficie y duplicando los volumenes de produccion. Este aumento en la produccion de
chiles se debe a la creciente demanda de este producto en todas sus presentaciones (fresco,
seco y procesado), tanto para consumo directo como para usos industriales.

De todo el mundo, China es el pais que presenta una mayor participacion en la
produccién de chiles. Su superficie sembrada actual es de 612,800 ha, con lo que
representan un 36% de la superficie sembrada mundial, con una produccién de 12°531,000
ton, esto es mas de la mitad de la produccion mundial de chiles al afio.

México ocupa el segundo lugar en volumen de produccion y el tercero en superficie
cosechada, con 140,693 has y 1°853,610 ton, participando con el 8% del area y el 7% de la
producciéon mundial en toneladas (Goycoolea, A. 2007). De acuerdo a la produccion
obtenida en tonelada les siguen, Turquia, Estados Unidos, Espafia e Indonesia,
representando juntos el 18% del volumen mundial de produccion (Grafica 1).

Grifica 1. Produccion mundial de chile, 2006.
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Produccion Mundial de Chiles
FAOSTAT, 2006
China

Fuente: Goycoolea, A. 2008
El chile es una hortaliza que se cultiva en casi todo el pais en los dos ciclos
agricolas y forma parte del grupo de los principales productos hortofruticolas
exportados. El 80% de la produccion nacional se consume internamente. En la tabla
3 se presenta los principales estados productores de chile del pais.
Como ya se ha mencionado el chile de agua (C. annuum) esta distribuido en la
region de Valles Centrales del estado de Oaxaca. El estado de Oaxaca ocupa el 12 lugar a
nivel de produccion nacional (tabla 3).

Tabla 3. Principales estados productores de chile. Fuente: Goycoolea, A. 2008

Principales estados productores de chile  Principales estados productores de chile en

en México (Verde y seco) has. Meéxico (Verde v seco) has.
Zacatecas 39,123 Tamaulipas 2,795
Chihuahua 20,230 Oaxaca 2,562
San Luis potosi 13,406 Puebla 2,296
Sinaloa 11,636 Hidalgo 2,204
Guanajuato 6,991 Baja California Sur 2,188
Durango 6,915 Quintana Roo 2,036
Campeche 6,113 Sonora 1,330
Jalisco 4,775 Aguascalientes 1,031
Veracruz 4,155 Yucatan 440
Michoacin 3,030 TOTAL 142,891
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3.1.2 Historia del chile (Capsicum) en el estado de Oaxaca.

Los chiles han sido recogidos, cultivado y consumido en México por miles de afios
(Perry, L., Flannery, K.V., 2007, Lentz, D.L. et al. 2007). Los restos de chile silvestre
(pimientos), se recuperaron de varios niveles de la cueva de Coxcatlan en el Valle de
Tehuacan, son las primeras evidencias en México de lo que mas tarde se convertiria en un
importante vegetal domesticado. El anélisis de los restos de chiles de toda la cueva reveld
que la cosecha del chile silvestre comenzé hace aproximadamente unos 8.000 afios, seguido
del cultivo y la domesticacion definitiva de los frutos picantes de C. anmnuum hace
aproximadamente unos 6.000 afios (Perry, L., Flannery, K.V. 2007).

El Valle de Oaxaca, puede haber sido el sitio en donde se le dio un uso temprano a
la cosecha de chile. La cueva de Guila Naquitz, dio sélo dos ejemplares identificados
tentativamente como chiles que se deriva de hace aproximadamente 8.000 afios.

Se encontraron hallazgo en Tehuacan, que se refuerza con datos recientes
provenientes de la arqueologia, fitogeografia, cariotipo y de analisis enzimaticos, todos los
cuales han llevado a la conclusion de que C. annuum (la especie mas comun actualmente en
México) es la especie de chile que se domesticé en las zonas altas de los estados del centro-
este de México. Los datos modernos de la fitogeografia, apoyados por evidencias
arqueoldgicas proporcionan datos de que diferentes variedades de chiles pueden florecer en
varios entornos, incluidos la region de Mitla al oriente del Valle de Oaxaca, donde se
localizan los sitios arqueoldogicos de las cuevas de Guila Naquitz y de Silvia (figura 14).

Las cuevas de Guila Naquitz y de Silvia estan abrigadas por un acantilado volcanico
seco, aproximadamente a unos 5 km al noroeste de Mitla, situada a una elevacion de 1.900
m sobre el nivel del mar (figura 14). Durante el periodo de arcaico de la caza y la
recoleccion e incipiente agricultura (8000-5000 AC), La cueva de Guild Naquitz fue
ocupada temporalmente por pequefio grupos familiares. Una vez que el maiz, frijol,
calabaza, chiles, y los aguacates habian sido domesticados, aldeas agricolas surgieron en
todo el valle, y el uso de la cueva cambio. Desde este momento en el Valle de Oaxaca y el
Valle de Tehuacan las cuevas se utilizan como pequefios campamentos de paso, para
grupos de trabajadores que estan lejos de su aldea, cazando ciervos o recolectando algunas

plantas silvestres (Perry, L., Flannery, K.V. 2007).
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Figura 14. Mapa 1. Muestra las ubicaciones de las cuevas de Guila Naquitz y de Silvia en

el Valle de Oaxaca y la ubicacion del Valle de Tehuacan (Perry, L., Flannery, K.V. 2007).

Entre los afios 600 y 1000 D.C, durante el periodo conocido en Oaxaca, como
Monte Alban IIIb-1V, Mitla antigua era una ciudad importante asentada al margen del rio
del mismo nombre. Tan grande fue la poblacién que sus necesidades agricolas supera el
ambito de los aluviones del rio Mitla. El cultivo parece haberse extendido a 4-5 km de la
ciudad, e incluye las laderas y arroyos humedos del pie de monte por debajo de las cuevas
de Guild Naquitz y de Silvia. Estas cuevas y otras cercas, se convirtieron en lugares
convenientes para el campamento, para almacenar plantas. Finalmente, las plantas
almacenan se llevaban de vuelta a Mitla. Estas actividades continuaron en el periodo
conocido como Monte Alban V (1000-1521 D.C).

En Oaxaca también se han registrado en codices la historia del chile. Entre los
codices de la cultura Mixteca se encuentran: Codice Tecomaxtlahuaca (1578), codice
Yanhuitlan (1545-1550) y el codice Sierra (1550-1564) (Lopez-Lopez, P., Castro-Garcia,
F.H. 2009).

24



3.2 Caracteristicas estructurales y fisiologicas del chile
(Capsicum).

3.2.1 Caracteristicas fisicas del chile (Capsicum)

Las especies de Capsicum son casi sin excepcion plurianuales. La planta, de tallo
lefioso, forma normalmente un arbusto de hasta 150 cm de altura; algunas variedades
alcanzan tamafios superiores. Las flores son blancas o verdosas en la mayoria de las
variedades, salvo en C. pubescens, en que tienen un color viol4ceo.

