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RESUMEN

El pimiento morrén, en sus diferentes estadios de maduracion, ha ganado
popularidad por sus atributos de color, pungencia, aroma y contenido de nutrientes.
Ademas, los fitoquimicos (varios de los cuales son metabolitos secundarios) que
contiene le confieren propiedades nutracéuticas, lo cual ha generado un mayor
interés en el producto. Las plantas estdn expuestas a un gran numero de
organismos patégenos, asi como varios tipos de estrés abidtico; por lo cual, para
combatir estos diferentes tipos de estrés, las plantas poseen mecanismos de
defensa que las induce de manera natural a producir metabolitos secundarios, los
cuales estan implicados en su supervivencia. Los elicitores son sustancias externas
que actian como factores moduladores de metabolitos (FMM) modificando el
contenido de nutrientes y/o metabolitos secundarios. Si bien, la aplicacion de
elicitores en plantas y frutas se ha estudiado con anterioridad, esto se ha hecho de
manera unitaria y no como un coctel. Dada la naturaleza diversa de los metabolitos
secundarios en el pimiento; es relevante estudiar el efecto de una mezcla de FMM,
con la intencidon de tener la oportunidad de detonar diversas rutas metabdlicas
implicadas en su produccion. Por lo anterior, en esta investigacion se analizo el
efecto de catorce cocteles de FMM (&cido jasmonico, perdxido de hidrogeno y
quitosan) en el contenido de fenoles totales, taninos, flavonoides, carotenoides y
capsaicinoides. Asimismo, se estudiaron las modificaciones en la actividad
antioxidante e inhibicion de a-amilasa. Los analisis se realizaron de manera
espectrofotométrica y cromatografica. También, se analizaron los cambios
morfologicos de la planta (ancho y largo de hoja, didmetro del tallo, altura y nimero
de nodos, flores y frutos), asi como el pH, color y sdlidos solubles de los frutos. Los
tratamientos se aplicaron de manera foliar, a toda la planta y en postcosecha (en
estado inmaduro y maduro) en el pimiento de acuerdo al disefio de tratamientos
Plan Puebla. Debido a que el pimiento se consume no solo en fresco sino después
de diferentes procesos de coccion, se evaluo el efecto del hervido, microondas,
asado, deshidratado y fritura en los compuestos mencionados. Los resultados
indican que en general no hay diferencia significativa para las variables morfélogicas
al igual que para las variables fisicoquimicas. El tratamiento postcosecha en estado
maduro mostré diferencia significativa con el control. En este tratamiento
aumentaron el contenido de metabolitos, actividad antioxidante e inhibicion de a-
amilasa. Los procesos de coccion modifican de diferente manera los metabolitos,
en algunos casos hay incrementos y en otros decrementos. La aplicacion del coctel
de FMM en el pimiento maduro en postcosecha aumenté el contenido de los
metabolitos evaluados, por lo cual se sugiere realizar la aplicacion del coctel en
postcosecha y consumir el producto en estado maduro y cocinado de diversas
maneras para obtener los mayores beneficios de su ingesta.

(Palabras clave : elicitor, agricultura organica, agricultura convencional, metabolitos
secundarios, estrés en plantas)



SUMMARY

Sweet bell pepper has grown in popularity not only because of its properties of color,
pungency, aroma and nutrient content, but also due to its phytochemicals (some of
them secondary metabolites) that exhibit health-promoting properties. Plant are
continuously exposed to pathogen attack as well as different kinds of abiotic stress.
In order to defend themselves from these stresses, plants posses defense
mechanism that induce them to produce secondary metabolites. Elicitors, are
substances that behave as metabolic modulation factors (MMF) since they can
modify the production of nutrients and secondary metabolites. Although, the use of
elicitors in plants and fruits has been studied previously, this has been done using a
unique elicitor, not a mixture of them. Due to the diversity of secondary metabolites,
it is important not only to study the effect of one elicitor but a cocktail of them in order
to have the opportunity of enhancing several metabolic routes involved on their
production. Therefore, this research analyzed the effect of fourteen MMF-cocktails
(jasmonic acid, hydrogen peroxide and chitosan) in phenol, tannin, flavonoid,
carotenoid and capsaicinoid content. Besides, the antioxidant activity and a-amylase
inhibitory activity were also studied. The analysis were performed
spectrophotometrically and chromatographically. In addition, morphological changes
(length and width of the leaves, stem perimeter, plant height and number of fruits,
nodes and flowers), as well as pH, color and solid soluble content of fruits were
studied. The MMF-cocktails were sprayed on the leaves, on the whole plant and
postharvest (ripen and immature fruit). Treatments were designed according to the
statistical design Plan Puebla. Sweet bell peppers are not only consumed fresh but
also after cooking. For this reason, the analysis were also performed after boiling,
grilling, microwaving and stir-frying processes. Generally, no significant differences
were found on both, the morphological variables and the physicochemical variables.
Postharvest treatment on the ripen pepper displayed significant differences with
control regarding metabolite content, antioxidant activity and a-amylase inhibitory
activity. Results suggest that the application of the MMF-cocktail should be made
postharvest to the ripen pepper. Moreover, bell peppers should be consumed in this
maturity state in order to obtain the highest benefits of its intake.

(Keywords : elicitor, organic agriculture, conventional agriculture, secondary
metabolite, plant stress)
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INTRODUCCION

CapPiTuLo 1

l.  INTRODUCCION

De origen mexicano y signo de la identidad nacional, el cultivo de chile se
encuentra entre las hortalizas mas cultivadas en el mundo. El chile ha representado
desde tiempo inmemoriales, un elemento béasico dentro de la dieta de los
mexicanos, adicionalmente tiene beneficios extranutricionales y se utiliza con fines
industriales. El cultivo de esta fruta es una practica generalizada en todo el territorio
nacional, ademas, el producto ha encontrado buena demanda en algunos de los
mas importantes mercados a nivel mundial (SIAP, 2010).

