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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de aplicaciones foliares de
peroxido de hidrogeno (H202) en la actividad antimicrobiana de extractos metanolicos
de chile habanero (Capsicum chinense), contra distintos tipos de bacterias de
importancia meédica. El tratamiento consisti0 en asperjar quincenalmente hasta el
punto de rocio, una solucion de peréxido de hidrégeno a una concentracion de 18
miliMolar (mM), las plantas de chile habanero, desde su transplante hasta el dia de la
cosecha de los frutos, los cuales fueron usados para la elaboracion de los extractos
metandlicos. Posteriormente se cuantifico la concentracion de compuestos bioactivos
(fenoles totales, flavonoides y capsaicinoides) asi como la actividad antimicrobiana
por el método de difusion en discos contra las bacterias patdbgenas Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 51813), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Salmonella Thompson (ATCC 14028), Listeria monocytogenes Scot A.,
Streptococcus faecalis y Candida albicans. Los resultados obtenidos muestran un
aumento en el contenido de flavonoides, fenoles totales y capsaicinoides en los chiles
habaneros bajo tratamiento, comparandolos con el control. De la misma forma, la
actividad antimicrobiana in vitro de los extractos bajo tratamiento de perdxido de
hidrogeno, contra las bacterias gram-positivas y gram-negativas, muestran claramente
una actividad antimicrobiana mejorada para todas las bacterias, comparado con el
extracto del control. En conclusion el presente estudio confirma que el tratamiento
foliar de peroxido de hidrégeno aumenta la sintesis de metabolitos secundarios y con

ello la actividad antimicrobiana de los frutos de chile habanero.

Palabras clave: peroxido de hidrégeno, actividad antimicrobiana, Capsicum
chinense, compuestos bioactivos.



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of foliar applications of
hydrogen peroxide (H202) in the antimicrobial activity of habanero pepper (Capsicum
chinense) metanolic extracts, against various types of bacteria of medical importance.
The treatment consisted of spraying every two weeks until the dew point, a solution of
hydrogen peroxide at a concentration of 18 millimolar (mM), on habanero chili plant,
from transplanting until the day of the harvest of the fruits, which were used for
preparation of methanol extracts. Later the concentration of bioactive compounds
(total phenols, flavonoids and capsaicinoids) was quantified as well as the
antimicrobial activity by disc diffusion method against pathogenic bacteria
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 51813), Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Salmonella Thompson (ATCC 14028), Scot A. Listeria
monocytogenes, Streptococcus faecalis and Candida albicans. The results show an
increase in the content of flavonoids, phenols and capsaicinoids in habanero peppers
under treatment, compared to control. In the same manner, in vitro antimicrobial
activity of the extracts under hydrogen peroxide treatment, against bacteria gram-
positive and gram-negative, clearly show improved antimicrobial activity for all
bacteria, compared to the control extract antimicrobial activity. In conclusion, the
present study confirms that the foliar treatment of hydrogen peroxide increases the
synthesis of secondary metabolites and thus the antimicrobial activity of the fruits
habanero.

Keywords: hydrogen peroxide, antimicrobial activity, Capsicum chinense,

bioactive compounds.
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1. INTRODUCCION.

Las enfermedades infecciosas son el principal problema de salud publica con
gran impacto fisico, econémico, psicologico y social para los pacientes (Espinosa y
col., 2009), asi como para las instituciones dedicadas a su atenciéon por sus altas
tasas de morbilidad y mortalidad, ademas del incremento en los dias de

hospitalizacion y el coste de los insumos en general (Hayek y col., 2013; WHO, 2014).

De acuerdo con las ultimas publicaciones las enfermedades infecciosas
fueron responsables de la muerte de mas de 8,7 millones de personas alrededor del
mundo en 2008 (Radulovi¢ y col., 2013), de estas en el continente americano suceden
alrededor de un millon de muertes cada afio (Roses, 2011) y especificamente en
México alrededor de 38 000 personas pierden la vida anualmente por la misma causa
(PAHO, 2012). Igualmente en Europa se estima que 25 000 personas mueren cada
afo por la resistencia bacteriana a los tratamientos con antibidticos y en Norteameérica
se estima que al menos hay 2 millones de enfermos y 23 000 personas mueren por la
misma causa (Laxminarayan y col., 2013). Por citar un ejemplo, cepas de tuberculosis
gue han desarrollado resistencia a los principales antimicrobianos, cada afio aparecen
en mas de 400 000 personas alrededor del mundo con un 35% de defunciones
(Radulovi¢ y col., 2013), en América latina, por su parte, la tuberculosis afecta 200
000 personas y 25% de estas pierde la vida (WHO, 2007).

Actualmente los microorganismos causantes de las principales enfermedades
infecciosas a nivel mundial, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus
aureus; ahora muestran resistencia al uso comun de antibiéticos especificos que hoy
en dia excede el 50% (WHO, 2014).

El problema de la resistencia microbiana se debe al uso inapropiado de los
antibioticos (Espinosa y col., 2009), ya sea porque el paciente los consume
frecuentemente (Hayek y col., 2013; Sirohi y col., 2013) o porque su diagndstico y
prescripcion fueron equivocados (Ogbodo y col., 2011; Laxminarayan y col., 2013); y
por la practica de la automedicacion, principalmente (Cheaito y col., 2013). En
Nuestro pais, por ejemplo, hasta el pasado 2010, era posible comprar medicamentos
sin receta médica; y diversos estudios revelaron que alrededor del 40% de las

personas practicaban activamente la automedicacion y ademas que de las personas



recetadas por un médico, se calculd que la mitad de pacientes no recibian el

tratamiento adecuado (Espinosa y col., 2009; Sosa y col., 2010).

Esta resistencia a los antibitticos se desarrolla por microorganismos que han
perfeccionado la capacidad de sobrevivir ante la accion de un medicamento, y puede
ser adquirida por la transferencia horizontal de genes o mutaciones (Ogbodo y col.,
2011; Laxminarayan y col., 2013). Muchos de estos genes de resistencia pueden
residir en plasmidos, permanecer dentro de las bacterias y finalmente ser expresada
por su descendencia generando colonias resistentes (Ogbodo y col., 2011).

Hoy en dia las enfermedades infecciosas, causadas por patdgenos
resistentes, hacen necesario usar medicamentos de nueva generacion, los cuales son
MAas caros, tienen severos efectos secundarios y necesitan de un monitoreo durante
el tratamiento lo que igualmente incrementa los costos (WHO, 2014). Esta situacion
no es problema en paises de altos ingresos, mientras que en el caso de paises de
bajos ingresos seria complicado tan solo tener acceso a antibidticos de segunda
generacion (Laxminarayan y col., 2013). Por lo anterior la incidencia de infecciones
adquiridas en cuidados intensivos es tres veces mayor en los pacientes, y nueve
veces mayor para recién nacidos, en paises en desarrollo que en paises
desarrollados (Laxminarayan y col.,, 2013); donde 2/3 de la mortalidad en nifios
menores de 5 afios esta relacionada a las enfermedades infecciosas (Radulovi¢ y col.,
2013). ElI aumento de estas bacterias resistentes a antibiéticos causan sepsis en
recién nacidos, meningitis, neumonia, diarrea, tifoidea, etc. (Namita y Mukesh, 2012;
Laxminarayan y col.,, 2013). Una consecuencia adicional de la resistencia
antimicrobiana es la imposibilidad de realizar cirugias mayores, transplantes,
guimioterapias, etc. ya que se ha estimado que sin antibiéticos adecuados del 30-40%
de los pacientes podran sufrir infecciones postoperatorias con resultados fatales del

30% (Laxminarayan y col., 2013).

El normal proceso evolutivo de los microorganismos sugiere que las bacterias
tienden a generar resistencia a los farmacos con el paso del tiempo, el problema es el
aceleramiento por los factores generadores de resistencia antes expuestos (WHO,
2014). Expertos advierten que una época post-antibiéticos, en la que infecciones
comunes y lesiones menores pueden matar, es una posibilidad muy real para este
siglo (Laxminarayan y col., 2013; WHO, 2014).



Una de las alternativas mas prometedoras hoy en dia contra la resistencia
microbiana son los fitoquimicos, muchos de estos se han investigado cientificamente
(Radulovi¢ y col., 2013) y han demostrado inhibir el crecimiento de patégenos. Estos
compuestos tienen estructuras y modos de accion diferentes a los antibidticos
convencionales por o que se asume no generaran resistencia; aunque es necesario
un estudio previo para prescribir algin tratamiento (Ogbodo y col., 2011; Namita y
Mukesh, 2012; Jinukuty y Giri, 2013; Sirohi y col., 2013).



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Los metabolitos secundarios en las plantas

Las plantas ademas de producir sustancias esenciales para su sobrevivencia,
crecimiento y reproduccion, sintetizan otros compuestos llamados “fitoquimicos”,
“bioactivos” y “metabolitos secundarios” (Veberi¢, 2010; Ruiz-Lau y col., 2011), los
cuales son usados por la planta para protegerla de los perjudiciales rayos UV, contra
el ataque de herbivoros, patdgenos e insectos (Ferrari, 2010; Doughari, 2012); para
atraer a polinizadores, brindar colores caracteristicos a la planta y algunas
caracteristicas organolépticas de los frutos, etc. (Mazid y col., 2011; Baenas y col.,
2014). La biosintesis de estos compuestos en las plantas suele estar limitada a
estados especificos del desarrollo, tanto del organismo como de las células, al igual
varia en relacién a periodos de estrés causados por deficiencias nutritivas, hidricas,
factores ambientales o por el ataque de organismos antagonicos (Ruiz-Lau y col.,
2011).

Existe gran cantidad de tipos de metabolitos en las plantas, no obstante los
principales grupos son alcaloides, glucdésidos, flavonoides, fenoles, saponinas, taninos
y terpenos (Mazid y col., 2011; Doughari, 2012). Toda esta gama de compuestos son
de gran interés para los seres humanos por su uso potencial como materiales
industriales, tintes, perfumes, nutrientes, aditivos en alimentos, biopesticidas,
fertilizantes organicos y medicamentos principalmente (Ferrari, 2010; Garcia-Mier y
col., 2013; Patel y Krishnamurthy, 2013; Hemalatha y Dhasarathan, 2013; Baenas y
col., 2014).