El fruto -técnicamente es una baya que varia en coloracion y tamafio de acuerdo a la
variedad; puede ser cubico, conico o esférico. De interior hueco, esta dividido en dos o
cuatro costillas verticales interiores que portan las semillas, de color amarillo palido, salvo
en C. pubescens, que las presenta negras-. Sin embargo, la mayor cantidad de semillas se
aloja en la parte superior, junto al tallo. La carnosidad del pimiento también varia segin la
especie.

Cuando el fruto madura sus colores abarcan, seglin la especie, desde el blanco y el
amarillo hasta el morado intenso, pasando por el naranja, el rojo brillante y el lavanda; el
color verde en ocasiones es seflal de inmadurez, aunque muchas especies se consumen
también en ese estado. La forma de propagacion es mediante semillas que se mantienen

viables hasta por tres afios si se conservan en un ambiente adecuado.

3.2.2 La composicion quimica del género Capsicum.

Los frutos Capsicum contienen pigmentos colorantes, principios picante
(Capsaicinoides), resina, proteinas, celulosa, pentosanos, elementos minerales y muy poco
aceite volatil, mientras que las semillas contienen aceite no volatil.

En el analisis quimico proximal se tiene las propiedades macromoleculares de los
lipidos, proteinas, minerales (ceniza), fibra cruda y por una diferencia el contenido de
carbohidratos. También se analiza el contenido de humedad de los productos. En el caso
particular del las variedades del género Capsicum se tiene una variacion de las estas
ropiedades macromoleculares por los diferentes origenes de las variedades. En la tabla 4 se

puede observar la media del anélisis quimico proximal de algunas variedades de chiles.
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Tabla 4. Bromatoldgico de algunas variedades de Capsicum (Azurdia, C. 2009, De,
A. K. 2003)

Sambo (Capsicum 82.97* 8§ 1090 11.30
annuunt)
Huistla (Capsicum 73.98%* 6.40 11.30 18.30
annuum)

Huerta (Capsicum 71.23* 5.20 1312 18.49
annuunt)
Pimiento picante 6.50%* 7.20 14 15.50 14.10 58.20
(Capsicum
annuum)
Paprika (Capsicum 7.90** 7.60 13.80 19 10.40  60.30
annuum)
Pimiento rojo 6.20%* 8 16 26 15.50  54.30
(Capsicum
annuum)
*en muestra en fresco, ** en muestra seca.

El aji y el pimenton pueden ser considerados como las posiciones en los extremos
opuestos de un espectro de propiedades comunes. De chile pimiento a pimentén, hay una
disminucion constante del nivel de pungencia y un aumento en el contenido de pigmento.
Los frutos de la mayoria de las especies Capsicum contienen cantidades significativas de
vitaminas B, C, E y provitamina A (betacaroteno), cuando en estado fresco. Los tipos de C.
annuum largo es una de las fuentes mas ricas conocidas de la vitamina C, que pueden estar
presentes hasta 340 mg/100 g en algunas variedades.Como se ha mencionado el ingrediente
activo que le da la sensacion a picor o pungencia en el chiles son los capsaicinoides.

Los capsaicinoides son amidas formadas por la union de la vainillilamina con un
acido graso (figura 15) y aunque se conoce alrededor de 20 de estos compuestos, la
capsaicina [(E)-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-metil-6-nonenamida] y su analogo 6,7-
dihidro, la dihidrocapsaicina, en conjunto llega a representar mas del 90% del total de los

capsaicinoides presentes en los frutos. La porcion fenolica es la vainillilamina, que se
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forma a partir de la fenilalanina por medio de la ruta de los fenilpropanoides. El acido
graso se forma a partir de aminoacidos de cadena lateral ramificada, ya sea de valina o
leucina. Las diferencias de estructura de los capsaicinoides (CAP’s) residen en la naturaleza
de la cadena lateral, que puede ser de 9 u 11 carbonos de largo, con un nimero variable de

enlaces dobles colocados en diferentes posiciones (Vazquez- Flota et al. 2007).

Figura 15. Capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida).

Algunos investigadores proponen que la capsaicina (fig. 15) tiene propiedades
antioxidantes (Maforimbo, 2002) que ayuda a combatir a la nitrosamina (agente causante
de cancer). La capsaicina (fig. 15) se puede utilizar como un analgésico (Salazar-Olivo,

2004).

3.2.3 Caracteristica de la planta del chile de agua (C. annuum)

Las plantas muestran un habito de crecimiento erecto, con tallos de forma cilindrico, de
color verde. Las hojas son ovaladas, de color verde intermedio. El limbo (anatomia de la
hoja) presenta en promedio 4.3cm de ancho y 10.1cm de longitud y el peciolo (péndulo que
sostiene a la hoja del tallo) presenta 5.3cm de longitud promedio.

Se registra una flor por cada rama (axila), en posicion intermedia con anteras de
color azul palido y filamento blanco. La corola es de color blanco (fig. 16).

Los frutos del chile de agua son de forma triangular en posicion erecta, de color
verde-amarillento en estado inmaduro (fig. 16 y 17) y rojo cuando madura (fig. 17). La
baya o fruto tiene de 14-16cm de largo en promedio. El pericarpio es grueso, la forma del
fruto en union con el pedicelo (rabillo) es cordado. Las semillas son de color amarillo, con

una superficie aspera y de tamafio grande (Lépez-Lopez, P., Castro-Garcia, F.H. 2009).
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Figura 16. Planta de chile de agua: tallos de forma cilindrica, limbo de color verde,

corola de color blanco, frutos verdes-amarillentos.

Figura 17. a) Frutos inmaduros b) Frutos maduros

3.3 Cultivo y productividad del chile de agua (C. annuum).

El chile de agua se cultiva en diferentes municipios de la regién de Valles Centrales
del estado de Oaxaca en donde predomina la presencia de la etnia Zapoteca. Destacan los
siguientes municipios Ejutla de Crespo, La Ciénega Zimatlan, Cuilapan de Guerrero, San
Jerénimo Tlacochahuaya, Ocotlan de Morelos, San Pablo Villa de Mitla y algunos otros.

Geograficamente se ubican a los 16°59" LN y 96°35" LW y de 1,400 a 1,700 msnm
(Lopez-Lopez, P., Castro-Garcia, F.H. 2009).
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El cultivo tradicional empieza con la germinacién de la semilla en almacigos. La
semilla de chile de agua germina aproximadamente en 2 meses o 2 meses y medio.
Después de esto se traspasa al terreno arado con yuntas o con mulas. Luego de la siembra
se deja pasar aproximadamente un mes y medio para utilizar de nuevo la yunta o mulas
para desyerbar y remover la tierra, se repetia otra vez a los 15 dias después. El riego se
hace por bombo eléctrico. La cosecha del chile de agua se realiza aproximadamente
después de 70 a 85 dias, la floracion del chilar dura entre 8 a 9 dias, el fruto desde la
floracion tarda en crecer como en 15 dias, y el chile se corta después de 20 dias, tomando
en cuenta la madurez y dureza del fruto. Se hacen entre seis y cinco cortes en los chilares
(Angeles, R., Pérez, A., Pérez-Pérez, J., Guzman E. 2009, Comunicacion personal).