La produccion de chile, no se garantiza por un elemento en si mismo sino
por la conjuncion de factores de diversa indole y, es el aprovechamiento de éstos lo
gue convierte a México en una potencia. La modernizacion y conocimiento de la
produccion de un cultivo esencial para la economia e identidad nacional involucra
gue se requiera profundizar en los factores que inciden en su produccién y consumo.
De ahi que la presente investigacion sea de relevancia ya que propone areas de
oportunidad que consideran la aplicacién de factores moduladores de metabolitos

(FMM) en el manejo agrondmico o en postcosecha.

Con esta investigacion, se pretende contribuir a un adecuado manejo de
sustancias bioactivas en el pimiento, mediante la evaluacion de las condiciones de
produccion, manejo postcosecha y proceso culinario. Adicionalmente, se espera
evidenciar los beneficios derivados de la ingesta de pimiento tanto crudo como
procesado.

1.1 Justificacion

Las recomendaciones dietéticas recientes plantean el incremento del

consumo de frutas y verduras, que contienen fitoquimicos, ya que éstos proveen



INTRODUCCION

efectos benéficos para la salud humana y desempefian un papel importante en la
prevencion de enfermedades cronico-degenerativas.

El pimiento, en sus diferentes estadios de maduracion, es una fruta que ha
ganado popularidad, ademas de por sus atributos de color, pungencia y aroma, por
la abundancia y tipo de fitoquimicos que contiene, los cuales se ven afectados por
los tratamientos culinarios. En este contexto, es relevante identificar el impacto del
manejo agronomico utilizando cocteles de FMMs (en particular peroxido de
hidrogeno, acido jasmonico y quitosan) sobre los compuestos benéficos para la
salud presentes en el chile pimiento. Asimismo, es importante conocer la
concentracion de éstos y la actividad antioxidante (AOX) que repercute en un efecto
benéfico para la salud. No obstante, siendo mas rigurosos, no solo interesa conocer
los beneficios del producto en crudo, sino también una vez procesado

culinariamente.

Si bien Heredia y Cisneros-Zevallos (2009) evaluaron el efecto de la
aplicacion de dos elicitores, etileno (ET) y metillasmonato (MJ) en el contenido de
compuestos fendlicos en pimento; este estudio fue realizado en el producto
rebanado como tratamiento postcosecha y de forma independiente. Igualmente, no
evalia el efecto de diversos procesos culinarios en el producto. Ramirez et al.
(2009) estudiaron la influencia de la prohexadiona de calcio (PCa) y de PCa con dos
combinaciones, una con acido benzoico (AB) y otra con acido salicilico (AS), en el
rendimiento y en los niveles de capsaicina y de vitamina C en chile jalapefio,
concluyendo que estos elicitores aumentan el contenido de capsaicina, vitamina C
y rendimiento en chile, pero no realizaron ninguna evaluacién de caracteres

morfologicos o de algun indicador de bioactividad como es la medicion de la AOX.

Un sinnimero de estudios, entre los que se se encuentran los realizados
por Benavides-Mendoza et al. (2007), Warabieda y Olszak (2010), Bi et al. (2011),
Paradikovi¢ et al. (2011), Tierranegra-Garcia et al. (2011) en diversos cultivos como

tomate, garbanzo, maiz, jitomate, fresa, pimiento y lechuga determinaron el efecto
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de diferentes elicitores en el contenido de metabolitos secundarios, incidencia de
plagas, morfologia y/o bioactividad, pero ninguno de ellos evalia el efecto
combinado de los elicitores en estos factores. Incluso, la presente investigacion
propone sustituir el término elicitor por el de FMM (Garcia-Mier et al., 2014), pues
no sélo se puede alterar el metabolismo secundario de las plantas sino también el

primario.

Por lo anterior, se requiere una investigacion que fundamente las
modificaciones de los sistemas de cultivo o manejo postcosecha utilizando
combinaciones de factores moduladores de metabolitos (FMM), destinada a
aumentar la produccion de compuestos bioactivos, que explore la funcionalidad del
producto en sus diferentes formas de ingesta y dilucide su influencia en las
caracteristicas fisicoquimicas. Por lo tanto, la presente investigacion es de suma
relevancia para mejorar las perspectivas de produccion y consumo de este alimento
requerido no sélo local sino también internacionalmente y establecer su proceso de

cultivo dentro de un marco de agricultura sustentable.

1.2 Planteamiento del problema

México posee la mayor variedad genética de Capsicum; sin embargo, no es
el productor mas importante (Rubio-Pino et al., 2010). Los rendimientos en México
son de 9 ton/ha mientras que en Estados Unidos rebasan las 31 ton/ha (FAOstat,
2009). El bajo rendimiento del cultivo se debe a la precaria tecnologia utilizada y al
uso de cultivos criollos que son mas sensibles a plagas y enfermedades. La
situacion anterior repercute en los costos de produccion, asi como en el precio del
producto, lo que hace imposible competir con productores como Estados Unidos o

China, pais donde el precio del producto equivale a la mitad del precio en México.

El chile pimiento es ampliamente cultivado en México, su produccion ha
tenido un crecimiento sostenido en los Ultimos afios; sin embargo, a pesar de que
el pais se sitla en una posicion importante a nivel mundial en el cultivo de esta

hortaliza, se encuentra muy por detras de China que ocupa el primer lugar de



INTRODUCCION

produccion (FAOstat, 2009). Debido a los bajos rendimientos del cultivo por
hectarea en el pais, México dedica una mayor area de cultivo con la intenciéon de

atenuar este problema de produccion.

