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RESUMEN

El chile habanero (Capsicum chinense) es la principal especie horticola explotada
comercialmente en la Peninsula de Yucatan, México. Cuenta con denominacion de
origen desde el 2010, basado en sus caracteristicas de sabor, aroma, pungencia,
color y vida de anaquel que se encuentran fuertemente ligados con las
particularidades del suelo en donde es cultivada la planta. La interaccion planta-
suelo afecta el desarrollo del fruto y por consiguiente el contenido de algunos
metabolitos secundarios. En el presente trabajo se evaluo el efecto del estado de
madurez de chiles habaneros crecidos en tres diferentes suelos caracteristicos de la
Peninsula de Yucatan México, sobre el contenido de los principales metabolitos
presentes en €stos como: capsaicina, dihidrocapsaicina, acido ascorbico, actividad
antioxidante y polifenoles totales. Se emple6d un disefio factorial 3 x 2 para los
factores tierra (roja, café y negra) y grado de madurez: inmaduro (chile de color
verde) y maduro (chile de color naranja). El grado de madurez, fue el factor que
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tuvo efecto sobre todos los metabolitos analizados, mientras que, de tipo de suelo,
tuvo efecto en todos excepto en la actividad antioxidante. Existié interaccion de
los dos factores (grado de madurez y tipo de tierra) para el contenido de
capsaicina, dihidrocapsaicina y capsaicinoides totales y Vitamina C. El chile
maduro (color naranja) cosechado de plantas crecidas en suelo rojo (K’ankab) fue
el que tuvo los mas altos contenidos de acido ascorbico (113.8 +£0.10 mg/100g),
capsaicinoides totales (702.6 £0.00 mg/100g), capsaicina (319.36+0.00 mg/100g),
dihidrocapsaicina (383.23 +0.00 mg/100 g), polifenoles totales (90.25 £0.06 mg
GAE/100 g) y actividad antioxidante (95.4340.10 %)

Palabras clave: Chile habanero, Capsicum chinenese, Capsaicinoides, Polifenoles
totales, actividad antioxidante, grado de madurez, tipo de suelo.

ABSTRACT

Habanero pepper (Capsicum chinense) 1s the main horticultural specie
commercially exploited in the Yucatan Peninsula, Mexico. It has denomination of
origin since 2010, based on its characteristics of flavor, aroma, pungency, color
and shelf life that are strongly related to the particularities of the soil where the
plant is grown. Plant-soil interaction affects the development of the fruit and
consequently the content of some secondary metabolites. In the present work the
effect of the maturation state of habanero pepper grown in three different soils,
representative of the Yucatan Peninsula of Mexico, was evaluated on the content
of the main metabolites: capsaicin, dihydrocapsaicin, ascorbic acid, antioxidant
activity and total polyphenols. A 3 x 2 factorial design was used for the soil factors
(red, brown and black) and degree of ripening: unripe (green pepper) and ripe
(orange pepper). The degree of ripening was the factor that had effect on all the
metabolites analyzed, while the type of soil had an effect on all but the antioxidant
activity. There was interaction of the two factors (degree of ripening and type of
soil) for the content of capsaicin, dihydrocapsaicin and total capsaicinoids. The
ripe pepper (orange color) harvested from plants grown in red soil (K'ankab) was
the one that had the highest contents of ascorbic acid (113.8 = 0.10 mg / 100 g),
capsaicin (319.36 £ 0.00 mg / 100 g), dihydrocapsaicin (389 £+ 0.00 mg / 100 g),
total polyphenols (90.25 £ 0.06 mg GAE / 100 g) and antioxidant activity (95.43 +
0.10%)