El proceso productivo presenta innovaciones tecnologicas aproximadamente desde
el afio 2005, como es la técnica por goteo debido al escas de agua y de que se podia
sembrar casi durante todo el afio. También la técnica del almacigo cambio, ya que ahora se
pueden pedir los germinados de chiles a incubadoras que utilizan fertilizantes y una
temperatura constante, que favorece el crecimiento de la semilla de 2 a 2 meses y medio
hasta en 1 mes y medio. Las semillas son seleccionadas por los productores de la
poblacion, aunque también se venden germinados de chiles sin seleccionar la semilla, pero
esto puede ser una desventaja para los productores, ya que no se sabe la calidad de la
semilla. Las semillas seleccionadas de los productores solo germinan en un 80%.

Después del germinado se trasplanta la planta a acolchados (que favorecen a retener
el agua y a que no crezcan malezas) en los surcos deben estar ya instalado los cintillos para
el riego por goteo, donde también se le agrega al agua los fertilizantes, fungicidas y
plaguicidas. En estos cultivos se puede hacer hasta 12 cortes como maximo, pero la media
es entre 5-6 cortes. Una hectarea de siembra por goteo puede valer 100 mil pesos y por
riego alrededor de 40 mil pesos (Pérez, A., Agustin-Sanchez, S. 2009. Comunicacién
personal).

El chile de agua genera una relacion beneficio-costo superior a 2 y durante su
proceso productivo se emplean mas de 150 jornaleros por ciclo (Lopez-Lopez, P., Castro-
Garcia, F.H. 2009).

Los productores de chile de agua de la poblacion de San Jeronimo Tlacochahuaya

en el Estado de Oaxaca, cultivan la mayor cantidad de este fruto durante los meses de
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marzo y abril sembrando semillas seleccionadas a partir de chiles de agua escogidos por su
tamaiio, color verde intenso (mejor conocido como verde blanco, por los productores) y
calidad, se cubren las semillas con tierra fertilizada con abono, las semillas germinan
aproximadamente después de ocho dias de sembradas.

El rendimiento de chile de agua por surco es de 21 canastos producto de siete cortes,
(tres canastos por corte). El precio de venta al publico depende de la oferta y la demanda
del fruto, por ejemplo, cuando la cosecha es abundante, hay una sobreoferta y si el tamafio
del chile de agua es menor al tamafio estandar (12cm) el costo del canasto es bajo
situandose alrededor de los $100.00 pero cuando la cosecha es escasa, hay poca oferta del
producto por lo que el costo del canasto se puede elevar hasta los $1000.00 (Pérez, A.,

Agustin-Sanchez, S. Hernandez, J. 2009).

4 JUSTIFICACION

El analisis quimico bromatoldgico es importante para tener una referencia del valor

nutritivo de un alimento, es el punto de partida para entender su desarrollo fisiologico al
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igual que es importante para saber la calidad de un producto terminado o como materia
prima.

No hay muchos trabajos de investigacion que hayan determinado la capacidad
antioxidante en alimentos (Lorenzo-Ledn, et al. 2009), sobre todo en alimentos endémicos.
El sur de México es particularmente importante en cuanto a la riqueza de especies
vegetales, especialmente el area donde se entrelazan las dos principales regiones
biogeograficas del continente americano: la neartica y la neotropical. Oaxaca es el estado
con mayor biodiversidad, y muchas veces esta es endémica, gracias a estas condiciones
biogeograficas (Rico-Arce, M.L. 2001). Mucha de la flora de Oaxaca se utiliza en
remedios caseros o en mejorar el sabor de varios platillos, por lo que es importarte
investigar de una forma sistematica las propiedades fisicoquimicas y/o componentes que
puedan ser favorables para una buena salud.

El género Capsicum representa una amplia y milenaria tradicién cultural en la
poblacion de México. En el estado de Oaxaca cuenta con una gran variacion de chiles, sin
embargo son escasos los trabajos de sistematica de la diversidad existente, su
caracterizacion y conservacion y mejoramiento genético. El chile de agua (Capsicum
annuum) es la variedad que presenta mayor numero de estudios por su importancia social,
econdmica y cultural en los Valles Centrales; pero dichos trabajos tratan de investigaciones
especificas del proceso productivo y aspectos sanitarios, sin que hasta el momento se hayan
realizado estudios sobre la diversidad y su aprovechamiento y sobre estrategias para la
preservacion y mejoramiento de esta variedad de chile (Lopez-Léopez, P., Castro-Garcia,
F.H. 2009). Por lo cual es importante realizar un analisis bromatologico y evaluar otras

propiedades de este chile como lo es la capacidad antioxidante.

5 HIPOTESIS.

El chile de agua (Capsicum annuum L) presenta caracteristicas bromatoldgicas y

propiedades antioxidantes in vitro similares a otras variedades de Capsicum annuum.
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6 OBJETIVOS.

6.1.1 Objetivo general:

Caracterizar la composicion quimica y evaluar la capacidad antioxidante de extractos de
chile de agua (Capsicum annuum L) fresco y seco a través de andlisis quimicos y pruebas
quimicas - enzimaticas de la actividad antioxidante para determinar el potencial efecto

antioxidante del chile de agua.

6.1.2. Objetivos especificos:

1) Realizar el analisis quimico bromatolégico del chile de agua.

2) Determinar el contenido total de compuestos fenolicos en los extractos del chile de
agua fresco y seco.

3) Determinar y comparar la actividad antioxidante de extractos de chile de agua
aplicando dos métodos espectrofotométricos, tales como los métodos quimicos DPPH
(con el ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y ABTS (con el ensayo del acido 2
“azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico).

4) Determinar y comparar la actividad antioxidante de extractos del chile de agua
empleando el acido 2,2"azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS) como sustrato
y la actividad enzimatica de la lacasa obtenida de dos diferentes fuentes (DeniLite IIS y

Rhus vernicifera).

7 METODOLOGIA

7.1. Material vegetal.

Los especimenes de chile de agua (C. annuum) en fresco se colectaron en la
poblaciéon de San Jerénimo Tlacochahuaya, estado de Oaxaca en los meses de marzo a

junio de 2009. Los especimenes de chile de agua seco se colectaron en el mismo poblado
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en el mes de abril a junio de 2009. Se colectaron 50 piezas de chile de agua fresco y 15
piezas de chile de agua seco natural. Se secaron 18 chiles de agua, en un tinel de aire. El
tamafio promedio de los chiles de agua fue de 12cm. Cada pieza de chile tenia un peso de
alrededor de 25 g.