El chile pimiento, ademéas de la relevancia que cobra para el pais por
produccion y exportaciones (FAOstat, 2009), ha despertado gran interés no sélo por
su composicion de nutrientes sino también por su contenido de bioactivos y su
importancia como antioxidantes. No obstante, este producto, cultivado bajo
condiciones de invernadero puede tener un menor contenido de metabolitos
secundarios que aquéllos cultivados a cielo abierto, por el hecho de que su nivel de
confort es mayor y estos compuestos se producen en respuesta al estrés (Schreiner,
2005).

Aungue los efectos sobre la salud del chile pimiento se han dilucidado con
anterioridad (Galvez Ranilla et al., 2010; Luo et al., 2011; Serrano et al., 2010) no
se ha evaluado este producto a posteriori de un manejo agronomico ordenado, que
considere la activacion simultdnea de varias rutas metabdlicas, a través de la
aplicacion de FMM y enfocado a aumentar la produccién de metabolitos
secundarios. Asimismo, no se ha revisado el efecto del procesado culinario en la

cantidad de bioactivos, resultado de un manejo agrondmico especial.
1.3 Hipotesis y objetivos

1.3.1 Hipotesis

La aplicaciéon de factores moduladores de metabolitos en postcosecha o en
el proceso productivo del pimiento y, posteriormente, el procesado culinario, afectan
significativamente el potencial nutracéutico del pimento; no obstante, la aplicacion

de factores moduladores de metabolitos no afecta la morfologia del cultivo.
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1.3.2 Objetivo general

Determinar el efecto del manejo de los factores moduladores de metabolitos
y procesado culinario en el potencial nutracéutico del pimiento al igual que el efecto

de éstos en la morfologia del cultivo.

1.3.2.1 Objetivos especificos

1. Disefiar e implementar el experimento de campo bajo condiciones de
invernadero para la aplicacion de FMM y mantenimiento del cultivo.

2. Diseflar e implementar el experimento para la aplicacion de FMM en
postcosecha.

3. Evaluar las caracteristicas morfolégicas del pimiento sometido a diferentes
FMM.

4. Evaluar las propiedades fisicoquimicas del pimiento crudo y sometido a
diferentes procesados culinarios.

5. Determinar el efecto de la aplicacion de FMM en el pimiento en por lo menos

una enfermedad de interés publico.
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CaPiTULO 2

ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Pimiento

En México el cultivo del chile es toda una tradicién, apenas comparada con
el maiz y el frijol. Ha cumplido diversas funciones de caracter alimentario y
economico, que le han permitido trascender hasta hoy dia. El chile pertenece a la
familia de las solanaceas y al género Capsicum. Su produccion y consumo ha
aumentado en el mundo por su utilizacion como vegetal y especia en la cocina
internacional. Existen varias especies y una gran cantidad de variedades de chile;
pero sin duda, la mas cultivada es la especie annuum. Hay 27 especies de
Capsicum, pero sélo cinco han sido domesticadas y son las que actualmente se
cultivan: C. annuum Linné, C. baccatum Linné, C. chinense Jacquin, C. frutescens
Linné, y C. pubescens (Bosland y Votava, 2012). Uno de los chiles que despierta
cada vez mas interés en diversos estudios es el pimiento (perteneciente a la especie
annuum), porque es el condimento de mayor consumo a nivel mundial. Los usos del
pimiento son basicamente cuatro: 1) en fresco, 2) desecado como pimentén, 3)

como oleorresina y 4) en conservas (Everhart et al., 2009).

El fruto de pimiento se define botanicamente como una baya, constituida
por un pericarpio grueso y jugoso, asi como un tejido placentario al que se le unen
las semillas dando lugar a una estructura de superficie tersa, hueca, voluminosa,
llena de aire y con forma de cédpsula. Existen muchos tipos de pimientos de acuerdo
a su forma, color, sabor, grosor, tamafio, aptitud, etc. Respecto a los colores, los
mas solicitados son los verdes y rojos, aunque existe un mercado minoritario que

demanda el color amarillo (Figura 1) (De Rada et al., 2004).

Los chiles son ampliamente consumidos alrededor del mundo por su sabor,
aroma y color en diferentes platillos. Ademas, tienen relevancia en la prevencién de

enfermedades debido a su contenido de fitoquimicos con actividad biolégica como
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el acido ascorbico, carotenoides, capsaicinoides y polifenoles (Chuah et al., 2008;
Sun et al., 2007).

Figura 1. Diferentes tipos de pimiento (Lamuyo, California y Dulce Italiano -de
izquierda a derecha-).

2.2 Potencial nutracéutico

La humanidad ha creido que determinados alimentos, hierbas, especias y
condimentos naturales poseen propiedades preventivo/curativas frente a diversos
procesos patologicos. Por tal razon, ademas de la importancia del pimiento como
comida, también ha despertado interés por su potencial como nutracéutico,
atribuible a su contenido de fitoquimicos (flavonoides, carotenoides, acido
ascorbico, compuestos fendlicos y capsinoides), en la prevencion de diversas
enfermedades cronico-degenerativas como hipertension y diabetes (Galvez Ranilla
et al., 2010). Los beneficios de estos fitoquimicos son debidos principalmente a que
actian como antioxidantes y antimutagénicos (Alvarez-Parrilla et al., 2010; Galvez
Ranilla et al., 2010; Menichini et al., 2009; Ornelas-Paz et al., 2010; Serrano et al.,
2010; Yahia y Ornelas Paz, 2010).