INTRODUCCION



El chile habanero (Capsicum chinense jacq) producido en la Peninsula de Yucatan
en México, es reconocido internacionalmente por tener una calidad superior a los
cultivados en otras partes del mundo, esto debido a su mayor vida de anaquel y a

su alta pugnencia.1 Estas caracteristicas, lo han posicionado como la principal
especie horticola explotada actualmente en la Peninsula de Yucatan,

convirtiéndola en un referente socio-econémico de la regi()n.2

El alto contenido de capsaicinoides que posee el chile habanero, es uno de los
principales motivos de su gran interés comercial, aunque en los Ultimos afios se
han identificado que este fruto posee otros metabolitos secundarios de gran interés
para la industria alimentaria y farmacéutica, como diferentes tipos de polifenoles,

carotenoides, acido ascorbico (vitamina C), y tocoferoles.> Estos compuestos
fitoquimicos, se caracterizan por sus diversas funciones farmacologicas,
mostrando  principalmente  efecto antioxidante, y potencial actividad

anticancerigena.4

El contenido bioquimico del fruto, se va a ver influenciado por varios factores
como son las condiciones climaticas en las que se lleva a cabo el cultivo y el tipo
de genotipo de la planta. El grado de madurez, es otro factor importante que
influye en la calidad de la composicion fitoquimica del fruto, esto debido a que
durante el proceso de maduracion este sufre varias modificaciones bioquimicas,

fisiologicas y estructurales.’ Este chile cuenta con la denominacion de origen

“Chile habanero de la Peninsula de Yucatan” desde el afio 20106, basado en sus
caracteristicas de sabor, aroma, pungencia, color y vida de anaquel que se
encuentran fuertemente ligados con las particularidades del suelo en donde es
cultivada la planta. La interaccion planta-suelo afecta el desarrollo del fruto y por
consiguiente el contenido de algunos metabolitos secundarios.

Los principales suelos en los que se lleva a cabo el cultivo son el K’ankab (Suelo
rojo), el Boxlu’um (suelo negro) y Ch’ich lu’'um (suelo café rojizo), dicha
clasificacion proviene de la lengua maya, y es ampliamente utilizada en la region
para referirse a los diferentes tipos de suelos que estan presentes en la Peninsula.
El K’ankab se caracteriza por ser un suelo rocoso con contenido de materia
organica menor en comparacion con otros suelos de la zona, y con la capacidad de
retener menor humedad que el Boxlu’um, el cual se caracteriza por encontrarse en
las partes altas del micro relieve, lo cual hace que esta clase de tierra presente una
mayor retencion de humedad, ademds de altos contenidos de materia orgéanica y
fosforo asimilable. El Ch'ich 'lu'um se caracteriza por ser un suelo con grava,



puede ser de varios colores, café rojizo a negro, ademas de poseer la capacidad de

retener mayor cantidad de humedad.”

Debido a lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto del estado de madurez de chiles crecidos en tres diferentes suelos sobre el
contenido de metabolitos como capsaicinoides totales (suma de capsaicina y
dihidrocapsaicina), acido ascorbico, actividad antioxidante y polifenoles totales, a
fin de determinar cudl es el suelo mas adecuado para el cultivo de esta planta y el
estado de madurez del fruto recomendado en dependencia de la concentracién de
los metabolitos analizados.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se emplearon chiles habaneros (Capsicum Chinense jacq) maduros e inmaduros
(naranjas y verdes) cosechados al mismo tiempo a los 132 dias posteriores al
trasplante (DPT) de plantulas (45 dias de crecidas con 15 cm de alto y cuatro hojas
verdaderas) sembradas en tres tipos de suelo, el K’ankab (suelo rojo), el
Boxlu’um (suelo negro) y Ch’ich lu’um (suelo café rojizo) en invernadero con
condiciones controladas de riego y fertilizacion. La temperatura ambiente estuvo
en un rango de 24 a 47 °C con una humedad relativa del 91 %.

Secado de chile habanero

Una vez realizada la cosecha, se llevo a cabo el proceso de secado por la técnica de
liofilizacion. Esta se realiz6 a una temperatura de — 50 °C y una presion de 0.200
mBar por 72 h Posterior al secado de los chiles, se realizd la molienda de ellos
para obtener los polvos de cada tipo de muestra, los cuales fueron almacenados en
bolsas a temperatura ambiente.