Los chiles en secado natural, fueron expuestos al sol directamente, tendidos en
petates. Los chiles en secado en tinel fueron cortados en varios trozos, para que tuvieran
una superficie de contacto mayor y se depositaron en las charolas. El equipo utilizado fue
un tunel de aire (Arfield limited, Ringwood Hampshire, England) con una temperatura
control de 7, Veonrol = 7, velocidad del aire = 1.47 m/s. La temperatura del bulbo hiimedo

fue de 28°C, la temperatura del bulbo seco fue de 51°C.

7.2 Analisis quimico bromatolégico.
El analisis quimico bromatologico tiene como propdsito principal un analisis

proximal que determinar en un alimento, el contenido de humedad, grasa, fibra, proteina y

cenizas (Figura 18). Materia fresca

v

v v

Agua Materia seca
L2
Ceniza Materia orgéanica
\ 4
Proteina cruda | I Fibra cruda I [ Extracto etéreo
\ 4
(ELN-100) (-1)

Figura 18. Esquema del analisis quimico bromatoldgico.

7.2.1 Preparacion de las muestras.

La muestra de chile de agua en fresco se cortd en pedazos y se dejo por 24 h en una
estufa de aire forzado 28°C (Rios-Rocha, HSCF 102). Las muestras en seco (chile de agua
en secado natural y tinel) se dejan 3 h para quitar la humedad en la estufa de aire forzado
28°C (Rios-Rocha, HSCF 102). Todas las muestras se muelen en un molino de martillos
(Thomas-Wiley, USA) con una malla de 1 mm. La muestra molida se recolect6 en bolsas.

El analisis proximal fue determinado segun las técnicas reportadas por la AOAC, 1990.
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7.2.2 Humedad.

Para cuantificar la humedad de las muestras se colocaron en charolas de aluminio a
peso constante. Se pesaron de 3 a 4 g de muestra (chile en fresco, secado natural y secado
en tinel) colocandose por separado en charolas de aluminio, dejandose en una estufa de
aire forzado (Rios-Rocha, HSCF 102) por 24 h a 60°C. Después de este tiempo se pesaron.

Las muestras se procesaron por triplicado.

7.2.3 Ceniza.

Al cuantificar la ceniza en las muestras se pusieron en crisoles a peso constante. En
cada crisol se pesd 0.5g de muestra por separado (chile en fresco, secado natural y secado
en tinel) y se dejaron en una mufla (Lindberg, México) por 3 h a 550°C. Después de este
tiempo se dejo enfriar la mufla y la muestra se colocé dentro de un desecador,

posteriormente se pesaron los crisoles. Las muestras se procesaron por triplicado.

7.2.4 Proteina cruda

La proteina se determin6 por el método de Kjeldahl, en un equipo Biichi 334. Se
pesaron 0.5 g de muestra por separado (chile en fresco, secado natural y secado en tinel) y
se le agrego a cada muestra 4 g de mezcla reactiva de selenio. Posteriormente se le agrego
20mL de acido sulfiirico concentrado, hasta que en el digestor la mezcla de las muestras
tuvieran tonalidades verdes. Después se determiné el contenido proteico con el equipo

Biichi 334, titulandose con acido boérico.

7.2.5 Extracto etéreo o graso

Se pesaron 2 g de cada muestra (chile en fresco, secado natural y secado en tinel)
las cuales se dejaron en un dedal y este a la vez dentro de un vaso recolector. Los dedales se
colocaron en el equipo (Velp scientifica), previamente puestos a peso constante con 60mL
de hexano, por 155 min a 120°C. Después de este tiempo se colocaron los vasos

recolectores en una estufa por 25 min. Las muestras se procesaron por triplicado.
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7.2.6 Fibra cruda

Las muestras (chile en fresco, secado natural y secado en tunel) desengrasadas se
pesaron y colocaron en vasos de 600mL agregandosele 200mL de una solucién de acido
sulfurico 0.25N, se calentaron hasta ebullicion por 30 min. Las muestras se filtraron y se les
agregd 200mL de una solucion de hidroxido de sodio 0.3N. De nuevo se filtran las
muestras y los filtros se dejaron en una estufa de aire forzado (Rios-Rocha, HSCF 102) por

12 h a 60°C. Las muestras se procesaron por triplicado.

7.3 Extraccion.

A todas las muestras (chile fresco, chile seco natural y chile secado en tinel) se les trata
por separado con 100% agua, 100% metanol y metanol-agua (1:1). De la muestra en fresco
se peso 5g y se le agregd 25mL de disolvente (100% agua, 100% metanol y metanol-agua
1:1, respectivamente). De cada una de los dos tipos de muestra en seco se pesan 0.25 g y se
le agregé 20mL de disolvente (100% agua, 100% metanol y metanol-agua 1:1,
respectivamente). Posteriormente, cada muestra se macerd y se agité por 10 min.
Finalmente, cada muestra se filtré con gasa y papel Wathman No. 4. Todas las muestras se

procesaron por triplicado.

7.4 Cuantificacion de fenoles totales.

La concentracion de fenoles totales en extractos fue medida por espectrofotometria,
basandose en una reaccion colorimétrica de oxido-reduccion. El agente oxidante utilizado

fue el reactivo de Folin-Ciocalteu (Hernandez-Ruiz J., 2001).

7.4.1 Preparacion de la curva de calibracion. Se utilizé una solucion estandar de

acido galico (0.1005g/100mL) de la cual se tomaron volimenes de 2.5mL, 5mL, 10mL,
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15mL y 20mL se afor6 cada uno de estos a 100mL con agua destilada, obteniéndose
distintas concentraciones.

7.4.2 Preparacion de las muestras. Se tomaron 2.5mL de cada extracto obtenido y
se aforaron a 10mL.

Tanto de las muestras como de las distintas concentraciones de la curva estandar se
tomo una alicuota de 0.5mL, se le agreg6é 4.5mL de agua destilada, 0.2mL del reactivo de
Folin-Ciocalteu, y 0.5mL de una solucién saturada de carbonato de sodio, se agit6é y
finalmente se le agreg6 4.3mL de agua, y se agité de nuevo. Se dejo en reposo por 1 h y se
tomé la lectura a una longitud de onda de 725nm, en un espectrofotometro (Spectronic

genesys 2). Todas las muestras se procesaron por triplicado.

7.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método de
DPPH.