2.1.1. Lapropiedad benéfica de los metabolitos secundarios en la salud

En el campo de la medicina, estos compuestos ademas de preservar la salud
integral del organismo, son efectivos en el tratamiento de multiples enfermedades y
padecimientos (Silva, 2012; Siddiqui y col., 2013 b; Baenas y col., 2014). También se
ha demostrado in vitro e in vivo que tienen propiedades antimicrobianas contra
diversos microorganismos patdégenos (Ramproshad y col., 2012; Sapkota y col., 2012;
Hayek y col., 2013) con diferentes mecanismos de accion (Figura 1) (Castro y col.,
2013; Radulovi¢ y col., 2013). En general su efecto inhibidor es mucho mas potente

contra bacterias gram-positivas que contra gram-negativas (Hayek y col., 2013).
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Figura 1. Representacion de las diferentes formas en que los metabolitos secundarios pueden
afectar las células de microorganismos patégenos (Radulovi¢ y col., 2013).

De acuerdo con datos de la organizacion mundial de la salud (WHO) el 80%
de la poblacion del planeta depende principalmente de las propiedades de plantas
medicinales para tratar enfermedades y padecimientos (Namita y Mukesh, 2012;
Radulovi¢ y col., 2013; Sirohi y col., 2013), esto es comun en areas rurales donde no
hay tratamientos disponibles o no hay manera de pagarlos (Jinukuty y Giri, 2013).
Este tipo de productos medicinales de origen natural han sido utlizados desde
milenios para el tratamiento de mdultiples trastornos de la salud (Doughari, 2012,
Ramproshad y col., 2012; Jinukuty y Giri, 2013) y a través de todo ese tiempo los
conocimientos de sus propiedades se fueron perfeccionando y transmitiendo de

generacion en generacion (Jinukuty y Giri, 2013).

Desde hace tiempo existen motivos suficientes que justifiguen una mayor
investigacion en sustancias de origen vegetal, uno de los mas importantes tiene que
ver con los factores negativos de los farmacos convencionales como que poseen
algun grado de toxicidad para el organismo, la capacidad de dafar la flora intestinal,
provocan lesiones renales (Namita y Mukesh, 2012; Sirohi y col., 2013), causan
efectos secundarios como hipersensibilidad, inmunosupresion y reacciones alérgicas;
o el hecho de que los patdogenos pueden crear resistencia a estos, haciéndolos
ineficaces, la cual es la mas destacada preocupacion (Al-Fartosy y Zearah, 2013;
Castro y col., 2013; Hayek y col., 2013; Saranraj y Sivasakthi, 2014).



Actualmente hay mas de 1 340 plantas con actividad antimicrobiana y mas de
30 000 compuestos antimicrobianos han sido aislados de estas, siendo los
compuestos fendlicos (alcaloides, fenoles y flavonoides) los que muestran mayor
capacidad antimicrobiana (Hayek y col., 2013). Al igual se sabe que una cuarta parte
de los productos farmaceéuticos en paises industrializados contienen compuestos que
son directa o indirectamente sintetizados por plantas (Namdeo, 2007; Hayek y col.,
2013).

2.2. El chile habanero “Capsicum chinense”

El habanero es una especie perteneciente al género Capsicum, descrito por
Carlos Linneo y que lo publicé en el afio 1753 en su monumental obra Species
Plantarum. Se cree que el nombre del género deriva del griego "kapto", que significa

“picar” que es su principal caracteristica (Waizel-Bucay y Camacho, 2011).

El género Capsicum, se incluye en la familia botanica de las solanéaceas
(Nuez, 1996; Mongkolporn y Taylor, 2011). Esta familia la forman aproximadamente
90 géneros, los cuales se dividen en dos subfamilias: Solanoideae Y Cestroideae
(Nuez, 1996). Esta familia tiene gran importancia econémica por tener a otros
representantes como la papa, el tomate, el tabaco, la Petunia, etc. (Nuez, 1996;
Mongkolporn y Taylor, 2011; Omolo y col., 2014). Las especies Capsicum fueron
domesticadas aproximadamente en el afio 7 500 A.C. y son junto con las
cucurbitaceas (Cucurbitaceae), el frijol (Phaseolus vulgaris L.) y el maiz (Zea mays L.)
las primeras plantas cultivadas en América (Segura y col., 2013), asimismo hoy en dia
representan la especia mas cultivada en el mundo y un ingrediente importante en la

mayoria de las cocinas mundiales (Omolo y col., 2014).

Capsicum chinense fue originado en el amazonas e introducido en América
central, la region yucateca y la zona de las islas caribefias; sitio donde fue cultivada
por muchos siglos atras (Lim, 2013). Geogréaficamente el centro de origen se ubica
entre el sur de Brasil y el este de Bolivia, el oeste de Paraguay y el norte de
Argentina, en esta region se observa la mayor distribucion de especies silvestres en el
mundo (Ruiz-Lau y col., 2011; Teodoro y col., 2013). Esta especie fue usada en la
dieta de las culturas americanas precolombinas generalmente como especia 0 en
forma de salsas (Teodoro y col., 2013). También se sabe, que los antiguos mayas

utilizaban diferentes partes del chile habanero para combatir infecciones en la piel,
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dentadura, lesiones del estomago, problemas respiratorios, llagas y quemaduras
(Brito-Argaez y col., 2009; Omolo y col., 2014). Fue mal llamada Capsicum chinense
(proveniente de china) por Niko-laus von Jaquin, un médico holandés, el cual las
colecto en el caribe en 1977 (Lim, 2013).

En Yucatdn el C. chinense es comunmente llamado “habanero” y se
encuentra distribuido por toda la peninsula donde se observan diferentes formas,
colores y tamafios de fruto. Tiene gran importancia econdmica como hortaliza y ocupa
el segundo lugar después del tomate en superficie cultivada (Ruiz-Lau y col., 2011).

La especie es de porte pequefio, muy ramificado, principalmente erguido,
sub-arbusto anual o perenne de 30 a 120 cm de alto. Tiene hojas verdes vivas en

forma oval y un poco arrugadas como rasgo distintivo (Figura 2) (Lim, 2013).

Figura 2. Planta de chile habanero.

Su raiz es pivotante y profunda de 40 a 120 cm con un sistema radicular bien
desarrollado. La floracion inicia cuando la planta comienza a ramificarse con flores

apareciendo en las axilas (Ruiz-Lau y col., 2011). Las flores se producen de 2 a 3 por
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nodo, rasgo que las distingue en la familia Capsicum, con corolas blancas, un poco
verdosas y anteras purpuras sin manchas difusas en la base de los I6bulos. Pedicelos
erectos o disminucion en la antesis. Los chiles varian mucho en tamafo y forma que
van desde las bayas tamafo chiltepin de 0,5 cm de diametro, globoso y cilindrico;
hasta 10 cm de largo, arrugado, generalmente colgante, rojo, naranja, amarillo o

blanco cuando estan maduros (Figura 3) (Lim, 2013).

Figura 3. La especie Capsicum chinense alberga una gran cantidad de variedades de chiles de
todas formas y colores.
El chile habanero para su cultivo demanda una cantidad de agua de 550 a
700 mm por ciclo, sobretodo en floracién y llenado de fruto. Se desarrolla mejor a
temperaturas superiores a 24 °C con poca variacion entre el dia y la noche, no tolera
temperaturas menores a 15 °C y necesita humedad aprovechable del suelo entre 80 y
90% (Ruiz-Lau y col., 2011).

El chile habanero tiene gran demanda en el mercado, ya que se considera
dentro de los més picantes y aromaticos; se comercializa generalmente en forma de

pasta para ser utilizada en la industria de los alimentos, aunque igualmente son



utilizados en la medicina, debido a su riqueza en capsaicinoides (Ruiz-Lau y col.,
2011). Los principales en exportarlo son Belice y México; y son distribuidos en el
mercado nacional, Estados Unidos y Canad4; ademas de que se abren nuevos

mercados en Europa donde tienen una muy alta demanda (Teodoro y col., 2013).
2.2.1. Compuestos bioactivos en el chile habanero

Muchas sustancias bioactivas estan presentes en los chiles incluyendo el
acido ascorbico (vitamina C), tocoferoles (vitamina E), carotenoides (provitamina A),
compuestos fendlicos, flavonoides y minerales, ademas de sus constituyentes
caracteristicos, los capsaicinoides (Segura y col., 2013; Teodoro y col., 2013;
Wahyuni y col., 2013). La cantidad de cada uno de ellos en la planta y frutos esta
influenciada por muchos factores: la genética, el clima, el grado de exposicién a la luz,
practicas culturales y organismos en su entorno (Pistelli y Giorgi, 2012; Wahyuni y
col., 2013). Se ha demostrado que los chiles habaneros presentan mayor contenido
de compuestos fendlicos que el presente en fresas, tomates o algunos pimientos, con
una interesante fuente de compuestos antimicrobianos y antifingicos (Castro-Concha
y col., 2014; Omolo y col.,, 2014) y también se han reconocido sus propiedades
benéficas en la prevenciébn de numerosas enfermedades cronico degenerativas,
infecciosas y cancer si es consumido en cantidades adecuadas (Kouassi y col., 2012;
Siddiqui y col., 2013 b).

2.2.1.1. Capsaicinoides

Los compuestos fendlicos en habanero incluyen a los capsaicinoides, un
grupo de oleorresinas que proveen al fruto el picor que solo son encontradas en frutos
del género Capsicum (Waizel-Bucay y Camacho, 2011). La capsaicina e
hidrocapsaicina son los dos mas grandes miembros este grupo y usualmente
representan el 90% del picor de los frutos, el 10% restante lo constituyen otros
compuestos analogos (Canto-Flick y col., 2008; Wahyuni y col., 2013; Sganzerla y
col.,, 2014). Son producidos por una reaccion de condensacién entre una mitad
aromatica y un acido graso de cadena ramificada C9-C11 (Garcés-Claver y col., 2006;
Wahyuni y col., 2013) (Figura 4).



OH H
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0 (M. = 307.2 g/imol)

Figura 4. Estructuras quimicas y masa molecular de los principales capsaicinoides.

La pungencia (contenido de capsaicinoides) en el habanero es uno de los
rasgos caracteristicos que definen su calidad comercial (Siddiqui y col., 2013 b).
Segun la escala de Scoville, método empleado para representar el nivel de pungencia
de los chiles (Garcés-Claver y col., 2006; Wahyuni y col., 2013), el nivel de pungencia
del habanero en unidades SHU es variable. Giuffrida y col., (2013) encontraron
rangos en chiles habaneros que van de 100 000 a 867 000 unidades SHU, aunque
existen otras variedades producto de hibridacion con especies C. chinense que son
mas picosas como el Carolina Reaper (con mas de 2 200 000 SHU) (Canto-Flick y
col., 2008).