Extraccion de polifenoles

Se pesaron 0.5 g de cada muestra de chile y se colocaron en tubos conicos de 15
mL, posteriormente se agregaron 2.5 mL de una mezcla metanol: agua (80:20) y se
sonicaron a 42 KHz durante 30 minutos, después el extracto fue centrifugado a
4700 rpm y 4 °C durante 30 minutos, para finalmente filtrar el sobrenadante con



un filtro de membrana de nylon con un tamafio de poro de 0.45 um. Estos
extractos fueron empleados tanto para la determinacion de polifenoles totales
como para la determinacion de la actividad antioxidante.

Extraccion de capsaicinoides y acido ascorbico (Vitamina C)

Se pesaron 50 mg de cada muestra de chile y se colocaron en tubos conicos de 15
mL, posteriormente se agregaron 4 mL de una mezcla Agua:Acetonitrilo (80:20) y
se agitd con ayuda de un vortex, para su homogenizacion. Se sonicaron los tubos
por 20 minutos a 42 KHz, para finalmente filtrar la muestra con un filtro de
membrana de nylon con un tamafio de poro de 0.45 um. Estos extractos fueron
empleados tanto para la determinacion de capsaicinoides como para la
determinacion de la vitamina C como 4cido ascorbico.

Determinacion de actividad antioxidante

El método que se uso para calcular el porcentaje de actividad antioxidante es el de
inhibicion del radical de DPPH (Brand et al. 1995).8

Determinacion de polifenoles totales

El método que se usd para cuantificar los polifenoles totales fue el de Folin

Ciocalteu.’

Las cuantificaciones de algunos de los metabolitos se realizaron por cromatografia
de ultrapresion (UPLC) usando estandares de capsaicina, dihidrocapsaicina y acido
ascorbico mientras que para la actividad antioxidante y polifenoles totales fue por
espectrofotometria.

Determinacion de metabolitos por UPLC
Se utilizé6 un equipo UPLC Acquity H Class (Waters, USA) con un detector de

arreglo de diodos. Y una columna Acquity UPLC HSS C18 (100 A, 1.8 um, 2.1 x
50 mm) (Waters, USA).

Capsaicina y Dihidrocapsaicina.



Las condiciones cromatograficas para el andlisis de la Capsaicina e
Dihidrocapsaicina, consistieron en una fase movil isocratica conformada por
Acetonitrilo (fase mévil A) y Agua con acido formico al 0.1% (fase movil B) en
una proporcion de 60:40, la velocidad de flujo fue de 0.2 mL/min, la temperatura
de la columna de 27 °C, el volumen de inyeccion 2 puL y la longitud de onda fue de
280 nm. Los capsaicinoides totales fueron reportados como la suma de la
capsaicina y la dihidrocapsaicina.

Acido ascorbico.

Las condiciones cromatograficas para el analisis consistieron en una fase movil
isocratica conformada por agua con dcido férmico al 0.1%, con una velocidad de
flujo de 0.25 mL/min, la temperatura de la columna fue de 27 °C, el volumen de
inyeccion 2 uL y la longitud de onda fue de 244 nm.

Diseno factorial 3 x 2.

Se realizo un diseno factorial 3 x 2 con la finalidad de evaluar el efecto de los
factores sobre la concentracion de metabolitos como capsaicinoides totales,
vitamina C, polifenoles totales y actividad antioxidante, siendo el factor A el tipo
de suelo y el factor B el grado de madurez, los niveles de A eran: rojo (-1), café (0)
y negro (+1), mientras que los niveles del factor B eran: Verde (-1) y Naranja (+1).