Se tomaron 2.5mL del extracto obtenido en las muestras secas y 6mL obtenidos del
extracto de la muestra en fresco, estos volimenes de extractos se aforaron a 10mL, de cada
una de esta dilucion se tomd 0.5mL y se le afiadié 3.2mL de metanol al 99% y 100 pL de
una disolucion metandlica del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) 0.5mM, Ia
mezcla se incubo por 45 min en la oscuridad a una temperatura de 25°C. Transcurrido este
tiempo, se midio la absorbancia de los medios de reacciéon a 517nm, el valor obtenido se
comparé con un blanco compuesto por 3.7mL de metanol (99%) y 100 pL de la solucion
DPPH 5mM.

La cuantificacion de la actividad atrapadora del DPPH se llevd a cabo por
sustraccion de los valores de absorbancia a 517nm del blanco y de las muestras,
considerando el descenso de absorbancia debido a la reduccion del radical DPPH.

% de inhibicion= ((AbSpianco — ADSmuestra)/ AbSplanco)* 100

Calculo del valor ICsy. Preparacion de las soluciones stock: se tomaron 6mL del
extracto de la muestra en fresco y 2.5mL de los extractos de chile de agua en seco, todas las
muestras se aforaron a 10mL. A partir de cada solucion stock se hicieron 5 diluciones (de
tal forma que su absorbancia sea entre 0 a 1) y se aplico el método de DPPH a cada una de

las diluciones. Todas las muestras se procesaron por triplicado.
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7.6 Evaluacién de la capacidad antioxidante por el método de
ABTS.

El radical cation de ABTS™, se produce al reaccionar ABTS 7mM y persulfato de
potasio 2.45mM, la cual finalmente se aforé a 10mL con agua destilada. Esta solucion se
deja reposar por 16 h en la oscuridad.

Para realizar las determinaciones, primero se midid la absorbancia de la solucion del
radical ABTS. Esta absorbancia debe ser de 0.7+0.02nm a una longitud de onda de 734nm.

Se tomaron 2.5mL del extracto obtenido en cada una de las muestras secas y 3mL
obtenidos del extracto de la muestra en fresco, estos volumenes de extractos se aforaron a
10mL, de esta dilucion se tom6 30 pL y se le afiadié 2970 uL de la disoluciéon de ABTS™ a
una absorbancia 0.7+0.02nm. La mezcla se incub6é de por 6 min en la oscuridad a una
temperatura de 25°C. Transcurrido este tiempo, se midi6 la absorbancia de los medios de
reaccion (Aaox) @ 734nm y este valor se comparé con el valor obtenido para el radical
cation ABTS™ de 0.7+0.02nm (A 7am). Para obtener el por ciento de inhibicion del radical
cation ABTS se aplico la siguiente formula: %inhibicién= 100 — ((Arox/ Ao.7am)*100).

Para obtener el valor de 1Csy. Se tomaron 3mL de cada muestra de chile fresco o
seco y se aforaron a 10mL, de cada solucién stock se prepararon 5 diluciones (de tal forma
que su absorbancia sea entre 0.2 a 1). Finalmente se aplicé el método de decoloracion del

ABTS a cada una de las diluciones. Todas las muestras se procesaron por triplicado.

7.7 Evaluacion de la capacidad antioxidante por el sistema
ABTS/lacasa.

7.7.1 Sistema ABTS/lacasa DenilLite IIS.
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7.7.1.1 Preparacion de los extractos del chile de agua: para las muestras en seco
los extractos no se diluyeron, en el caso de la extraccion en fresco se tomaron 1.5mL los
cuales se aforaron a 10mL.
7.7.1.2 Solucion lacasa Denilite IIS: Se pesaron 100 mg de la enzima y se le
agregaron SmL de una solucion de acetatos 0.1M a pH 4. La mezcla se dej6 en agitacion
durante 5 h en un bafio de hielo.
7.7.1.3 Curva estandar. Los componentes de la mezcla de reaccion son: 0.1mL de
solucién de lacasa, 0.1mL de amortiguador de acetato de potasio 0.1M a pH 4, 0.8mL de
agua, 0.ImL de acido galico a cuatro diferentes concentraciones y 0.1mL de una solucién
ABTS 5mM. El blanco contiene todos los componentes a excepcion de la solucion de
ABTS 5mM.
7.7.1.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante: Para evaluar la capacidad
antioxidante de las muestras se utilizé la mezcla de reaccion que se describi6 en el parrafo
anterior para la preparacion de la curva estandar, excepto que no se le adicioné el 4cido
gélico, en lugar de éste compuesto fendlico se le agregé 0.1mL del extracto de cada una de
las muestras de chile fresco o seco.

Tanto para la determinacion de la curva estandar como para la evaluacion de la
capacidad antioxidante de las muestras, todas las lecturas se hicieron a una longitud de
onda de 728nm. Las lecturas de las absorbencias obtenidas se graficaron contra el tiempo,

para obtener la grafica del tiempo lag, que a su vez se grafica contra la concentracion.

7.7. 2 Sistema ABTS/lacasa Rhus vernicifera

7.7.2.1 Preparacion de los extractos del chile de agua: Las muestras de los

extractos de chile de agua en seco no se diluyeron, en el caso de los extractos del chile en

fresco se tomaron 1.5mL y se aforaron a 10mL.

7.7.2.2 Solucién de lacasa Rhus vernicifera: Se pesaron 10 mg de la enzima, los

cuales se disolvieron en 2mL de agua desionizada. Se dejaron en agitacién moderada
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durante 2h en un bafio de hielo. Después se almacenaron en tubos Eppendorf de ImL a -

20°C.

7.7.2.3 Curva estandar. Los componentes de la mezcla de reaccién son: 0.1mL de

solucion de lacasa, 0.1mL de amortiguador de acetatos 0.1M a pH 5, 0.7mL de agua, 0.1mL
de acido galico a cuatro diferentes concentraciones y 0.1mL de una soluciéon ABTS 5mM.
El blanco contiene todos los componentes a excepcion de la solucion de ABTS 5SmM. El

volumen final es de 1mL.

7.7.2.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante: Para evaluar la capacidad

antioxidante de las muestras se utilizé la mezcla de reaccion que se describio en el parrafo
anterior para la preparacion de la curva estandar, excepto que no se le adicioné el acido
galico, en lugar de éste compuesto fenolico se le agreg6 0.1mL del extracto de cada una de
las muestras de chile fresco o seco.

Tanto para la determinacion de la curva estandar como para la evaluacion de la
capacidad antioxidante de las muestras, todas las lecturas se hicieron a una longitud de
onda de 728nm.

Las lecturas de las absorbencias obtenidas se graficaron contra el tiempo para

obtener una grafica del tiempo lag, que a su vez se grafica contra la concentracion.

8 RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 Analisis proximal.

8.1.1 Determinacion de humedad.

Al determinar la humedad en las muestras de chile de agua se tienen los siguientes

resultados (tabla 5).

Tabla 5. Contenido de humedad del chile de agua en fresco, secado en tinel y

natural.
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*Método recomendado por la AOAC. a: Letras iguales sin diferencia significativa (p<0.05).