Dentro del fruto, los capsaicinoides se sintetizan principalmente en las células
epidérmicas de la placenta, que define los loculos de frutas y se conducen por la
conexién de tejido de la placenta hasta el pericarpio, justo en el momento que
comienza la maduracion (Garcés-Claver y col., 2006; Canto-Flick y col., 2008;
Wahyuni y col., 2013).

Los capsaicinoides han sido ampliamente estudiados y comdnmente son
usados en la industria de los alimentos, para propositos médicos por sus propiedades
antibacterianas, antidiabéticas y analgésicas; ademas de algunas otras como en
sprays para defensa (Garcés-Claver y col.,, 2006; Silva, 2012). Igualmente existe
evidencia de los potenciales efectos benéficos de los capsaicinoides en el sistema
cardiovascular (Luo y col., 2011), en el sistema gastrointestinal, matando bacterias
gue producen ulceras estomacales (Lou y col., 2011; Silva, 2012; Wahyuni y col.,
2013); en el tratamiento contra el cancer, avalando su actividad en pruebas tanto in

vitro como in vivo (Luo y col., 2011; Segura y col., 2013; Simonovska y col., 2014);
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ademas tiene la propiedad de evitar mutaciones en el ADN (Segura y col., 2013;
Sganzerla y col., 2014), es también un ingrediente de cremas para tratar el dolor
cronico tales como dolores musculares, dolores dentales, neuropatia diabética,
osteoartritis, erupciones de la piel y artritis reumatoide (Luo y col., 2011; Ruiz-Lau y
col., 2011; Silva, 2012; Wahyuni y col., 2013); ademas, el impacto en la reduccion de
la grasa corporal a través del proceso de termogénesis y por tanto en la regulacion del
peso corporal, fue comprobado (Luo y col.,, 2011; Gorelick y Bernstein, 2014;
Sganzerla y col., 2014; Simonovska y col.,, 2014). La capsaicina también posee
propiedades antimicrobianas, por lo que se usa como un inhibidor natural de
microorganismos patégenos en los alimentos (Nascimento y col., 2014; Sganzerla y
col., 2014; Simonovska y col., 2014) y se ha investigado sobre su posible uso contra
distintos patdgenos de importancia médica (Nascimento y col., 2014; Omolo y col.,
2014; Sganzerla y col., 2014).

2.2.1.2. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que comprenden quince
carbonos con dos anillos aromaticos conectados por un puente de tres carbonos
(Wahyuni y col., 2013) (Figura 5). Son compuestos polifendlicos, hechos de mas de
un anillo de benceno (Doughari, 2012), de bajo peso molecular y disponible
practicamente en todas las plantas alimenticias (Hada y Sharma, 2014). Son
derivados de la ruta biosintéticos de los fenilpropanoides por la actividad de un

complejo multi-enzimético (Wahyuni y col., 2013).
R3'

OR4'

HO
R5'

R6 R3
R5 R4

Figura 5. Estructura general de los flavonoides. En los alimentos generalmente R4’=H, R5’=OH y
R6=H.
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Representan un amplio grupo de derivados fendlicos hidrosolubles (Hada y
Sharma, 2014), en su mayoria de colores vivos con mas de 4 mil tipos de flavonoides
conocidos (Doughari, 2012; Hada y Sharma, 2014). Las principales subclases de
flavonoides son flavonas, isoflavonas, flavanos, flavonoles y antocianinas (Veberic,
2010; Doughari, 2012; Wahyuni y col., 2013); estos ultimos son responsables de los
colores rojos, morados y azules encontrados en algunos tipos de chiles habaneros
(Wahyuni y col., 2013).

Los flavonoides son uno de los grupos mas extensos de metabolitos
secundarios y estan ampliamente distribuidos entre las especies vegetales; estos
protegen a la planta de la radiacion UV y otros factores del medio ambiente que son
dafinos; atraen polinizadores y dispersores de semillas; son compuestos alelopaticos
(Pistelli y Giorgi, 2012), también poseen muchas propiedades antioxidantes (Siddiqui
y col., 2013 b), ademas de ser potentes agentes antimicrobianos (Al-Fartosy y Zearah,
2013; Nascimento y col., 2014), liberdndose naturalmente en las plantas en respuesta
ante alguna infecciéon microbiana, formando complejos con proteinas extracelulares y
solubles del microorganismo, promoviendo la ruptura de su membrana celular
(Hemalatha y Dhasarathan, 2013; Hada y Sharma, 2014); igualmente contra diversos
microorganismos patégenos para los seres humanos se ha probado y comprobado su
potente capacidad antimicrobiana (Pistelli y Giorgi, 2012). Algunos estudios también
han demostrado su eficacia como antioxidantes (Doughari, 2012), sus roles benignos
contra enfermedades del corazén, ataque cerebral y algunas formas de cancer
(Nascimento y col., 2013); ademas tienen la propiedad de no ser citotdéxicos contra

glébulos rojos de sangre humana (Al-Fartosy y Zearah, 2013).
2.2.1.3. Vitaminas y minerales

El acido ascérbico o vitamina C, es una importante vitamina hidrosoluble
presente en los chiles habaneros, tiene un rol importante como antioxidante y cofactor
de enzimas que componen el metabolismo humano (Wahyuni y col., 2013). También
previene enfermedades crénicas y relacionadas con el envejecimiento, incluyendo
padecimientos del corazén, colesterol alto, cataratas, presién alta y cancer (Segura y
col., 2013; Teodoro y col., 2013); ayuda a reducir la inflamacion presentada en artritis
y asma, también sirve como refuerzo del sistema inmunoldgico (Silva, 2012; Wahyuni

y col., 2013). Ademas la vitamina C actia como agente quelante, el cual forma
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complejos con los metales pesados y evita la toxicidad de estos al cuerpo humano
(Gorelick y Bernstein, 2014). El consumo de 100 g de chile fresco provee del 100% al
200% de la recomendacion diaria de vitamina C., mas de 6 veces la concentracion en
las naranjas (Omolo y col., 2014). Su contenido varia de 43 a 247 mg por cada 100 g
de fruto fresco (Wahyuniy col., 2013), atribuyéndole a frutos de color naranja la mayor

concentracion de esta sustancia (Segura y col., 2013).

En los chiles habaneros también podemos encontrar provitamina A o
carotenoides, que son terpenoides formados por la condensacién de 8 unidades de
isopreno (Segura y col., 2013). Estas sustancias imparten el color naranja y rojo en
los vegetales; y dos son exclusivos del género Capsicum, la capsantina y capsorubina
(KevreSan y col., 2009; Segura y col., 2013; Wahyuni y col., 2013). Sus funciones
principales son atrapar la luz en longitudes de onda adecuada, apenas accesible a la
clorofila pero que protegen de dafio al aparato fotosintético y atenuar las especies
dafiinas como el oxigeno singlete; ademas son los responsables de los atractivos
colores de variados tipos de frutas y flores lo que juega un importante rol como
atracciéon de polinizadores y dispersadores de semillas (KevreSan y col., 2009;
Siddiqui y col., 2013 b; Wahyuni y col., 2013). Se ha encontrado que la concentraciéon
en varios genotipos de chiles habaneros varia de 1,0 a 1,26 mg por cada 100 g de
muestra fresca de chiles, donde las variedades amarillas presentan mayor contenido
de carotenoides que las verdes (Segura y col., 2013). Su consumo en cantidades
adecuadas reduce las probabilidades de padecer distintos tipos de cancer,
enfermedades del corazén, atague cerebral, degeneraciéon de la piel, cataratas,
debilitamiento del sistema inmune, entre otros (Giuffrida y col., 2013; Nascimento y
col., 2013; Segura y col., 2013). Ademas que presentan propiedades antioxidantes
interactuando con los radicales libres, rompiendo la cadena oxidativa y depurando el
oxigeno singlete (Giuffrida y col., 2013; Siddiqui y col., 2013 b; Wahyuni y col., 2013).

Los tocoferoles son un grupo de derivados de los isoprenoides, que
igualmente estan presentes en los chiles habaneros, a los cuales le brindan gran
relevancia por su rica fuente natural de vitamina E. En los chiles habaneros el
tocoferol se acumula en el pericarpio y en las semillas. Sus niveles estan
influenciados por la madures del fruto y 100 g de fruto provee el 100% de sus

necesidades béasicas de vitamina E (Wahyuni y col., 2013).
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Los chiles habaneros también son una buena fuente de minerales como el
potasio, importante componente de los fluidos celulares, que ayuda a controlar el
ritmo cardiaco y la presion arterial, el manganeso que es usado por el cuerpo como un
cofactor por la enzima antioxidante superoxido dismutasa, ademas de hierro y
magnesio (Silva, 2012).
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2.3. Capacidad antimicrobiana

2.3.1. Capacidad antimicrobiana de plantas del género Capsicum

Al-Fartosy y Zearah (2013) determinaron la bioactividad de un flavonoide
indeterminado (F1) extraido de las semillas de pimiento (Capsicum annuum L.)
usando el método de difusién con discos. EI compuesto mostr6 mayor actividad
antibacterial contra las bacterias gram-positivas (Staphylococcus aureus vy
Streptococcus aureus) comparandolo con las gram-negativas (Klebsiella pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli). Contra Streptococcus aureus el extracto
mostro un halo de inhibicibn de 40 mm a una concentracion de 60 mg/mL, en
comparacion con E. coli que fue de 20 mm con la misma concentracion de extracto.
La concentracion de 60 mg/mL mostro mayor actividad antibacterial que los extractos
en concentraciones de 15 y 30 mg/mL, incrementandose el halo de inhibicién

proporcionalmente a la concentracion de bioactivos.