Las recomendaciones dietéticas en los ultimos afios plantean el incremento
del consumo de alimentos, especialmente frutas y verduras, que contienen
fitoquimicos, ya que éstos proveen efectos benéficos para la salud y desempefian
un papel importante en la prevencion de enfermedades crénico-degenerativas
(Schreiner, 2005) relacionadas con la presencia de radicales libres. Los radicales
libres pueden ser perjudiciales induciendo el desarrollo de al menos cien diferentes

enfermedades, incluyendo cancer, aterosclerosis, artritis reumatoide, inflamacion y
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cataratas. Los seres humanos utilizan varios mecanismos de defensa contra los
radicales libres, ya sea produccion de enzimas endogenas, consumo de

antioxidantes y proteinas presentes en la dieta (Yahia y Ornelas Paz, 2010).

El pimiento contiene acido ascorbico (100 g del producto proveen 100% del
RDA) (Castro et al., 2011; Deepa et al., 2007). Los colores del fruto se deben a su
contenido de carotenoides como (-caroteno, el cual, al igual que el acido ascérbico
actua como secuestrante de radicales libres. Ademas, se reporta, que el pimiento
contiene capsinoides y compuestos fendlicos como quercetina y luteolina que
exhiben potencial como antioxidantes (Deepa et al., 2006).

Tradicionalmente, el pimiento es cosechado cuando el color es verde, ya
gue en este punto el fruto ha alcanzado su maxima talla; sin embargo, en los Gltimos
afos, el consumo del producto con los colores rojo, naranja, amarillo e incluso
blanco y negro ha ganado gran aceptacion entre los consumidores (Serrano et al.,
2010), dando lugar a estudios de las diferencias en el contenido de sustancias
bioactivas en los diversos estadios de maduracion del fruto (Ghasemnezhad et al.,
2011; Serrano et al., 2010).

En México, los chiles son una tradicion tanto culinaria como cultural, su
ingesta se estima de 20 g/persona/dia. Asimismo constituyen una fuente importante
de ingreso (Ornelas-Paz et al., 2010). Este producto se consume tanto crudo como
procesado por diferentes técnicas: asado, hervido convencional y en microondas,
freido, deshidratado, escabeche, etc. Estos diferentes procesos de
acondicionamiento impactan sus atributos sensoriales, contenido de nutrientes y
actividad antioxidante (Chuah et al., 2008). Los pimientos, dependiendo de la
varidad, aportan 11.3 a 19.5 Kcal/100 g y tienen la siguiente composicion: 89.4-
94.7% de agua, 0.63-1.12% de proteinas, 1.34-3.08% de carbohidratos, 0.19-0.95%
de lipidos, 1.04-2.05% de fibra'y 1.02-2.07% de cenizas (Guil-Guerrero et al., 2006).

2.2.1 Acido ascérbico
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El &cido ascorbico (AA) es susceptible a la oxidacion quimica y enzimatica
gue ocurre durante el procesado y almacenamiento de los chiles (Castro et al.,
2011). El contenido de AA se modifica a lo largo de la maduracion; siendo mayor en
el estado maduro que cuando estid verde (Ghasemnezhad et al., 2011; Guil-
Guerrero et al., 2006; Marin et al., 2008; Ornelas-Paz et al., 2010; Serrano et al.,
2010). Yahiay Ornelas Paz (2010), demostraron que las variaciones en el contenido
de &cido ascorbico durante la maduracion estan relacionadas con la actividad de la
enzima ascorbato oxidasa; no obstante, el incremento a la exposicion de la luz solar
y el aumento en el contenido de glucosa en los chiles rojos comparado con los
verdes puede también influir en tal comportamiento (Chuah et al., 2008). Deepa et
al. (2007) indican que el contenido de AA se reduce al transcurrir el proceso de
maduracion expresado en base seca, observandose el comportamiento contrario

cuando los resultados se expresan en base humeda.

Las variaciones en el contenido de acido ascorbico en los chiles crudos de
la misma variedad se atribuyen a factores como el cultivo en invernadero o a cielo
abierto, region geogréfica, temporada de cosecha y manejo postcosecha (Deepa et
al., 2006; Ghasemnezhad et al., 2011). Wahyuni et al. (2011), mencionan que la

diversidad genética también esta implicada.

El hervido reduce el contenido de AA de los chiles, el cual varia de acuerdo
al estado de maduracion, siendo los verdes los que experimentan las mayores
pérdidas en comparacion con los rojos y amarillos (Castro et al., 2008; Ornelas-Paz
et al., 2013). Los chiles maduros, rojos y amarillos, muestran un contenido mayor
de carotenoides, capsaicinoides y fenoles que los verdes, situacion que puede tener
un efecto antioxidante en el AA (Castro et al., 2008). El asado, provoca mayores
pérdidas en el AA que el hervido; no obstante, las diferencias debido al estado de

maduracion son las mismas (Ornelas-Paz et al., 2013).

El AA que se pierde durante el hervido se lixivia en el agua de proceso.

Otros factores que se ha sugerido influencian las pérdidas de vitamina C durante
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los tratamientos de coccidn son: la temperatura, area superficial expuesta al aire,
pH, presencia de metales de transicion, accion de enzimas y grosor del pericarpio
(Chuah et al., 2008).

2.2.2 Polifenoles

Los polifenoles que influencian la actividad antioxidante de los chiles, se
caracterizan por tener mas de un grupo fenol por molécula; a mayor cantidad de
polifenoles mayor actividad antioxidante (Chuah et al., 2008). Los chiles rojos tienen
el mayor contenido de polifenoles (594 umol equivalentes de &cido galico/100 g de
peso fresco), seguidos por los naranjas, amarillos y verdes. El genotipo de los chiles
influencia el contenido de polifenoles. Deepa et al. (2007) reportan valores de 186
a 1122 mg/100 g de producto en base seca (bs) para diferentes variedades de
pimiento verde y para los pimientos maduros rojos el contenido de polifenoles se
encuentra entre 323 y 852 mg/100 g de producto bs. En algunos articulos, los
polifenoles, contrariamente a lo usualmente reportado, no se expresan en base
himeda sino en seca con la intencion de discernir si las fluctuaciones en el
contenido de estos compuestos se relacionan con pérdida de humedad o por efecto
del metabolismo de la planta. El contenido de fenoles totales reportado en base

himeda se encuentra entre 12.5 y 66.25 mg/100 g.