8.1.2 Determinacion de ceniza

La determinacion de ceniza de las muestras de chile de agua dan los siguientes

resultados (tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de ceniza del chile de agua en fresco, secado en tinel y natural.

a: Letras iguales sin diferencia significativa (p<0.05).

8.1.3 Determinacion de proteina.

Para la determinacion del contenido de proteina en las muestras de chile de agua se

realizo mediante el método de Kjeldahl los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Contenido proteico del chile de agua en fresco, secado en tlinel y natural.

a: Letras iguales sin diferencia significativa (p<0.05).

8.1.4 Determinacion de grasa.

La determinacion de grasa o extracto etéreo de las muestras de chile de agua

dan los siguientes resultados (tabla 8).
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Tabla 8. Contenido graso o extracto etéreo del chile de agua en fresco, secado en

tunel y natural.

a: Letras iguales sin diferencia significativa (p<0.05). Tukey

8.1.5 Determinacion de fibra cruda.

La determinacion de fibra cruda de las muestras de chile de agua dan los siguientes
resultados (tabla 9).

Tabla 9. Contenido de fibra cruda del chile de agua en fresco, secado en tinel y

natural.

a: Letras iguales sin diferencia significativa (p<0.05).

8.1.6 Comparacion del analisis bromatologico del chile de agua (C.
annuum L.) con otras especies del género Capsicum.

En la tabla 10 se muestra el contenido del anélisis bromatologico del chile de agua

en fresco, secado en tinel y natural.

Tabla 10. Analisis bromatoldgico del chile de agua fresco, secado natural y tunel,

en base seca (BS).

Humedad 6.17:!:0.049 6.17£0.057 4.36+0.331

Ceniza 7.1240.143 6.77+£0.059 7.09+0.303
Proteina 18.29+0.115 17.53+0.234 16.72+0.154
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Graso 1.13+£0.015 1.18+0.032 2.57£0.154
Fibra cruda 32.67£1.921 28.14+0.948 25.99+1.043
Carbohidratos 67.29 68.35 69.29

Como se puede observar en las tabla 4 las otras variedades de Capsicum contienen
menor porcentaje de agua desde 71.23 a 87 % de humedad. El chile de agua contiene un
93.87%, ya que para cultivar este chilar una de sus caracteristicas es que se requiere
abundante agua para su crecimiento. El porcentaje de ceniza al chile de Huistla como se
nota en la tabla 4, en esta misma tabla podemos ver que hay chiles que tienen un mayor
contenido de ceniza como son sambo y pimiento rojo; y el chile huerta tiene 5.20% de
ceniza menor que el chile de agua con un 6.68%.

El contenido proteico del chile da agua (C. annum) es mayor (15.99-17.12%) que
todos los reportados en las otras variedades de Capsicum reportados en la tabla 4 que van
de un 10.90 a 14%, excepto por el pimiento rojo que tiene 16% de proteina.

El contenido de fibra en el chile de agua (C. annum) es mayor (24.86-30.65%) que
todos los reportados en las otras variedades de Capsicum como se observa en la tabla 4 que
van de un 11.30% a 19, excepto por el pimiento rojo que tiene un 26% similar al chile de
agua en las muestras de secado natural.

El porcentaje graso en estas variedades de chile va desde 10.40 a 15.50 estos valores
son mucho mayor, que los porcentaje encontrados en el chiles de agua. Ademas podemos
observar que el chile de agua con el tratamiento de secado natural tiene una diferencia
significativa (p<0.05) con las muestra en fresco y secado en tinel, teniendo los siguientes

valores 2.57+0.154, 1.13+£0.015 y 1.18+0.032 respectivamente.

8.2 Cuantificacion de fenoles totales del chile de agua

El contenido de polifenoles totales determinado por el método de Folin-Ciocalteau
en las diferentes muestras de chile de agua se muestra en la grafica 2. Se comparan los tres
tipos de muestra (fresco, secado natural y secado en tunel), para cada tipo de muestra se
compara la eficiencia del disolvente (agua 100%, metanol 100% o mezcla metanol agua
1:1). Los resultados muestran que para la muestra en fresco el contenido de polifenoles fue
mayor en el extracto metanolico en contraste con las muestras en seco en donde el
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contenido de polifenoles fue mayor cuando el extracto se realizé con la mezcla metanol—

agua 1:1.
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Grafica 2. Contenido total de polifenoles (mg/100g) de chile de agua. Se muestra

el valor promedio de tres réplicas asi como su +DS. (En base seca).

El contenido de polifenoles totales en las muestras de chile de agua (fresco, secado
natural y secado en tunel) se compar6 con el contenido de polifenoles de otras variedades
de C. annuum, (Tabla 11). Los valores que se presentan con la muestra y otras variedades
en fresco son muy variados. En los resultados en las muestras secas son similares a las
reportadas en otras variedades. El contenido de polifenoles en las distintas variedades de C.
annuum en fresco varia desde un minimo de 118 mg AGE/100g para el pimiento amarillo
hasta 7360 mg AGE/100g para el chile serrano verde, el chile de agua en fresco tiene un
contenido de polifenoles totales similar al pimiento amarillo. Con respecto a la muestras en
seco, el contenido de polifenoles totales es comparable con lo reportado por Soriano Santos
et al. 2006 para Capsicum spp.

Tabla 11. Contenido de polifenoles totales del chile de agua fresco y seco en

comparacion con otras variedades de Capsicum.
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Chile de agua i : 205.51 £10.71%

Chile serrano verde 7360 (Conforti y cols., 2007 )
Chile serrano rqu - 4320 (Conforti y cols., 2007 )
Pimiento amarillo 118 ( Racchi y cols., 2002 )
Seco : : i
Chile de agua (al sol) i 523.7+£25.4° e
Chile de agua (tunel) : 723.46+70.47° e
Capsicum spp. 245 — 528 (Soriano-Santos y cols., 2006)
a: todas las muestras de chile de agua en fresco tiene una diferencia significativa.

(p<0.05).
Tabla 12. Contenido de polifenoles totales en base seca (BS) del chile de agua

(Capsicum annuum) fresco y seco en tinel y natural.

Fresco

Chile de agua 1,243.16 £10.71°
Seco

Chile de agua (al sol) 568.98+25.47°
Chile de agua (tanel) 786.37+70.47°

a: todas las muestras de chile de agua en fresco tiene una diferencia significativa, (p<0.05).

En la tabla 12 se muestran los polifenoles totales, tanto en fresco como en base seca
(BS) las muestras tienen diferencia significativa (p<0.05). Por lo que el contenido de
polifenoles totales o fenoles totales es diferente en cada muestra (chile de agua en fresco,

secado en tunel y secado natural).

8.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante DPPH.