Por su parte Hemalatha y Dhasarathan (2013) determinaron las propiedades
antimicrobianas de extractos de C. annuum y Capsicum frutescens con diferentes
solventes (hexano, butanol, etanol, cloroformo y agua) usando la técnica del método
de difusion con discos, hallando que los extractos etandlicos de C. annuum y C.
frutescens mostraron la mas potente capacidad antimicrobiana contra todos los
patégenos (Micrococcus sp., Citrobacter sp., E. coli, P. aerogenosa y Bacillus
Subtilis). En los resultados, la zona de inhibicibn de extractos etandlicos de C.
annuum, a una concentracion de 50 ug/mL, para todos los patdégenos, variaron de 12
a 14 mm, por su parte la zona de inhibicion de extractos etandlicos de C. frutescens a

la misma concentracion variaron de 8 a 12 mm, respectivamente.

Nascimento y col. (2014) probaron la capacidad antimicrobiana de los
extractos de acetonitrilo y metanolicos de la capsaicina, dihidrocapsaicina y crisoeriol
(flavonoide bioactivo), provenientes de frutos enteros (fruta, piel y semillas) de chile
malagueta (C. frutescens) contra siete microorganismos patdgenos (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa)
encontrando que el crisoeriol fue el compuesto antimicrobiano mas potente del chile,

con una concentracion minima de inhibicion (MIC) para todas las bacterias menor de
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1 pg/mL; conjuntamente determinaron que los compuestos de acetonitrilo produjeron

las cantidades mas altas de bioactivos.
2.3.2. Capacidad antimicrobiana del chile habanero

En base a las potenciales actividades antimicrobianas de C. annuum contra
diferentes patdgenos, Brito-Argadez y colaboradores (2009) investigaron una fraccion
especifica de péptidos antimicrobianos, provenientes de semillas de chile habanero,
contra diferentes patdgenos en un estudio in vitro, las cuales a una concentracion de
50 pg/mL inhibieron el crecimiento para Xanthomonas campestris en 8,8 mm,
Pseudomonas syringae en 18,5 mm, P. aeruginosa en 13 mm, Erwinia carotovora en
10,3 mm, Agreobacterium sp., en 10,1 mm, Shigella flexnerii en 10,1 mm, E. coli en
10,1 mm, Staphylococcus aureus en 8 mm y B. subtilis en 11,6 mm. En algunos como
P. aeruginosa, E. carotovora y Agrobacterium sp., presentaron mayor inhibicién que el
control positivo de Ampicilina a una concentracion de 40 pg/mL. Estos resultados
confirman las cualidades potenciales de las semillas chile habanero como fuente de

péptidos antimicrobianos.

Dorantes y colaboradores (2000) probaron extractos de tres especies del
género Capsicum, para determinar la capacidad antimicrobiana contra algunos
microorganismos patodgenos. Los resultados mostraron que Listeria monocytogenes
fue el microorganismo mas sensible a estos extractos, seguido por Bacillus cereus, S.
aureus y S. typhimurium. El extracto de pimiento morrén fue el mas efectivo en inhibir
las bacterias con una zona de inhibicion de 12, 11, 7 y 5 mm, respectivamente.
Aunque el mayor portador de capsaicina fue el habanero, este tuvo la menor
efectividad con una zona de inhibicion de 8, 2, 5 y 1,5 mm, respectivamente.
Posteriormente los fenilpropanoides: capsaicina, dihidrocapsaicina, acido cinamico,
acido m-cumarico y acido o-cumarico fueron identificados y probados contra las
bacterias por separado mostrando que los acidos m-cumarico y cinamico fueron los

responsables de inhibicion de las bacterias.

En otro estudio también se determind la capacidad antimicrobiana la
capsaicina (obtenida de Sigma Aldrich), contra cuatro cultivos de microorganismos (E.
coli, Pseudomonas solanacearum, B. subtilis y Saccharomyces cerevisiae) en cultivo
liguido agar papa dextrosa (APD). Se encontrd que a altas concentraciones (de hasta

300 ug/mL) de capsaicina, solo lograron retardar minimamente el crecimiento de las
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bacterias gram-negativas E. coli y P. solanacearum; en B. subtilis la capsaicina tuvo
un resultado favorecedor, ya que se logro inhibir el crecimiento fuertemente desde la
mas baja concentracion probada (25 ug/mL); y por su parte contra S. cerevisiae, tuvo
un resultado opuesto al potenciar en un inicio el crecimiento de la bacteria (Omolo y
col., 2014).

2.4. Factores inductores de metabolitos (FIMs)

Ahora es posible aumentar mas eficazmente la cantidad de sustancias
bioactivas presentes en los chiles habaneros, con la ayuda de Factores Inductores de
Metabolitos (FIMs) (Rezaeieh y col., 2012; Thakur y Sohal, 2013). Estos elementos
generan Patrones Moleculares Asociados a Estrés de Plantas (PMAEPS), los cuales
siendo percibidos como extrafios por la planta, encienden el sistema de defensa, lo
gue inicia los mecanismos produccion de bioactivos (Torres-Pacheco y col., 2012),
con el fin de asegurar su supervivencia y aumentar la habilidad de competir con otros
organismos por los recursos del medio (Namdeo, 2007). Este sistema de defensa
llamado Sistema Inmune Vegetal (SIV) puede activarse por ataques de
microorganismos patdgenos o herbivoros, factores de tipo abidtico como sequia,
fertilizacion y salinidad o por la aplicacién de sustancias quimicas exdgenas de origen
diverso llamadas elicitores (Spoel y Dong, 2012; Torres-Pacheco, 2012).

Estos ultimos, activando cambios fisiol6gicos, estrés y la defensa de las
plantas (Patel y Krishnamurthy, 2013; Baenas Yy col., 2014); son usados
principalmente para aumentar la sintesis de metabolitos secundarios (Patel y
Krishnamurthy, 2013), al igual su uso ayuda a la caracterizacion y desarrollo de
compuestos bioactivos de gran interés (Gorelick y Bernstein, 2014). Los parametros
gue condicionan la cantidad de bioactivos producidos por una planta o una célula
vegetal en especifico son: el tipo de elicitor usado, su concentracion (Hayek y col.,
2013), la edad de la célula vegetal o planta, las condiciones en las que esta se
desarrolla, su nutricion, etc. (Namdeo, 2007; Patel y Krishnamurthy, 2013).

Los elicitores pueden ser agentes abioticos como iones metalicos y
compuestos inorganicos; bidticos como moléculas derivadas de hongos, bacterias,
virus o herbivoros; asi como productos quimicos derivados de plantas que se liberan
en el sitio de ataque como restos de la pared celular, hormonas vegetales como acido

salicilico, jasmonatos, etc. (Ferrari, 2010; Veberi¢, 2010; Baenas y col., 2014).
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Igualmente se pueden clasificar como fisicos y quimicos, o enddégenos y exogenos;
dependiendo si las sustancias son originadas por las plantas o son producidas por los
patégenos, respectivamente (Namdeo, 2007; Patel y Krishnamurthy, 2013).

Existen diversas investigaciones que ofrecen informacion de los resultados
positivos del uso de elicitores. Algunos refieren que elicitores abidticos hormonales
como el acido jasmoénico, el acido salicilico y sus derivados tienen grandes atributos;
por ejemplo, el metil jasmonato incrementa la actividad antioxidante y la cantidad de
flavonoides en moras (Wang, Bowman y Ding, 2008), estimula metabolitos
secundarios como el estilbeno (polifenol antimicrobiano) en hojas y frutos de la vid; y

aumenta la acumulacion de antocianinas en manzanas (Gorelick y Bernstein, 2014).

Las células vegetales cuentan con receptores especificos que se encuentran
en la superficie externa de la membrana plasmatica (Veberi¢, 2010), los cuales al ser
estimuladas por un elicitor desencadenan la activacion de variados mecanismos de
defensa y la apariciobn de diversos eventos (Ferrari, 2010; Patel y Krishnamurthy,
2013) que incluyen: rapidos cambios de fosforilacién de proteinas de la membrana
plasmatica, alcalinizacion extracelular y acidificacion citoplasmatica; aumento en el
flujo de iones (Ferrari, 2010; Mishra y col., 2012; Hao y col., 2014), reforzamiento de
la pared celular, activacibn de cascadas de quinasas, induccion de proteinas
relacionadas con patogénesis (PR) y enzimas antioxidantes; produccién de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrégeno (ERNs) que son
moléculas sefializadoras oxidativas; la induccion de sustancias sefializadoras
hormonales como acido jasmonico, acido salicilico y etileno; (Veberi¢, 2010; Mishra y
col.,, 2012; Thakur y Sohal, 2013; Baenas y col.,, 2014) y la activacién para la
biosintesis de nuevos factores de transcripcion, que a su vez regulan la expresiéon de
los genes biosintéticos implicados en el metabolismo secundario (Ferrari, 2010) los
cuales dictaminan la produccion de bioactivos de defensa que incluyen terpenos,
derivados simples fenilpropanoides, flavonoides e isoflavonoides, estilbenos, etc.
(Ferrari, 2010; Veberi¢, 2010).

2.4.1. Las especies reactivas de oxigeno (EROs)

Uno de los primordiales eventos ocurridos después del reconocimiento de un
elicitor es el llamado “estallido oxidativo” (Helliwell y Yang, 2009). Este evento

comprende el aumento descontrolado de especies reactivas de oxigeno como el anién
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superoxido (O2-), el radical hidroxilo (OH) y el peréxido de hidroégeno (H202) (Singh y
Tuteja, 2010; Sharma y col., 2011). Estas moléculas son inevitablemente producidas
en la célula por dos motivos principales, uno por la reduccion del oxigeno molecular
expuesto a una alta energia y otro como consecuencia de la reaccion entre el oxigeno
molecular y las fugas de electrones de los procesos metabdlicos celulares, llevados a
cabo en la mitocondria, los cloroplastos y la membrana celular; principalmente (Singh
y Tuteja, 2010; Sharmay col., 2011).