El contenido de compuestos fendlicos varia de un afio a otro para una
misma variedad, de acuerdo a la condicion de estrés (Deepa et al.,, 2006) y al
material utilizado (pulpa, semillas 0 ambos) para realizar la determinacion de estos

compuestos (Deepa et al., 2007; Hervert-Hernandez et al., 2010).

Los métodos de coccion reducen en cierta medida el contenido de
polifenoles de los chiles; sin embargo, Chuah et al. (2008) reportan que no hay
diferencias significativas entre los chiles crudos, los hervidos en microondas y los
freidos, posiblemente debido a la inactivacién de la enzima polifenoloxidasa. El
hervido convencional reduce el contenido de polifenoles después de cinco minutos

y esta reduccion se acentla después de media hora de coccidn; posiblemente

10
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debido a la disolucién de estos compuestos en el agua de remojo. Castro et al.
(2011) indican que la polifenoloxidasa disminuye después del blanqueo del pimiento
amarillo (70, 80 y 98°C por 60 o 15 s). El tiempo de coccion, asi como el tamafio de
corte de los vegetales influencia las pérdidas de polifenoles en los productos (Sikora
et al., 2008).

Se considera que la mayor parte de los polifenoles se absorben en el
intestino al ser hidrolizados por enzimas o por la flora del colon. Durante el proceso
de absorcion, los polifenoles sufren grandes modificaciones, de hecho se conjugan
en las células intestinales y posteriormente en el higado por metilacion, sulfatacion
y/o glucuronidacién. Como consecuencia, las formas de estos compuestos al llegar
a la sangre y tejidos son diferentes de las presentes en los alimentos y es muy dificil
identificar todos los metabolitos, asi como evaluar su actividad bioldgica, por lo cual,
se considera que mas que la concentracion de polifenoles ingerida, lo que influencia

su absorcion es su conformacion quimica (D Archivio et al., 2007).

2.2.3 Carotenoides

El contenido total de carotenoides (CTC) de los chiles picosos y no picosos
varia de 1 a 156 ug/g (Ornelas-Paz et al., 2013) y es mayor en los chiles rojos que
en los verdes (Chuah et al., 2008; Deepa et al., 2007). El pimiento rojo tiene mas
CTC y B-caroteno que el amarillo y el verde y se incrementa hasta tres veces mas
entre el estado inmaduro y maduro (Marin et al., 2008); no obstante, la cantidad de
carotenoides se reduce después del hervido y asado. Dependiendo de la variedad,
el contenido de [B-caroteno puede fluctuar entre 660.03 y 105.33 ug/100 g. Las
caracteristicas intrinsecas del cultivo, asi como la expresién de los genes que
controlan la carotenogénesis y las condiciones de cultivo impactan en el contenido
de carotenoides (Deepa et al.,, 2006). Ademas, la manera de expresar los
resultados: base humeda o seca, también impactan en los resultados obtenidos
(Deepa et al., 2007).

11
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El CTC se reduce después del hervido, siendo los chiles no picosos, como
el pimiento, los que presentan las mayores pérdidas. Este fenbmeno se puede
explicar por la presencia de capsaicinoides en las variedades picosas, los cuales
son solubles en grasa, al igual que los carotenoides y los protege de la oxidacion.
El asado también reduce el CTC. La actividad antioxidante de los vegetales se
reduce por el procesado térmico en medio acuoso lo cual se atribuye a la pérdida
de antioxidantes como el &cido ascorbico y polifenoles, en el agua de coccion. No
obstante, el hervido aumenta la actividad antioxidante de los chiles no picosos o
dulces (Ornelas-Paz et al., 2013).

El proceso metabdlico para la conversion de los carotenoides con actividad
de pro vitamina A a retinol, ocurre mediante un proceso oxidativo catalizado por la
enzima (3, B-caroteno 15,15’-mono-oxigenasa, la cual es localizada en el citosol de
la células y cuya actividad preponderante ocurre en el intestino. Asimismo, la
presencia de grasas facilita la absorcion de estos compuestos (Ferndndez-Garcia
et al., 2012).

2.2.4 Capsaicinoides

El contenido de capsaicinoides se relaciona con la sensacion de picor de
los chiles y son biosintetizados por la condensacion de &acidos grasos y
vainillinamina , acumulandose mas en la placenta que en el pericarpio y semillas.
Su contenido varia en las diferentes especies. Ornelas-Paz et al. (2010) indican que
en el pimiento no se detectan capsaicinoides; no obstante, Wahyuni et al. (2011)
mencionan que si bien los niveles no son detectables en el pericarpio, si contiene
niveles reducidos en la placenta con semillas. Para los chiles picosos, este
compuesto es mayor en los amarillos y rojos que en los verdes (Ornelas-Paz et al.,
2010). EIl hervido reduce generalmente el contenido de estos compuestos; sin
embargo, en algunas variedades como el jalapefio aumentan después del hervido

y enlatado. El asado suele incrementar la presencia de capsaicinoides.

En los chiles no picosos, el capsinoide vainillinalcohol en lugar de

vainillinamida, es usado como sustrato para el &cido graso, originando un éster en

12
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lugar de una amida, la cual es precursora de los capsaicinoides en los chiles picosos
(Figura 2). El pimiento tiene un gen recesivo que elimina la presencia de capsaicina
(Faustino et al., 2007), aunque Deepa et al. (2007) reportan valores de capsaicina
entre 776 y 1440 ug/100 g de producto en base seca para pimientos verdes y de
277 a 1529 pg/100 g para rojos. El contenido de capsaicina en el pimiento, para la

mayoria de las variedades, disminuye conforme avance el estado de maduracion.