8.3.1 Por ciento de inhibicion del radical DPPH.

El por ciento de inhibicion del radical DPPH en el chile de agua es similar en las
muestras en fresco (I) con un valor de 87.67+£0.59 y secado en tunel (III) 86.54+0.62,
respectivamente, (grafica 3). El chile secado al sol (II) presento un promedio de inhibicion

de 66.54+2 .44 el cual fue significativamente menor a las muestras descritas anteriormente.
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Grifica 3. Capacidad antioxidante evaluada por el método de reduccion del DPPH.

Al comparar el por ciento de inhibicién del DPPH del chile de agua en fresco
(87.67+0.59) con los valores reportados para el chile serrado en fresco que es de 89%

(Conforti et al. 2007), se tiene que presentan valores similares (tabla 13).

Tabla 13. Capacidad antioxidante determinada para el chile de agua con el método de

reduccion DPPH, en comparacion con chile serrano verde y rojo.

Fresco :

Chile de agua 87.67+0.59*

Chile serrano verde 89 (Conforti et al. 2007 )
Chile serrano rojo 75 (Conforti et al. 2007 )
Seco

Chile de agua (al sol) 66.54+2.44"

Chile de agua (tunel) 86.54+0.62"

a: Letras iguales sin diferencia significativa (p<0.05).

Como se observa en la tabla 13 el contenido de los porcentajes del chile de agua en
fresco y secado en tinel, 87.67+0.59 y 86.54+0.62 respectivamente, en los cuales no se

encontré ninguna diferencia significativa al realizar un analisis estadistico (p<0.005), por lo
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que se puede decir que tienen el mismo efecto en disminuir al radical DPPH. A diferencia
del chile de agua en secado natural (66.54+2.44) que si difiere con las otras dos muestras
(chile en fresco y secado en tunel), por lo que tiene un menor efecto en reducir el radical

DPPH.

8.3.2 ICso del la evaluacion del ensayo DPPH.

Al realizar una regresion lineal de los datos de la determinacion de la capacidad
antioxidante del DPPH de cada muestra se obtienen los valores de la capacidad
antioxidante con un 50% de inhibicion del radical DPPH (grafica 4).

% de inhibicion de DPPH

120
100 - = # en fresco
R*=0.997
*
% 80 y=0.582x+ 5.7055
. R?=00923% =0.4903x + 2.5669 M secado tinel

40
A Secado natural

20

S O = O e T = T e

150 200
Grafica 4. Por ciento de inhibicién de DPPH obtenido a diferentes concentraciones

de polifenoles (mg AGE/L).

Al interpolar en la grafica el 50% de inhibicion del radical DPPH, se obtiene para
cada muestra los valores siguientes (tabla 14):

Tabla 14. Valores de ICsy del ensayo DPPH expresados en mg/L, para cada

muestra.
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Al comparar el valor de ICs del chile de agua en fresco con el chile serrano verde y

rojo (tabla 15) se nota que el valor del ICsq del chile de agua en fresco es aproximadamente

5 veces menor que el reportado para el chile serrano (Conforti et al. 2007). Esto difiere de

los valores similares encontrados al comparar el por ciento de inhibicion del DPPH del

chile de agua en fresco (87.67+0.59) con los valores reportados para el chile serrado en

fresco que es de 89% (Conforti et al. 2007), esta diferencia en el valor de 1Csy del chile de

agua en fresco con el chile serrano verde y rojo hace que el chile de agua tenga una mayor

capacidad de inhibir la oxidacién que la que tiene el chile serrano. No se encontraron

valores reportados en el valor de ICs, para chile de agua en seco.

Tabla 15. Valor ICs, del extracto polifendlico del chile de agua en comparacion con

el chile serrano

Fresco

Chile de agua

76.1

Chile serrano verde

389 (Conforti et al. 2007 )

Chile serrano rojo

419 (Conforti et al. 2007 )

Seco
Chile de agua (al sol) 94.48
Chile de agua (tnel) 76.8

8.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante ABTS.

8.4.1 Por ciento de inhibicion del radical ABTS

El por ciento de inhibicion del radical ABTS es similar en las muestras en fresco y

secado en tunel, teniendo los siguientes valores 56.95+4.65 y 57.5+7.04 respectivamente.

El chile secado al sol presento un promedio de inhibicién menor de 45.35+2.22 (gréfica

16).
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Grifica 5. Capacidad antioxidante de las muestras de chile de agua evaluadas por
el método de reduccion del ABTS.

Los valores obtenidos del por ciento de inhibicién del radical ABTS para el chile de
agua se compararon con el valor reportado para el por ciento de inhibicion del radical
ABTS del pimiento rojo en fresco que es de 57% (Ki Hyeon Sim & Han Young Sil, 2008),
por lo que el resultado reportado para el pimiento rojo es similar a los encontrados en el
chile de agua en fresco y al secado en tinel pero mayor que para el determinado al chile de
agua secado al sol (tabla 16). Para esta Gltima muestra es factible que la exposicion directa
al sol y al ambiente sean las causas de un deterioro de sus componentes fendlicos y por lo

tanto en un descenso en su poder de inhibicién de la oxidacion.

Tabla 16. Valores de la Capacidad antioxidante evaluada con el método de

reduccion, ABTS para el chile de agua y pimiento rojo.

Fresco .

Chile de agua 56.95+4.65"

Pimiento rojo 57 (Ki Hyeon Sim & Han Young Sil, 2008)
Seco -

Chile de agua (al sol) 45.35+2.22"

Chile de agua (tinel) 57.5+7.04"

Chile ancho 52 (Monroy-Vazquez, A. et al, 2007)

a: Letras iguales sin diferencia significativa (p<0.05).
El efecto que las muestras tienen para inhibir el radical ABTS, no tiene ninguna

diferencia significativa, al realizar un analisis estadistico (p<0.005), por lo que se podria
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utilizar cualquiera de las muestras (chile en fresco, secado en tnel y natura) y se tendria el

mismo efecto.

8.4.2 ICs5o del 1a evaluacion del ensayo ABTS.

Al realizar una regresion lineal de los datos de la determinacién de la capacidad

antioxidante del ABTS de cada muestra se obtienen los valores de la capacidad

antioxidante con un 50% de inhibicion del radical ABTS (grafica 6).
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Griafica 6. Por ciento de inhibicion del radical ABTS obtenido a diferentes

concentraciones de polifenoles (mg AGE/L).

Al interpolar en la grafica el 50% de inhibicion del radical ABTS, se obtiene para

cada muestra los valores siguientes (tabla 17):

Tabla 17. Valores de ICsy del ensayo ABTS expresados en mg/L, para cada

muestra.
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8.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante del chile de agua por
el sistema ABTS/lacasa (DenilLite IIS)

Se realizé una curva estandar con 4cido galico (sigma, Alemania), (grafica 7).