La generacion de las EROs ocurre primeramente con la activacion del
oxigeno molecular (O2); ya sea absorbiendo suficiente energia para cambiar el
sentido de uno de los electrones, formando el oxigeno singlete (*O2), el cual puede
causar peroxidacion a los lipidos de la membrana y debilitamiento celular (Singh y
Tuteja, 2010); o reduciéndose para convertirse en anion superoxido (O2), el cual es
facilmente dismutado a H202 ya sea enzimaticamente o con ayuda del superoxido
dismutasa (SOD) el cual cataliza la reaccion. Este ultimo consecuentemente puede
convertirse en agua (H20) gracias a la accion de la catalasa (CAT), guayacol
peroxidasa (GPX) y al ascorbato peroxidasa (APX) (Sharma y col., 2011). Por ultimo
por medio de la reaccion Haber-Weiss en presencia de metales de transicion o la
reaccion Fenton se produce el radical hidroxilo (OH), una de las especies mas

reactivas conocidas en la naturaleza (Figura 6) (Singh y Tuteja, 2010)
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Figura 6. Representacion esquematica de la generacion de las especies reactivas de oxigeno
(EROs).
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Una alta produccion de EROs supone un riesgo para la célula ya que estas
moléculas reaccionan con tejidos celulares, lo que le ocasiona desde el dafio a
organelos hasta la muerte de la célula (Singh y Tuteja, 2010). Sin embargo, a pesar
de su reactividad a altas concentraciones, estas moléculas en una moderada o baja
concentracion, actian como un sistema complejo de sefalizacion para coordinar
distintos tipos de procesos del metabolismo celular, incluyendo la tolerancia al estrés
medioambiental; asi como servir de mensajero secundario de hormonas vegetales
que intervienen en variadas respuestas de la planta (Figura 7) (Helliwell y Yang, 2009;
Sharmay col., 2011).

[ Hormonas ] Interviene en: [Respuestas ]

Acido abscisico | Cierre de estomas |

| Gravitropismo de raiz |

Acido giberélico | Germinacion de semillas |

EROs a baja
concentracion ——— Acido jasménico | Biosintesis de lignina |

Acido giberélico | Muerte celular programada |

Acido salicilico | Respuesta hipersensitiva |

Acido salicilico | Estrés osmético |

Figura 7. Las EROs como mensajeros secundarios de diversas respuestas hormonales.

La célula no puede evitar que se produzcan los peligrosos radicales libres
pero si puede controlar su concentracion gracias a la produccion de diversas
moléculas antioxidantes; de tipo enzimatico como superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), guayacol peroxidasa (GPX), dehidroascorbato reductasa (DHAR) y
glutation reductasa (GR) principalmente; y no enzimaticos como el ascorbato (AsA),
glutation (GSH), carotenoides, tocoferoles, y compuestos fendlicos (Singh y Tuteja,
2010; Sharmay col., 2011).

Finalmente el papel que toman las EROs en la célula, ya sea actuando como

sustancias sefializadoras o moléculas dafiinas, es dependiente del equilibrio entre las
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EROs y los compuestos antioxidantes (Singh y Tuteja, 2010). El preciso sistema
celular mantiene el equilibrio entre ambos de manera muy precisa aunque factores
como sequia, salinidad, toxicidad por metales pesados, radiacion UV y ataque de
patogenos propicia el aumento de EROs, arruinando la homeostasis celular (Singh y
Tuteja, 2010; Sharma y col., 2011; Mejia-Teniente y col., 2013); que en la actualidad,
para distintos fines como la produccion de algin compuesto bioactivo de interés,
también se puede provocar con el uso de elicitores (Mejia-Teniente y col., 2013).

2.4.1.1. El per6xido de hidrogeno como elicitor

De las EROs, el H20:2 es el Gnico que no tiene electrones desapareados, lo
cual le da la capacidad de salir fuera de la célula y actuar lejos del sitio de su
formacion (Sharma y col., 2011); esto aunado a su mayor estabilidad y larga vida
media, ha recibido particular atencion como una molécula sefalizadora implicada en
diversos procesos biolégicos como el crecimiento, senescencia, fotosintesis, el ciclo
celular, sefializacién hormonal, la activacion de mecanismos de defensa y tolerancia a
factores estresantes (Singh y Tuteja, 2010; Sharma y col., 2011; Veberi¢, 2010; Mejia-
Teniente y col., 2013; Hao y col., 2014). La respuesta de defensa en las plantas,
inducidas por el peréxido de hidrégeno incluye el reforzamiento de la pared celular,
respuesta hipersensitiva, asi como un regulador de la expresion de genes que pueden
codificar antioxidantes, proteinas de defensa, proteinas sefializadoras, metabolitos
secundarios, entre otros compuestos (Mishra y col.,, 2012; Hao y col., 2014)
finalizando con la activacion de la respuesta sistemética adquirida (SAR) que
consecuentemente encienden la tolerancia e inmunidad vegetal ante el posterior
estrés medioambiental (Sharma y col., 2011; Torres-Pacheco y col., 2012; Mejia-
Teniente y col.,, 2013) y contra futuros ataques por diversos tipos de patégenos

incluyendo hongos, virus y bacterias (Thakur y Sohal, 2013).

Hao y col.,, (2014) observaron que el peroxido de hidrogeno juega un
importante rol como molécula sefalizadora clave en diversos estimulos y esta
relacionada con la produccion de metabolitos secundarios. Encontraron que las
aplicaciones exdégenas de peroxido de hidrégeno a concentraciones de 1 a 8 mM,
promueve la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) y aumenta la

produccion de acido rosmarinico en Salvia miltiorrhiza.
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Los elicitores en el pasado se usaban para hacer mas resistentes a las
plantas contra determinados patégenos principalmente, en la actualidad se utilizan
para hacer que las plantas produzcan bioactivos especificos (Gorelick y Bernstein,
2014). Se conoce que el uso de los elicitores aumenta considerablemente la
produccion de bioactivos, al igual reduce el tiempo en producirlos (Rezaeieh y col.,
2012) y ahora también se adoptan nuevas tecnologias como cultivos de células y
tejido, aunque la produccién en plantas intactas tienen la posibilidad de generar mayor

diversidad de sustancias activas (Namdeo, 2007).
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3. HIPOTESIS

La aplicacion de peroxido de hidrégeno a plantas de habanero (Capsicum
chinense) incrementa la sintesis de compuestos bioactivos y por lo tanto aumentara la
capacidad antimicrobiana in vitro de los frutos contra distintos tipos de bacterias de

importancia médica.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general.

Determinar la capacidad antimicrobiana in vitro de extractos metandlicos de
frutos de habanero (Capsicum chinense) var. Jaguar y Chichen Itza en condiciones

protegidas sometidos a un tratamiento de elicitacién con perdxido de hidrégeno.

4.2. Objetivos especificos
e Evaluar el incremento de flavonoides, fenoles totales y capsaicinoides
presentes en el fruto de chile habanero (Capsicum chinense) después de
someter a las plantas a un tratamiento de elicitacion con peroxido de
hidrogeno.
e Evaluar la capacidad antimicrobiana in vitro de los frutos de habanero
(Capsicum chinense) contra 6 especies de bacterias de importancia médica y

de una levadura.
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5. METODOLOGIA.
5.1. Materiales

5.1.1. Material bioldgico

Semillas de Capsicum chinense var. Jaguar y Chichen Itz4, que fueron
compradas en la empresa Agro Guanajuato S.A de C.V. Cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 51813), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Salmonella Thompson (ATCC 14028), Listeria monocytogenes Scot A., la
bacteria aislada medicamente Streptococcus faecalis y Candida albicans las cuales
fueron provistas por la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de

Querétaro.
5.1.2. Material Quimico

Nitrato de potasio (KNO3), rutina, acido galico, agente Folin, carbonato de
sodio (COsNaz), 2-aminoetildipentilborato, &cido formico, acetonitrilo, metanol,
dimetilsulféxido (DMSO), agar soya tripticaseina, Agar papa Dextrosa, peptona, Agar
base sangre, agar Muller Hilton, todos comprados en Sigma-Aldrich (St. Louis
Missouri, USA).

5.2. Cultivo de chile habanero

La plantacion, desarrollo y cosecha de los chiles habaneros se llevd a cabo

gracias al trabajo de De los Santos (2013).
5.2.1. Plantacion de las semillas

Las semillas de chile habanero para su desinfeccion, se sumergieron en una
solucion de nitrato de potasio (200 ppm) por 24 horas y posteriormente se secaron
sobre papel absorbente; es muy importante usar guantes de latex, bata y tapabocas
en todo momento de la experimentacion. Tras 48 horas fueron sembradas en un
sustrato compuesto por peat moss y vermiculita, previamente desinfectado en una
proporcion de 4:1 en recipientes de unicel (medida JM-29) y fueron regadas cada

tercer dia con una soluciéon Steiner al 100%.
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5.2.2. Crecimiento de la planta en Invernadero

Siete meses después de la germinacion de las semillas, las plantas de chile
habanero se trasplantaron en un invernadero experimental ubicado en las
instalaciones de la Universidad Autonoma de Querétaro, campus Amazcala, que se
encuentra en la comunidad de Amazcala, Municipio del Marquez, Querétaro. Este
invernadero es de plastico (Polietileno) con estructura metélica tipo tunel de 12 metros
de lado y 9 metros de ancho (108 m?). Durante tres dias las plantas se mantuvieron
en el interior del invernadero para aclimatarlas, al cuarto dia se trasplantaron en
bolsas negras de 10 kg de volumen, usando tezontle previamente lavado como
sustrato. El total de 56 plantas se acomodaron en 4 hileras de 11 individuos y la

quinta se integro de 12 plantas (Figura 8).

Figura 8. Configuracion de las filas dentro del invernadero.

5.2.3. Fertirriego

Se nutrieron las plantas por medio del agua de riego, método comunmente
conocido como hidroponia. Se utilizé una solucion Steiner con algunas variaciones
dependiendo del estado fenolégico, las cuales se detallan en el anexo 1. Antes de la

ubicacion de las plantas en el invernadero se habia preparado la solucion madre en
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un volumen de 10 litros y esta era disuelta posteriormente en un tinaco de 2 500 litros

de capacidad de manera manual.

La conductividad eléctrica se manejé en un rango de 1,2 a 2,0 dS/m? y el pH
en un rango de 5,5 a 6,5. Este ultimo era regulado con el uso de acido sulfarico para
bajar su valor e hidroxido de calcio para aumentarlo. Durante el desarrollo de la planta
de chile habanero en el invernadero, esta se rego con una cantidad de 6 litros por
planta, cada semana, aproximadamente; con riegos frecuentes para garantizar la

estabilidad de humedad aprovechable en el sustrato (Figura 9).

Figura 9. Suministro de la solucion nutritiva a las plantas.