Analisis de datos

El analisis de datos se realizdo con el paquete estadistico Statgrafics Centurion
XVILII-X64.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos correspondientes a los
principales metabolitos presentes en las muestras de chile habanero, asi como el
porcentaje de actividad antioxidante. En esta, podemos observar que los chiles
maduros (naranjas) fueron los que presentaron en promedio mayor concentracion
de capsaicinoides, vitamina C, polifenoles y mayor actividad antioxidante en
comparacion de los chiles inmaduros (verdes). Estos resultados indican que a



mayor concentracion de polifenoles y Vitamina C, se tiene una mayor actividad

antioxidante, lo que coincide con lo reportado por Alvarez et al>. 2011.

Tipo de Madurez Actividad Vitamina C Capsaicinoides  Polifenoles totales

suelo antioxidante  (mg/100g) totales (mg/100g)
(%) (mg/100g)
Rojo | Verde | 912403 | 81.7+£22 | 537.6£2236 | 649207
Café Verde 88.8+3.2 71.0£3.0 287400 | 498+1.3
Negro Verde 90.2+2.9 87.0+0.9 | 2475+£00 | 53317
Rojo Naranja 95.4+£0.1 113.8+0.1 702.6 0.0 | 090.3+0.1
Cafe Naranja 93232 107.0+1.4 494000 | 69.2+3.6
Negro | Naranja | 91.1+0.1 | 842+36 | 444057 | 322D

Tabla 1. Resultados obtenidos de la cuantificacion de diferentes metabolitos y
de la evaluacion de la actividad antioxidante en el chile habanero cultivado en
diferentes tipos de suelo con diferente grado de madurez.

El ANOVA multifactorial indicé con un 95 % confiabilidad, que, de los 2 factores
evaluados, solamente el grado de madurez mostrd efecto significativo sobre el
porcentaje de actividad antioxidante. En la grafica de medias correspondiente
(Figura 1), se muestra que el maximo valor (95.43+0.10 %) se obtuvo en el chile
maduro (naranja).
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Figura 1. Grafica de medias para la actividad antioxidante en relacion al
grado de madurez

En la Figura 2 se representa el diagrama de Pareto obtenido del analisis del disefio
experimental, en el que se observa que ambos factores (tipo de suelo y el grado de
madurez) tienen efecto significativo sobre la concentracion de capsaicinoides
totales (suma de capsaicina e dihidrocapsaicina), siendo el tipo de suelo el que
presenta mayor efecto sobre la respuesta. El valor mas alto tanto de capsaicina
(319.36+£0.00 mg/100 g), como de dihidrocapsaicina 389+0.00 mg/100 g, se
obtuvo con el chile maduro (naranja) cosechado de plantas crecidas en el suelo

rojo. Estos resultados coinciden con el trabajo realizado por Menichini et al.10 en
el que se reportan concentraciones mayores de capsaicina (436.3 mg/100g de chile
seco) y de dihidrocapsaicina (249.8 mg/100g) en el chile habanero maduro en
comparacion con el inmaduro (107.1 mg/100g de capsaicina y 35.7 mg/100g de
dihidrocapsaicina). Asimismo, ellos obtuvieron una mayor actividad antioxidante
en el chile maduro (naranja).

El aumento en la concentracion de los capsaicinoides en el fruto maduro (naranja)
se puede deber al aumento de la concentracion de los acidos fendlicos durante el

proceso de maduracion de acuerdo con Howard et alll, siendo éstos precursores de

la vanillilamina, la cual al unirse al acido 8-metil-6- nonenoico, forman la
capsaicina siendo éste el capsaicinoide mayoritario en Capsicum chinense.
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Figura 2. Diagrama de Pareto obtenido del disefio 3 x 2 para evaluar el efecto
de los factores sobre la concentracion de capsaicinoides totales.