La capsaicina es absorbida a través del receptor de capsaicina, receptor
vaniloide (VR1) o receptor de potencial transitorio miembro de la subfamilia 1
(TRPV1). TRPV1 es un canal de cationes no selectivo activado por una amplia
variedad de estimulos incluyendo sustancias quimicas y factores quimicos, como el
calor, protones y vaniloides. Los capsinoides actian de manera similar y son menos

toxicos (Sasahara et al., 2010).

13
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Figura 2. Ruta biosintética de los capsaicinoides.

Las enzimas indicadas en la ruta son: PAL, fenilalanina amonio liasa; Ca4H, acido cinamico
4 hidroxilasa; Ca3H, cumarato 3 hidroxilasa; COMT, acido cafeico O-metiltransferasa;
PAMT, presunta aminotransferasa de la vainillina; BCAT, aminotransferasa de los
amindacidos ramificados; IvDH, isovalerato deshidrogenasa; KAS, B-cetoacil sintasa; ACL,
proteina acarradeadora de grupos acilo; FAT, tioesterasa; DST, desaturasa, C,
capsaicinoide sintasa. La flecha punteada representa reacciones por caracterizar
(Vazquez-Flota et al., 2007).

2.2.5 Actividad antioxidante

El impacto del procesado sobre la AOX de los chiles es contradictorio.
Mientras Chuah et al. (2008) reportan que no hay diferencias significativas entre los
chiles crudos y los sometidos a coccién por microondas y fritos, Ornelas-Paz et al.

(2013) indican que si hay una reduccién de la actividad antioxidante después de
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gue se someten a los diferentes procesos de coccidon como hervido y asado, con la
excepcion de los no picosos que aumentan su actividad antioxidante. Las pérdidas
de poder antioxidante en los tejidos hervidos estan relacionadas con el area
superficial del producto (Howard et al., 2000).

La actividad antioxidante de los chiles no picosos es menor que la de los
picosos (Howard et al., 2000; Ornelas-Paz et al., 2013). Ademas, para el mismo tipo
de chile en crudo, la actividad antioxidante varia de acuerdo al estado de
maduracion; sin embargo, los reportes todavia no son claros al respecto, ya que
mientras algunos indican que es mayor en el estado verde que en el amarillo o rojo
(Ornelas-Paz et al., 2013); otros indican lo contrario (Howard et al., 2000; Materska
y Perucka, 2005) y otros, que no hay diferencias a lo largo del proceso de
maduracion (Sun et al., 2007). Se han reportado valores de AOX entre 47.9y 376.5
mmol/g expresados en base seca para pimientos verdes y de 54.3 a 376.5 mmol/g
para rojos (Deepa et al., 2007).

Se ha encontrado que los capsinoides presentes en el pimiento son capaces
de aumentar la actividad de la enzima “superdxido dismutasa”, Io que puede explicar

su efecto como antioxidantes (Luo et al., 2011).

Serrano et al. (2010) analizaron la actividad antioxidante tanto en la fase
hidrofilica como lipofilica encontrando que los compuestos responsables de tal
comportamiento se encuentran en mayor proporciéon en la fase hidrofilica. La
diferente composicion de la fases hidréfilica y lipofilica influencia las discrepancias
entre éstas; sin embargo, en ambos casos, los analisis en pimientos maduros rojos
indican una mayor actividad que en verde (Deepa et al., 2007; Guil-Guerrero et al.,
2006). Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, siendo la
prueba de FRAP una de las mas utilizadas por ser econdmica y rapida, a pesar de
sus limitaciones. Este método se basa en la actividad reductora del fierro. La
utilizacion de los método de DPPH y ABTS son ampliamente utilizadas y se basan

en la capacidad para atrapar radicales libres.
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2.3Manejo postcosecha

Al cosechar las frutas y hortalizas se esta desprendiendo de la planta un
producto todavia capaz de sufrir cambios que disminuyan o incrementen su calidad.
Por lo cual el manejo posterior que sufren estos productos debe considerar esta
transcendental cuestién (Puerta-Gomez y Cisneros-Zevallos, 2011). EI manejo
postcosecha involucra varias operaciones enfocadas no solo en el traslado del
producto al consumidor sino también en la conservacion de su integridad y
preservacion de su calidad de acuerdo a su propio comportamiento y caracteristicas

guimicas y biolégicas.

Varios son los trabajos realizados en los que se investigan diferentes
tratamientos postcosecha con la intencion de conservar el color, tamafio y textura
del producto o bien, de evitar el atagque de patdgenos (Jin-Hua et al., 2007; Rao et
al., 2011; Terry y Joyce, 2004); sin embargo, son limitadas las aportaciones en las
gue se tenga como objetivo investigar el efecto de los tratamientos postcosecha en
el contenido de fitoquimicos, méas aun el efecto en los fitoquimicos resultado de la
mezcla de un coctel de FMM. El trabajo de Shafiee et al. (2010) es una aproximacion
al objetivo anterior; no obsante, s6lo evalta el contenido de acido ascorbico

resultado de la imbibicion en agua caliente, acido salicilico o cloruro de calcio.