5.3. Aplicacién de los tratamientos

Se usO peroxido de hidrogeno (H202) como elicitor para inducir el
metabolismo secundario de las plantas de chile habanero. Las recomendaciones de la
concentracion se basaron en el trabajo de Landeta (2011) en la que se encontré que
la concentracion de 18 mM (miliMolar) fue la que indujo una mayor actividad
fisiologica en la planta de chile habanero, variedad Chichén Itz4. La manera de

obtener la solucidn de peréxido de hidrogeno a 18 mM se detalla en el anexo 2.
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Las aplicaciones se realizaron de manera foliar, asperjando la solucién de
peroxido de hidrégeno a la planta hasta alcanzar el punto de rocio, cada quincena a
partir del transplante por 105 dias, hasta la cosecha el dia 114 después del

transplante (Figura 10).

Figura 10. Se muestran los frutos de la planta de chile habanero, aun en color verde, los cuales
seran recolectados para el posterior analisis experimental.

5.4. Recolecciéon de los chiles habaneros

Los frutos de las plantas de chile habanero fueron recolectados en estado
maduro 114 dias después del transplante, cortandolos con cuidado con tijeras
desinfectadas en la zona media del pedunculo, alejados por lo menos a 1 cm del tallo
para evitar alguna infeccion patoldgica. Los frutos posteriormente fueron almacenados
a -70 °C en un ultracongelador (Nuaire, modelo ILS-DF8513N) hasta el momento de

la preparacion de los extractos.
5.5. Preparacién del extracto

En el momento de hacer los extractos del fruto de chile habanero, retiramos
primeramente el pedunculo del fruto manualmente, congelamos los chiles habaneros
en nitrégeno liquido y posteriormente se molieron en una licuadora industrial hasta
obtener un polvo fino. La extraccion de compuestos fendlicos se llevo a cabo
mezclando muestras frescas con metanol en una proporcién de 1:10 respectivamente.
Las muestras fueron protegidas de la luz en todo momento y agitadas (Orbit 1000
modelo s2030-1000; Labnet, Woodbridge, NJ, USA) a 200 revoluciones por minuto
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por 24 horas a 25 °C. Después de la incubacion, los extractos metandlicos fueron
centrifugados (Sorvall Biofuge Primo R., modelo 75005448; Thermo Scientific,
Osterode Germany) a 6 793 xg por 10 minutos. El sobrenadante se filtr6 en un papel
filtro grado 41 (Whatman®) para retirar el sedimento y posteriormente se destilo en
rotavapor (Schwalbach, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG) a 40 °C hasta obtener
un liquido viscoso y obscuro, este fue guardado en un frasco y posteriormente
refrigerado.

5.6. Cuantificacion de compuestos bioactivos

5.6.1. Cuantificaciéon de fenoles totales

El contenido fendlico se midié usando el método Folin-Ciocalteu con algunas
modificaciones (Dewanto y col., 2002). De esta manera 40 pL de extracto metandlico
fueron diluidos con 460 uL de agua destilada. Esta solucién fue oxidada con 250 pL
de reactivo Folin-Ciocalteu y después de 5 minutos, 1,25 mL de una solucion de
carbonato de sodio al 20%, fue afiadida para neutralizarla, por 2 horas a temperatura
ambiente. La absorbancia fue medida contra un blanco a 760 nm en un lector de
microplacas Multiskan Go, modelo 51119300 (Thermo Scientific, Vantaa, Finland).
Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de &cido gélico por
gramo de muestra fresca (GAE/g FW).

5.6.2. Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides se determiné de acuerdo al procedimiento de
Oomah y col. (2005). Un volumen de 50 uL de extracto metandlico fue mezclado con
180 pL de agua destilada y 20 yL de una solucién 2-aminoetildipentilborato al 1% en
una placa de 96 pozos. La absorbancia fue medida contra un blanco a 404 nm en un
lector de microplacas (Multiskan Go, modelo 51119300; Thermo Scientific, Vantaa,
Finland). Los resultados se compararon con una curva estandar de solucion de rutina.
El contenido de flavonoides fue posteriormente expresado como microgramos

equivalentes de rutina por gramo de muestra fresca (RE/g FW).
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5.6.3. Cuantificacion de capsaicinoides

El contenido de capsaicinoides fue identificado y cuantificado por HPLC
(Waters 600, HPLC-DAD System) equipado con un sistema de muestreo automatico
(Waters 717 plus) y un detector UV/Vis (Waters 2487, Milford, MA, USA). La
separacion se llevé a cabo en un equipo Phenomenex (ODS-C18), columna 250 mm X
4,6 mm, 5 uym. Las muestras (10 uL) fueron analizadas en una columna de fase
inversa (Phenomenex C18, 250 mm x 4,6 mm), a una velocidad de flujo de 1mL/min.
La fase movil consistio en dos solventes: solucion formica acido-agua, 99:1 v/v, (A); y
acetonitrilo (B), en una razén de (A/B) de 98/2 a 0 min, 68/32 a 30 min, 45/55 a 48
min, 5/95 a 53 min, 98/2 a 57 min, y el tiempo total fue de 67 minutos. Las medidas de
absorbancia variaron de 260-320 nm, Las muestras para el andlisis fueron liofilizadas
y 5 mg fueron extraidas con 1 mL de metanol.

5.7. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro se determind por el método de difusién
con discos en agar de acuerdo a los lineamientos del comité nacional de estandares
clinicos de laboratorio (NCCLS, 1997), ahora llamado instituto de estandares clinicos
y de laboratorio (CLSI).

5.7.1. Crecimiento del inoculo

Las cepas S. aureus (ATCC 6538), E. coli (ATCC 51813), S. mutans (ATCC
25175), S. Thompson (ATCC 14028), L. monocytogenes Scot A y las bacterias
aisladas medicamente S. faecalis y C. albicans, se activaron en medio caldo soya
tripticaseina por 24 h a 37 °C. Después se estri6 en agar soya tripticaseina y se
incubo por 24 horas a 37 °C. Posteriormente se aislo y se traspasé a agar sangre, y
nuevamente fueron incubadas 24 horas a 37 °C. Las cepas crecidas son las que se
utilizaron para el ensayo antimicrobiano, manteniéndolas a 4 °C hasta su posterior

uso.
5.7.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro

Las cepas crecidas en el agar sangre se inocularon en medio caldo soya
tripticaseina por 24 horas a 37 °C. El caldo de cultivo fue diluido en agua peptonada

hasta obtener una concentracion de 1x108 UFC (correspondiente a la turbidez del
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estandar de McFarland 0,5). Posteriormente 100 yL se sembraron en cajas Petri con
agar Muller Hilton y se colocaron discos con 20 uL del extracto a las concentraciones
de 100, 200 y 400 mg/mL, y posteriormente se dejaron incubar a 37 °C. El extracto de

cada tratamiento se suspendié en DMSO. Estos ensayos se realizaron por triplicado.
5.8. Disefo experimental

El tratamiento de elicitacion con peréxido de hidrogeno para ambas
variedades (Chichén Itza y Jaguar) se conformo de 7 individuos cada uno, distribuidos
totalmente al azar con sus respectivos controles que igualmente se conformaron cada
uno de 7 individuos haciendo un total de 28 plantas bajo tratamiento, sumadas a otras
28 que no fueron parte de este estudio, para sumar un total de 56 plantas dentro del
invernadero, distribuidas como ya se mencion6 en 4 hileras de 11 individuos y una

mas con 12 individuos (Figura 11).
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Figura 11. Disposicion de los sujetos experimentales en el invernadero. C= variedad Chichen
Itza; J=var. Jaguar; cC= Control var. Chichen Itza; cJ= control de var. Jaguar.
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5.9. Analisis estadistico

El analisis de varianza se llevO a cabo para detectar diferencias entre
tratamientos por los modelos generales lineares (GLM). La prueba Tukey fue aplicada
con un nivel de probabilidad de p<0,05. Los datos fueron posteriormente analizados
en el software Centurion XV (Stategraphics).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cuantificacidon de fenoles totales, flavonoides y capsaicinoides.

Existen diversos estudios que muestran las propiedades nutracéuticas de los
chiles habaneros (Kouassi y col., 2012; Silva, 2012; Siddiqui y col., 2013 b; Wahyuni y
col.,, 2013; Castro-Concha y col., 2014; Nascimento y col., 2014; Sganzerla y col.,
2014; Simonovska y col., 2014), para medir estas propiedades es necesario medir la
concentracion de sus componentes bioactivos. En este trabajo se aplicaron
tratamientos de elicitacidon con peroxido de hidrogeno con el fin de demostrar que
estas sustancias pueden encender el sistema de defensa de la planta, respondiendo
con la activacion de variadas rutas metabdlicas para la produccién de diversos

metabolitos secundarios de interés.

En las tablas siguientes se expone el contenido de flavonoides, fenoles
totales y capsaicinoides; encontrados en los chiles habaneros Jaguar y Chichén Itza
sometidos al tratamiento foliar de perdxido de hidrogeno, asi como los chiles
habaneros de control, que permitan evaluar la diferencia con los tratamientos

anteriores.

Los resultados muestran un aumento en la concentracion de compuestos
fendlicos, flavonoides y capsaicinoides en los extractos de las especies elicitadas,
comparandolas con los extractos de las plantas que representan nuestro control. El
aumento en la cantidad de flavonoides y capsaicinoides entre los distintos
tratamientos es significativo, en cuanto al aumento de fenoles totales el aumento es
mucho mayor comparado con el aumento de flavonoides y capsaicinoides. La
variedad Chichén Itza muestra un aumento de bioactivos en comparacion con la

variedad Jaguar, pero sin diferencia significante.
6.1.1. Cuantificacion de fenoles

De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 1 podemos observar que
hubo un aumento de concentracibn de compuestos fendlicos en los extractos de
plantas que fueron elicitadas, ya que en la variedad Jaguar encontramos 0,96 mg
GAE/g de muestra fresca (FW) y en la variedad Chichén Itza4 encontramos 1 mg
GAE/g de muestra fresca; comparando estos resultados con los provenientes de los

extractos de plantas que no fueron elicitadas donde se obtuvo 0,12 mg GAE/g FW.
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Tratamiento Fenoles totales (mg GAE/g FW) Aumento con respecto al control
(mg GAE/g FW)
H,O, 18 Mm (var. 0,964 0,84
Jaguar)

H,O, 18 Mm (var. 1a 0,88

Chichén 1tza)

Control (agua 0,12, -

destilada)

Tabla 1. Cuantificaciéon de fenoles totales en los frutos y el incremento dado. Los resultados
estan expresados en miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de muestra fresca.