Mediante un ANOVA multifactorial se evalu6 el efecto de los factores (tipo de
suelo y el grado de madurez), sobre la concentracion de Vitamina C, este nos
indic6 con un 95 % de confiabilidad que los dos factores evaluados y su
interaccion tuvieron efecto significativo sobre el contenido de Vitamina C. En la
Figura 3 podemos observar el grafico de interacciones obtenido, en el que se puede
corroborar que el chile maduro (naranja) cultivado en suelo rojo present6 el valor
mas alto de Vitamina C (113.8 +£0.10 mg/100 g), mostrando diferencias
significativas en comparacion con las otras combinaciones de los factores. En la
literatura se encuentra reportado que conforme incrementa la madurez del chile
habanero, se da un aumento en la concentracion de Vitamina C presente en este,

tal como lo indica Siddiqui et al.12, el cual cuantifico una concentracion de 151.0

mg/100g de este metabolito en chile maduro (naranja). Mendoza et al.!3, menciona
que la mayor concentraciéon de Vitamina C en el chile maduro (naranja) estd
relacionado con el aumento de azucares presentes en el fruto cuando este alcanza
su estado maduro (naranja), ya que a partir de estos azucares se lleva a cabo la
biosintesis de vitamina.
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Figura 3. Grafico de interacciones entre los factores tipo de suelo y grado de
madurez con respecto a la concentracion de Vitamina C (mg/100g de chile
seco).

En relacion al contenido de polifenoles totales, en la figura 4 se representa el
diagrama de Pareto obtenido del andlisis del disefio factorial, en el que se observa



que el grado de madurez es el factor que tiene mayor efecto sobre la concentracion
de polifenoles totales, seguido del tipo suelo en el que la planta es crecida. La
maxima cantidad de polifenoles totales fue de 90.25 £0.06 mg GAE/100 g en el
chile maduro (naranja) cosechado de plantas crecidas en el suelo rojo. Siddiqui et

al.,12 reporta que la concentracion de polifenoles totales en el chile habanero
incrementa conforme aumenta la madurez de este, registrando para los chiles
maduros concentraciones de polifenoles totales de 330.79 mg GAE/100g de chile

seco. Segun lo reportado por Howard et alll, conforme se desarrolla el proceso de
maduracion, los flavonoides presentes en el chile se convierten en diferentes tipos
de acidos fenolicos, incrementando la concentracion de estos, y contribuyendo a
un aumento en la concentracion de polifenoles totales.
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Figura 4. Diagrama de Pareto obtenido del disefio 3 x 2 para evaluar el efecto
de los factores sobre la concentracion de polifenoles totales.

El hecho que los factores tipo de suelo y grado de madurez tuvieran efecto
significativo sobre la concentracion de metabolitos secundarios se debe a que la
biosintesis de ¢€stos suele estar restringida a estados especificos del desarrollo
(como grado de madurez) y a periodos de estrés (generados por el tipo de suelo).
El suelo rojo (K’ankab) se caracteriza por su bajo contenido de materia organica
en comparacion con otros suelos de la zona, y con la capacidad de retener menor
humedad, estas caracteristicas generan un mayor estrés en la planta, lo que pudiera
originar una mayor produccion de los metabolitos estudiados en el presente

trabajo.’



CONCLUSIONES

El grado de madurez, fue el factor que tuvo efecto sobre todos los metabolitos
analizados, mientras que, de tipo de suelo, tuvo efecto en todos excepto en la
actividad antioxidante. Existié interaccion de los dos factores (grado de madurez y
tipo de tierra) para el contenido de capsaicina, dihidrocapsaicina, capsaicinoides
totales y Vitamina C. El chile maduro (color naranja) cosechado de plantas
crecidas en suelo rojo (K’ankab) fue el que tuvo los mas altos contenidos de acido
ascorbico (113.8 =+0.10 mg/100 g), capsaicina (319.36+0.00 mg/100 g),
dihidrocapsaicina (389+0.00 mg/100 g), polifenoles totales (90.25 +0.06 mg
GAE/100 g) y actividad antioxidante (95.4340.10 %).
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