Como manejo postcosecha en aras de evitar el dafio por frio. al que es
susceptible el pimiento morron, Meir et al. (1995) utilizan varios tipos de bolsas de
polietileno con diferente grado de performacion para evaluar su efecto en la pérdida
de agua y pudricion. Este autor concluye que la utlizacién de bolsas de bolsas de
polietileno con 0.064% o 0.23% de perforacion previene las pérdidas de peso, asi
como la pudricién. Fallik et al. (1994) utilizan peroxido de hidrogeno como
tratamiento postcosecha; no obstante, lo que miden es el deterioro por B. cinerea 'y
A. alternata. Un experimento similar al anterior fue realizado por Bayoumi (2008) en
el que evalua el efecto de la imbibicidn con peroxido de hidrégeno en la pudricion,
pérdida de agua y también vitamina C. Se requiere de la realizacion de mas

experimentos en los que se evaluén otros fitoquimicos ademas del &cido ascorbico.
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2.4 Condiciones de produccion

Los sistemas de manejo de cultivo son: intensivos y extensivos. Se
consideran como cultivos intensivos en pimiento aquéllos en los que, mediante
artificios agronémicos, se obtiene la produccién fuera de su época normal de
aparicion en el mercado, con el objetivo de conseguir mejores rendimientos
econodmicos. Dentro de los sistemas intensivos se tienen el semiforzado y forzado.
En el semiforzado la proteccion climéatica es temporal, aplicandose a fases bien
definidas del ciclo de desarrollo y crecimiento de la planta (usualmente finales del
invierno, principios de la primavera). Por otro lado, en la modalidad de cultivo
forzado, la proteccion es fija y esta presente en todas las fases o periodos vitales
de la planta (Mézner et al., 2012; Nuez Vifals y Ortega, 2003).

Algunas de las técnicas de manejo en el sistema semiforzado implican la
utilizacion de acolchado plastico (mulching) que consiste en la colocacion de un
techo de plastico transparente en el terreno donde se procedera al trasplante (Liang
et al., 2011). Otra técnica utilizada es la cubierta flotante que consiste en un velo
que se coloca sobre el cultivo tras el trasplante, sin armazén alguno que lo soporte
por lo que es el propio cultivo el que lo eleva en su crecimiento. Por Ultimo, estan
los multitineles (protecciones formadas por arcos de distintos materiales sobre las
gue se coloca la cubierta plastica) que se mantienen durante las primeras fases del
cultivo hasta que dejan de ser necesarios cuando las temperaturas son las

adecuadas, consiguiendo acortar el ciclo de cultivo (Nuez Vinals y Ortega, 2003).

El sistema forzado de cultivo de pimiento es en invernadero, el cual es una
construccion cuya estructura soporta un material que permite el paso de la radiacion
solar y con el tamafio suficiente para permitir efectuar las labores de cultivo, acceso
al personal y a los equipos. Algunos de los materiales mas utilizados para la
construccion de invernaderos son polietilenos de baja densidad, polietileno de larga
duracién y termoaislante. Cabe mencionar que el cultivo del pimiento es, junto con
el jitomate, la hortaliza que mas superficie ocupa bajo invernadero. Las principales

ventajas del cultivo de pimiento bajo invernadero son el aumento de precocidad,
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calidad y rendimientos, posibilitando un mayor control de las plagas y enfermedades
(Cruz Huerta et al., 2009; Hernandez-Hernandez et al., 2011).

El manejo extensivo del pimiento se caracteriza por un grado minimo de
modificacion del medio ambiente, existiendo muy poco control sobre el mismo, asi
como sobre la calidad y cantidad de los insumos agregados para estimular,
suplementar o reponer el ciclo de cultivo (M6zner et al., 2012; Nemecek et al., 2011).
En la agricultura extensiva los cultivos estan sometidos a diverso tipos de estrés de
tipo abiotico y bidtico que impacta en la biosintesis de metabolitos secundarios
(Ncube et al., 2012).

Las préacticas agricolas convencional, integrada y organica influencian la
composicion del pimiento, reportandose un mayor contenido de compuestos
fendlicos, carotenoides y vitamina C en los pimientos cultivados utilizando
agricultura organica comparados con aquéllos que se cultivaron empleando
practicas integradas y convencionales (Pérez-Lopez et al., 2007; Pérez-Lopez et al.,
2007). Lo anterior, influye en la actividad antioxidante, ya que son los pimientos
organicos los que reportan el mejor desempefio como atrapadores de radicales

libres.

Es pertinente mencionar que el término de practicas agricolas
convencionales, hace referencia al sistema agropecuario en el que se utilizan
sustancias quimicas sintéticas de manera parcial o total; el término de agricultura
organica, alude a un sistema que trata de utilizar al maximo los recursos de la finca,
dandole énfasis a la fertilidad del suelo y a la actividad bioldgica y al mismo tiempo,
a minimizar el uso de los recursos no renovables y no utilizar fertilizantes y
plaguicidas sintéticos para proteger el medio ambiente y la salud humana. Por
altimo, la agricultura integrada, se refiere a un sistema de produccion agraria a
medio camino entre la agricultura organica y la convencional. La produccion
integrada, a diferencia de la produccion organica, permite la utilizacion de productos

agroquimicos de sintesis (abonos, pesticidas, etc.), si bien se busca hacer un uso
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minimo de los mismos. Cuando estos sistemas se comparan en invernadero, se
excluyen las variaciones debidas al tipo de suelo y clima, lo que hace que los
resultados se deban exclusivamente al tipo de manejo agronémico (Pérez-Lopez et
al., 2007).

Es importante indicar que en aras de detonar la produccion de algunos
metabolitos en las plantas, en paralelo con los manejos agrondmicos, se utilizan
factores moduladores de metabolitos (FMM), los cuales pueden ser condiciones de

estrés o elicitores.