El contenido de compuestos fendlicos en chiles habaneros puede variar
dependiendo de distintas variables tanto genéticas como medioambientales (Ornelas-
Paz y col., 2010). Sin embargo diversos estudios nos brindan una base de
concentracion de estas sustancias. En sus estudios Rodriguez-Maturino y col. (2012)
encontraron en frutos de chile habanero un contenido de fenoles totales de 0,592 (mg
GAE/g FW) (tomando en cuenta un porcentaje de humedad del 90% en el chile
habanero (Lobato y Gerdnimo, 2014)); al igual Cerdn-Carrillo y col. (2014)
encontraron en chiles habaneros con tres distintos niveles de coloracién de amarillo a
naranja intenso una concentracion de fenoles totales de 0,294, 0,277 y 0,211 (mg
GAE/g FW) respectivamente (tomando en cuenta el mismo porcentaje de humedad en
habanero). En estos datos el contenido fendlico en los chiles habaneros es mayor que
el encontrado en nuestras muestras de chiles habaneros pertenecientes al control
pero son menores a los encontrados en los frutos de chiles habaneros elicitados

reportados en este estudio.

En cuanto al incremento de fenoles totales por efecto del peroxido de
hidrogeno otros estudios exponen aumento de sus compuestos fenolicos con el uso
de otro tipo de elicitores, por ejemplo en semillas de plantas de garbanzo, War y col.
(2011) encontraron que aplicaciones foliares de &cido salicilico a concentracion 1, 1,5
y 2 mM, aumentan el contenido de fenoles totales al pasar de una concentracion de
24,2 uyg GAE/g FW en el control a 34,5, 58 y 30 uyg GAE/g FW; respectivamente. De la
misma forma Figueroa y col. (2014) encontr6 que aplicaciones foliares de perdxido de
hidrégeno en hojas de menta a concentraciones de 0,1 y 0,5 mM aumentan la

concentracion de fenoles totales al pasar de 30,3 mg GAE/g de muestra seca (DW) en
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el control a 34 y 32,3 mg GAE/g DW, respectivamente; mientras que aplicaciones de
acido salicilico a concentraciones de 0,5, 1 y 2 mM aumentan la concentracién de
fenoles totales al pasar de 29,4 mg GAE/g DW en el control a 48,6, 39,8 y 38,7 mg
GAE/g DW; respectivamente. También Saini y col. (2013) demostraron que las
aplicaciones de acido salicilico y metil jasmonato a concentraciones de 0,1 y 0,5 mM
cada una, en las flores de soya aumentan la concentracion de fenoles totales en las
semillas de soya al pasar de una concentracion de 7,5 mg GAE/g en el control a
concentraciones de 9,7, 8,2, 7,8 y 8,4 mg GAE/g; respectivamente. Igualmente Wang,
Bowman y Ding (2007) encontraron que aplicaciones foliares de metil jasmonato a
concentraciones de 0,01 y 0,1 mM en tres variedades de moras diferentes aumentan
el contenido de fenoles totales en las bayas; por ejemplo en la variedad Chester hubo
un aumento al pasar de 1,8 mg GAE/g FW en el control a 2,15y 2,5 mg GAE/g FW,
respectivamente; en la variedad Hull thornless paso de 2,1 mg GAE/g FW en el
control a 2,65 y 3,17 mg GAE/g FW, respectivamente; y finalmente en la variedad
Triple Crown un aumento al pasar de 1,89 mg GAE/g FW a concentraciones de 2,42 y
2,61 mg GAE/g FW, respectivamente. Estas investigaciones muestran un aumento en
la concentraciéon de fenoles totales de las especies tratadas con un elicitor, en
comparacién con las especies no elicitadas; sin embargo, en este trabajo se mostré
un aumento significativamente superior en la cantidad de compuestos fendlicos en los
chiles habaneros de plantas elicitadas con respecto a los frutos de las plantas usadas

como control.
6.1.2. Cuantificaciéon de flavonoides

En la tabla 2 se puede observar que los tratamientos de perdxido de
hidrogeno aumentaron la concentracion de flavonoides en los frutos de plantas
tratadas con peroxido de hidrogeno en comparacion con los frutos provenientes de las
plantas control, aumentando de 24,42 mg RE/g FW, a concentraciones de 28,32 mg
RE/g FW en la variedad Chichén Itza elicitada y 27,83 mg RE/g FW en la variedad

Jaguar elicitada.
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Tratamiento Flavonoides (mg RE/g FW) Aumento con respecto al control
(mg RE/g FW)
H-0, 18 Mm (var. 27,86a 3,44
Jaguar)

H202 18 Mm (var. 28,32, 3,9

Chichén 1tza)

Control (agua 24,42y -

destilada)

Tabla 2. Cuantificacion de flavonoides en los frutos y el incremento dado. Los resultados estan
expresados en miligramos de equivalentes de rutina por gramo de muestra fresca.

El contenido de flavonoides en los frutos define la calidad nutracéutica de
estos y con ello eleva su valor comercial por sus propiedades antioxidantes (Doughari,
2012; Siddiqui y col., 2013 b; Wahyuni y col.,, 2013) y su potencial efecto
antimicrobiano (Pistelli y Giorgi, 2012; Nascimento y col., 2014), contra el cancer,
contra enfermedades cronico-degenerativas, entre otras cualidades (Nascimento y
col., 2013). En su investigacion Siddiqui y col. (2013 a) investigaron la concentracion
de flavonoides en distintas especies de chiles habaneros y encontraron
concentraciones de hasta 1,35 mg RE/g FW, niveles muy por debajo de los hallados

en este trabajo.

En el estudio de Jiménez-Garcia y col. (2014) con chiles pimientos
(Capsicum annuum) se cuantificaron los niveles de flavonoides en los extractos
metandlicos de los frutos, de plantas a las cuales se les administraron tratamientos
con elicitores abioticos; estos consistieron en aplicaciones foliares de acido salicilico a
concentracion de 0,1, 6,7 y 10 mM; y aplicaciones de peroxido de hidrégeno a 6, 14 y
18 mM por separado; subsecuentemente fueron expuestos a bajas temperaturas (10 y
0°C) por 2 lapsos de tiempo de 90 minutos, respectivamente. Los resultados
mostraron que la mayor concentracion de flavonoides se encuentra en los frutos
cosechados 24 horas después de aplicado cada tratamiento con concentraciones de 9
a 10.6 mg equivalentes de rutina/g de muestra fresca; comparados con el control el
cual tenia una concentracion de 8.7 mg de equivalentes de rutina/g de muestra fresca.
La concentracién de flavonoides en los chiles pimientos del estudio de Jiménez-
Garcia y col., son menores comparados con los obtenidos en chiles habaneros de

este estudio ya que ademas de ser variedades diferentes, se demostré que los
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tratamientos desiguales también intervienen en la concentracion de flavonoides. De la
misma forma podemos observar una concordancia con el ligero aumento de
flavonoides en el estudio de Jiménez-Garcia, con el aumento presentado en este

estudio, después de su induccion con elicitores.
6.1.3. Cuantificacion de capsaicinoides

De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 3 podemos observar que
los tratamientos de elicitacibn con peroxido de hidrogenos aumentaron
significativamente la cantidad de capsaicinoides en el fruto de chile habanero, al pasar
de una concentracion de 0,9 mg/g FW proveniente de los frutos de las plantas control,
a una concentracion de 1,9 y 2 mg/g FW, provenientes de los frutos de las plantas de

chile habanero variedad Chichén Itza y Jaguar bajo tratamiento, respectivamente.

Tratamiento Capsaicinoides (mg/g FW) Aumento con respecto al control
(mg/g FW)
H,O2 18 Mm (var. 2a 11
Jaguar)

H.02 18 Mm (var. 1,94 1

Chichén 1tza)

Control (agua 0,% -

destilada)

Tabla 3. Cuantificacion de capsaicinoides en los frutos y el incremento dado. Los resultados
estan expresados en miligramos por gramo de muestra fresca.

La cantidad de capsaicinoides en los chiles habaneros es la principal cualidad
gue define su calidad comercial (Siddiqui 2013 a), su cantidad en el fruto es variable
dependiendo de diversos factores, pero principalmente por las condiciones
medioambientales donde la planta se desarrolla (Butcher, 2012) y la genética de la
planta; aunque el estado de maduracién del fruto también es importante (Wahyuni y
col., 2013).

Antonious y col. (2006) determinaron la concentracién de capsaicinoides en
frutos de plantas de chile habanero, provenientes del banco de semillas del
departamento de agricultura de Estados Unidos, y encontro en las cuatro variedades
estudiadas concentraciones de 1,1, 0,49, 1,24 y 0,23 mg/g de fruto fresco; las cuales

rondan los valores que obtuvimos en los frutos de las plantas control y son menores a
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los obtenidos en frutos elicitados. Encontramos valores de concentracion similares en
variedades de chile habanero analizadas por Nwokem y col. (2010) quienes
encontraron concentraciones de 0,55, 0,64, 0,67, 0,12 y 0,81 mg/g de fruto fresco
para las cinco variedades estudiadas; que estan por debajo de los niveles de
capsaicinoides encontrados en las especies de este estudio sometidas al tratamiento
con peroxido de hidrégeno. De la misma forma Ornelas-Paz y col. (2010) analizo la
concentracion de capsaicinoides en chiles habaneros provenientes en el estado de
Chihuahua, México y hallo concentraciones de 1,25 y 1,67 mg/g de fruto fresco, los
cuales son mas altos que los que obtuvimos en los frutos de plantas que no fueron
elicitadas, debido principalmente a la diferencia de variedad y el origen de los frutos.
Por otro lado Menichini y col. (2009) encontraron en chiles habaneros producidos en
Italia concentraciones de 1,43 mg/g de materia fresca para habaneros en estado
inmaduro y de 6,86 mg/g de materia fresca para chiles habaneros maduros; esta
concentracion es significativamente superior a la encontrada en habaneros de este
estudio donde los autores indican que la elevada pungencia de los ejemplares se

debe a el tipo de variedad y las condiciones climatolégicas de aquel pais.
6.2. Actividad antimicrobiana

Existen diversos estudios que han probado la capacidad de extractos del
género Capsicum inhibiendo el crecimiento de bacterias, ya sea experimentando con
algun bioactivo por separado o en forma de extractos. Trabajos como el de Al-Fartosy
y Zearah (2013), muestran la capacidad antimicrobiana de los flavonoides presentes
en las semillas de los chiles pimientos (Capsicum annuum). Hemalatha y Dhasarathan
(2013) presentan mejor capacidad antimicrobiana de extractos etandlicos de C.
annuum y C. frutescens a concentraciones muy bajas (hasta 50 yg/mL) con diametros
del halo de inhibicion de 12 a 14 mm. Nascimento y col. (2014) demostraron la gran
capacidad del flavonoide crisoeriol que tiene concentraciones minimas de inhibicion

de hasta 1 ug/mL para diversos microorganismos patdgenos.