Curva estandar: lacas DenilLite lIS

2 - -
y = 0.0081x - 0.6813
15 R*=09657 ~
a0
L]
8 1
E
(] |
S .
0'5 e s—
0 :
0 50 100 150 200 250 300 350

Grafica 7. Curva estandar con lacasa DeniLite IIS a diferentes concentraciones de

acido gélico contra el tiempo lag.

El sistema ABTS/lacasa se evalu6 en dos tipos de muestra de chile de agua: para las
muestras en peso seco los extractos se usaron sin diluir en cambio las muestras en peso
fresco el extracto utilizado se aforo a un volumen de 10mL (tabla 18). Los resultados estan
dados mg EAG por cada 100 g de muestra. Para las muestras en peso fresco (extractos
diluidos) los valores encontrados fueron: en la muestra en fresco 23.65, en secado natural y
secado tunel 91.38 y 106.89, respectivamente. Los resultados de las muestras (mg EAG por
cada 100 g) tratadas en peso seco (extractos sin diluir) dan los siguientes valores: En fresco

281.52, en secado natural y secado en tinel 99.32 y 116.89 respectivamente.

Tabla 18. Evaluacion de la capacidad antioxidante del chile de agua por el sistema
ABTS/lacasa (DeniLite IIS) en peso fresco (extracto diluido) y en peso seco (extracto sin

diluir).
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Fresco e :
Chile de agua = BE23.65 281:52

Seco
Chile de agua (al sol) 91.38 : 99.32
Chile de agua (tinel) 106.89 11689

8.6 Evaluacion de la capacidad antioxidante del chile de agua en

el sistema ABTS/lacasa (Rhus vercinifera).

Se realizo una curva estandar con acido galico, (grafica 8).

Curva estandar: lacasa Rhus
4 —

f(x) = 0.02x - 2.43
R?= 0.95

3.5

3 —_— - — - — /
Grafica 8. Curva estandar con lacasa Rhus vernicifera a diferentes concentraciones

de acido galico contra el tiempo lag.

El sistema ABTS/lacasa se evalué en dos tipos de muestra de chile de agua: para las
muestras en peso seco los extractos se usaron sin diluir en cambio las muestras en peso
fresco el extracto utilizado se aforo a un volumen de 10mL (tabla 19). Los resultados estan
dados mg EAG por cada 100g de muestra. Para las muestras en peso fresco (extractos
diluidos) los valores encontrados fueron: en la muestra en fresco 71.95, en secado natural y
secado tinel 45.76 y 258.647, respectivamente. Los resultados de las muestras (mg EAG
por cada 100g) tratadas en peso seco (extractos sin diluir) dan los siguientes valores: En

fresco 855.99, en secado natural y secado en tinel 49.74 y 281.7 respectivamente.
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Tabla 19. Evaluacion de la capacidad antioxidante del chile de agua por el sistema

ABTS/lacasa (Rhus vercinifera) en peso fresco (extracto diluido) y en peso seco (extracto

sin diluir).

Chilc deagua 855.99
Chile de agua (al sol) - 4974
Chile de agua (vanel) 2817

De los métodos para evaluar la capacidad antioxidante utilizados existe mas
informacion reportada de los métodos quimicos DPPH y ABTS, ya que el método
enzimatico ABTS/lacasa es un ensayo relativamente nuevo para evaluar la capacidad
antioxidante. Este Gltimo método sigue una tendencia niimerica igual que los métodos mas
establecidos, esto se puede ver en las tablas 13,16, 18 y 19. En donde la capacidad

antioxidante es mayor en el chile de agua en fresco, en secado en tinel y finalmente en

secado natural.
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9 CONCLUSIONES

-Los datos del analisis proximal de el chile de agua (C. annuum L.) son similares a
los datos reportados para otras variedades de C. annuum. Un caso particular es el contenido
de humedad que reporta un valor superior (93.83+0.049) a lo reportado en otras variedades.
Los datos con una mayor diferencia entre las muestras es el contenido graso que casi se
duplica en la muestra en secado natural; esto probablemente se debe que el método de
extraccion también extrae ciertos pigmentos como los carotenoides que estan presentes en

la muestra en secado natural.

-La mayor eficiencia obtenida por el método Folin-Ciocalteau fue con la extraccion
al 100% metanol en el chile de agua (C. annuum L.) en fresco. En las muestras en seco
(secado natural y tunel) el mejor rendimiento por el método Folin-Ciocalteau se obtuvo al

utilizar la mezcla metanol-agua 50:50.

-La capacidad antioxidante evaluada como porciento de inhibicion del radical
DPPH fue similar al que se encuentra en otras variedades de chile en fresco (87.6+0.59).
Sin embargo al someter al chile de agua a dos tratamientos diferentes de secado. El secado
al sol presenté la menor capacidad de inhibicion del radical de DPPH (66.54+2.44),
posiblemente el estrés abiotico a la que fue sometido el chile de agua durante el tratamiento
de secado. En el valor de ICs, en la evaluacion del ensayo DPPH del extracto del chile de
agua en fresco es cinco veces inferior al reportado para otras variedades de chile, tal como
el chile serrano. Lo cual indica que tiene una mayor capacidad antioxidante que la variedad

con la que se comparo.

-La capacidad antioxidante evaluada como porciento (%) de inhibicion del radical
ABTS fue similar al que se encuentra en otras variedades de chile en fresco (56.95+4.65).
Sin embargo al someter al chile de agua a los dos tratamientos diferentes de secado, se
encontrd que la muestra que se seco al sol presentd menor capacidad de inhibicion del

radical de ABTS (45.35+2.22) que la muestra secada en tunel (57.5+7.04). Hasta el
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momento no se han encontrado reportes del valor de ICs, del ensayo ABTS en la literatura
cientifica para el género Capsicum por lo que no se puede comparar los resultados
obtenidos con el chile de agua con otras variedades de Capsicum. Lo que si se puede decir
es que el porcentaje de todas las muestras en el chile de agua no tienen diferencia

significativa (p<0.05).

-En los ensayos del sistema ABTS/lacasa en ambas enzimas (DeniLite IIS y R.
vercinifera) se tiene que el valor de la capacidad antioxidante del chile de agua en fresco es
mayor, seguido del secado en tinel y finalmente del secado en natural. Al comparar los
sistemas ABTS/lacasa DeniLite 1IS y ABTS/lacasa con R. vercinifera se encontré que es
mas eficiente el sistema ABTS/lacasa con R. vercinifera, esto seguramente se debe a la

diferencia de origen de las enzimas utilizadas.

-En general, de la evaluacién de la capacidad antioxidante, se puede concluir que las
pruebas realizadas en este trabajo muestran que el chile de agua en fresco presenta una
mayor capacidad antioxidante, seguida de la muestra secada en tinel y por tltimo con la

menor capacidad antioxidante la muestra secada al natural.
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