La actividad antimicrobiana de los extractos probados en este estudio contra
las bacterias gram-positivas y gram-negativas, se presentan en la tabla 4 y 5;

respectivamente, con los resultados expresados en milimetros de inhibicion.

Contra Staphylococcus aureus los extractos de la variedad Jaguar elicitada

son los mas eficaces mostrando un halo de inhibicion de 13,07 y 13,22 mm a
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concentraciones de 100 y 200 mg/mL; respectivamente. Otra sobresaliente respuesta
la obtuvimos contra la bacteria Escherichia coli donde los extractos de las variedades
Chichén Itza elicitadas muestran halos de inhibicién de 13,16 y 13,23 mm para las
concentraciones mas altas; por su parte la variedad Jaguar obtuvo un halo mayor a 13
mm solo a concentraciones de 200 mg/mL de extracto. Con respecto al bacilo gram-
negativo Salmonella Thompson obtuvimos mejor respuesta de parte de los extractos
elicitados de la variedad Jaguar elicitada, con un halo de 12,58 y otro de casi 14 mm
de inhibicién a concentraciones de 100 y 200 mg/mL de extracto. Finalmente los halos
de inhibicion mas grandes del experimento los obtuvimos con los extractos de la

variedad Jaguar elicitada con halos de 15,61 y 15,82 mm contra la levadura Candida

Albicans.
Bacterias Gram-positivas

Staphylococcus Listeria Enterococcus Streptococcus

aureus monocytogenes faecalis mutans

Control H»0y, Control H20,, Control H-0,, Control H,0,,

18 mM 18 mM 18 mM 18 mM

Extracto (mg/mL) Var. Jaguar
200 12,23 13,222 12,18 11,39 10,52 12,42 10,77° 12,242
100 11,56 13,072 10,46° 10,83% - 10,64° - 9,72¢
50 10,83 12,33 - 9,22°¢ - - - 9,21°¢
25 10,15°¢ 11,6° - - - - - -
10 - 9,21° - - - - - -
Extracto (mg/mL) Var. Chichén Itza
200 10,872 11,978 10,94% 12,222 9,28 12,33 10,57* 11,112
100 10,69 10,89% 10,14°> 11,872 gb 11,44%  9,79° 10,882
50 10,13  10,05° - 9,64° - 9,86° - 7,68¢
25 7,76° 8,14°¢ - - - - - -
10 - - - - - - - -

Tabla 4. Actividad antimicrobiana de los extractos contra las bacterias gram-positivas. Letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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Bacterias Gram-negativas Levadura

Bacterias Escherichia coli Salmonella thompson | Candida albicans
Control H;02, 18 mM  Control H»0, 18 mM | Control H>O,, 18 mM
Extracto (mg/mL) Var. Jaguar
200 10,75 13,252 13,112 13,942 14,972 15,822
100 9,41° 10,85 10,65 12,582 11,57° 15,612
50 - 10,75 - 8,82¢ 11,76° 12°
25 - - - - - 9,74¢
10 - - - - - -
Extracto (mg/mL) Var. Chichén Itza
200 11,47° 13,232 11,46° 12,222 6,22° 10,582
100 9,09¢ 13,162 10,39 11,29° - 10,222
50 - 9,44°¢ 9,79¢ 10,02 - 10,072
25 - 8,38° - - - 10,692
10 - - - - - -

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de los extractos contra las bacterias gram-negativas. Letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Con respecto a los resultados obtenidos contra las bacterias Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans se puede apreciar
igualmente un aumento con respecto a la capacidad antimicrobiana de los extractos
de frutos elicitados. Aunque los resultados mencionados inicialmente fueron los mas
significativos, el cotejo de los datos en las tablas; muestran una capacidad de

antimicrobiana mejorada en todas las pruebas.

Dorantes (2000) probo la actividad antimicrobiana de los extractos de chile
habanero (Capsicum chinense), serrano y pimiento (Capsicum annuum); encontrando
que la bacteria gram-positiva Listeria monocytogenes fue la mas sensible a los
extractos de chile habanero (8 mm de inhibicidbn), seguida de la bacteria
Staphylococcus aureus (5 mm), Bacillus cereus (2 mm) y finalmente Salmonella
typhimurium (1,5 mm); estos resultados con respecto a los mismos patdégenos
probados en este estudio (L. monocytogenes y S. aureus) concuerdan con los que
obtuvimos, aunque por desgracia en ese trabajo no se muestra informacion acerca de
la concentracion de los extractos. En este estudio también se probo la actividad

antimicrobiana contra estas bacterias, de la capsaicina, la dihidrocapsaicina, el acido
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m-cumarico y acido cinamico por separado, encontrando que los acidos m-cumarico y
cinamico fueron los compuestos que influyeron mayormente con la inhibicion de las
bacterias, mientras los capsaicinoides no tuvieron efecto significativo. Los datos
obtenidos gracias al trabajo de Molina-Torres y col. (1999) complementan esta
informacion al descubrir que la capsaicina tiene un efecto diferente dependiendo de la
bacteria, ya que en algunas puede alentar su crecimiento mientras en otras inhibirlo,
encontrando mejores resultados de inhibicion contra bacterias gram-positivas.

Brito-Argdez y col. (2009) exploraron el potencial antimicrobiano de las
semillas de frutos de chile habanero y encontraron que los extractos de péptidos
antimicrobianos de las semillas a una concentracion de 50 pg/mL inhibieron
exitosamente las bacterias. Los halos de inhibicion en E. coli y S. aureus son
parecidos a los que nosotros obtuvimos, solo que ellos usaron una menor
concentracion; por lo que se aprecia la alta capacidad antimicrobiana de bioactivos

contenidos en las semillas del chile habanero.
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7. CONCLUSION

Los resultados que obtuvimos fueron positivos, comprobando que la aplicacion del
tratamiento con perdxido de hidrogeno en 18 mM activaron el sistema de defensa de
las plantas, finalizando con la sintesis de los metabolitos secundarios, entre ellos los
capsaicinoides, flavonoides y fenoles totales. Al igual se encontré un aumento en la
capacidad antimicrobiana de los extractos de chile habanero elicitadas, producto del
aumento de la concentracion de metabolitos secundarios en los frutos por lo que la
hipotesis es comprobada. La capacidad antimicrobiana de los extractos de chile
habanero no se considera tan efectiva como la de otras especies de plantas para su
uso comercial, aunque su concentracion de diversas sustancias bioactivas como
carotenoides, flavonoides, vitaminas y capsaicinoides lo convierten en una especie

con altas propiedades nutracéuticas.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1. Modificacién en las soluciones nutritivas utilizadas para la

nutricion de las plantas a partir de la formulacién de Steiner.

Para 10 litros de agua (g) | Para 100 litros de agua (g)
Ca(NOa): 6,76 67,6
MgSO. 4,95 49,5
KNOs 2,57 25,7
KH.PO4 3,07 30,7
Quelato de Fe (EDTA) 0,49 49
MnSO4 0,00606 0,0606
HsBOs3 0,004 0,04
CuSOq4 0,0026 0,026

Tabla 6. Solucidn nutritiva Steiner para la etapa de crecimiento.

Para 500 litros de agua (g) | Para 1 000 litros de agua (g)
NH4H2PO4 69 138
K2S04 104,7 209,4
Ca(NOs), - 7H20 420 840
KNOs 65,2 130,4
MgSO, — 7H>0 295 590
Quelato de Fe (13%) 5,98 11,96
Quelato de Mn (13%) 1,83 3,67
Quelato de Cu (14%) 0,11 0,21
Quelato de Zn (14%) 0,32 0,65
H3BOs3 1,25 2,5
H>S0O4, 98% 154 30,8
HNO3, 55% 40,5 81

Tabla 7. Solucién nutritiva Steiner para la etapa de floracion.

Para 500 litros de agua (g) | Para 1 000 litros de agua (Q)

KH2PO4 98 196
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K2SO4 135,7 2714
Ca(NOa)2 - 7TH20 425 850
KNOs 282,8 565,6
Mg(NOs3) — 6H.0 32 64
MgSO., — 7H20 307,5 615
Quelato de Fe (13%) 7,31 14,61
Quelato de Mn (13%) 2,38 4,76
Quelato de Cu (14%) 0,09 0,18
Quelato de Zn (14%) 0,37 0,74
HsBOs 1,25 2,5
H>SO4, 98% 15,4 30,8
HNOgs, 55% 40,5 81

Tabla 8. Solucidn nutritiva Steiner para la etapa de fructificacion.

9.2. Anexo 2. Obtencidén de las soluciones de peréxido de hidrégeno a 18 mM.
Datos generales:

e Peso molecular / Masa molar del H202: 34,0147 g/mol

e Concentracion de la disolucion deseada: 18 mM = 0,018 M = 0,018 g/mol.

Vamos a calcular la masa “m” del soluto (H202), para preparar un volumen “v” (1 litro)
de disolucién, de concentracién “c” Molar (0,018 Molar), de un soluto de masa molar
“M” (34,0147 g/mol)

La formula es: m=c x v x M; [(mol/L) x (L) x (g/moal) = g]
Sustituyendo: m = (0.018 mol/L) x (1 L) x (34,0147 g/mol); m =0,61227 g.

Esto significa que para tener una concentracion de 18 mM en un volumen de

disolucion de un litro, se necesitan 0.61227 g de H202 y el resto de agua destilada.

En el experimento se utilizé Agua oxigenada (peroxido de hidrégeno) al 3% ®Jaloma,
por lo tanto para preparar un litro de disolucibn es necesario hacer la siguiente

operacion:

[(0,61227 g) x (1 000 mL)] / (3 g) = 204,09 mL

51



Lo que quiere decir que para preparar 1 litro de disolucion de peroxido de hidrogeno a
una concentracion de 18 mM, necesitamos 204.09 mL de agua oxigenada al 3% y
795.91 mL de agua destilada.
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