2.4.1 Manejo de cultivo

Las practicas agronOmicas, convencional y organica, impactan en el
contenido de acido ascérbico, carotenoides y fenoles, asi como en el color del
pimiento. Estos compuestos aumentan durante la maduracion, el pimiento rojo es el
gue tiene la mayor cantidad de bioactivos y es todavia mayor en aquéllos chiles
cultivados organicamente. Asimismo éstos exhiben la mayor intensidad de

coloracion (Kim et al., 2010; Pérez-Lopez et al., 2007).

Chassy et al. (2006) reportan que el medio ambiente influencia levemente
el contenido de compuestos antioxidantes como fenoles, &acido ascorbico y
flavonoides y que las practicas agrondémicas no influyen en los niveles de estos
compuestos. Por otro lado, Marin et al. (2009) indican que las practicas agricolas
impactan el contenido de bioactivos en el pimiento y que la hidroponia y manejo
organico pueden ser similares en el contenido de éstos con la ventaja de que el

cultivo en hidroponia presenta un mejor perfil microbiolégico.

Marin et al. (2008) reportan que el AA es mayor en los pimientos cultivados
organicamente y en hidroponia que aquéllos cuyo cultivo fue convencional,
asimismo indican que es mayor en los pimientos maduros rojos que en el estado
inmaduro. Se sefialan diferencias en el contenido de B-caroteno, presentandose en
mayor proporcion en los chiles cultivados en hidroponia; no obstante, el contenido

de compuestos fendlicos no se ve afectado por las practicas agronomicas.
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La produccién de pimiento en México ha experimentado un crecimiento
sostenido y, junto con el jalapefio y serrano, representa un 78% de la produccién de
chile fresco (SAGARPA, 2008), por lo cual, constantemente se busca mejorar su
rendimiento de cosecha y calidad. En aras de satisfacer un renovado interés de los
consumidores por adquirir alimentos con propiedades bioactivas, el uso de FMM,
sefiales que estimulan la aparicion de respuestas defensivas que promueven la
acumulacion de metabolitos secundarios, se ha posicionado como un area de
interés en la produccion de pimiento para dar valor agregado a un producto que per

se presenta beneficios para la salud.

Paradikovic et al. (2011) sefialan que el uso de elicitores mejora el contenido
de vitamina C, fenoles y la actividad antioxidante de pimiento cultivado en
invernadero en hidroponia, por lo que la aplicacion de éstos podria ser considerada
como una estrategia viable para la obtencion de altos rendimientos de los vegetales
con un mejor valor nutritivo y menor impacto sobre el medio ambiente. Todavia hay
mucho por dilucidar sobre el efecto de los elicitores en la produccién de metabolitos
secundarios; sin embargo, algunas de las sustancias mas usadas son el peréxido
de hidrégeno (PH, H202), quitosan (Q), acido salicilico, metiljasmonato, acido
jasménico (AJ), acido absicico y etileno (Zhao et al., 2005). El H202 es una de las
especias reactivas de oxigeno formadas en respuesta al estrés oxidativo por el
ataque de patdgenos y, en consecuencia, es de los primeros mecanismos de
defensa de la planta (Choi et al., 2007).

Las préacticas de fertilizacibn (composteo, vermicomposta, biofertilizantes)
impactan en el rendimiento del pimiento. El composteo es la practica que mejor
funciona para incentivar el crecimiento y rendimiento del pimiento durante la
conversion del cultivo convencional a organico. En los dos primeros afios existe una
reduccion en el rendimiento del cultivo, debido posiblemente a la poca disponibilidad
de nutrientes en el suelo, lo que impacta en un 40% en el precio (Gopinath et al.,
20009).

2.4.2 FMMs (elicitores) y metabolitos secundarios
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Los elicitores son compuestos o0 biofactores de diferentes fuentes que
inducen cambios en la planta. En un sentido amplio, los elicitores activan respuestas
de defensa en las plantas mediante la sintesis de fitoalexinas (Garcia-Mier et al.,
2013; Zhao et al., 2005).

En la actualidad, esta definiciobn, se ha generalizado y aceptado para
cualquier molécula quimica o condicion que pueda estimular mecanismos de
defensa o asociados con la respuesta de defensa en las plantas. Estas moléculas
activadoras hacen referencia a un amplio ambito de compuestos, los cuales pueden
ser derivados a partir de plagas, de plantas u de otros microorganismos, asi como
a partir de preparados biolégicos de origen vegetal o de analogos producidos

sintéticamente (Ruiz-Garcia y Gomez-Plaza, 2013).

La elicitacion es un proceso de sintesis inducida o aumentada de
metabolitos secundarios por parte de las células de la planta para asegurar su
supervivencia, persistencia y competitividad. Existen dos categorias de elicitores:
los elicitores especificos de tipo genético, producidos por los genes avr (avirulencia)
que interactian con las proteinas del gen R (respuesta) de la planta, para
desencadenar una respuesta hipersensible la cual conduce a la muerte por suicidio
de algunas células que bloquean la invasion del parasito en los tejidos de la planta.
Los elicitores generales o no-especificos son sustancias de naturaleza glicida,
lipidica o proteica. Estos inducen una resistencia general efectiva contra una amplia
gama de patdégenos y/o plagas y actian en un rango taxondémico variado de

especies (Henry et al., 2012).

Otra clasificacion de los elicitores es segun su naturaleza: abidticos y
bidticos. Los primeros son moléculas procedentes de material inorganico y los
segundos son aquellos compuestos provenientes de microorganismos Vvivos 0
fragmentos inactivados de éstos, y a su vez los elicitores bidticos se comportan

como.
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Endogenos, si el medio desde donde se produce esta inmerso en el ambiente
intracelular (al interior del tejido del hospedante) de la planta misma o
involucrado en la liberacion de la molécula, como respuesta a la interaccién con
el patogeno.

Exdgenos, cuando la molécula se libera externamente (fuera de la célula del
hospedante), desde los mismos agentes agresores durante los primeros
contactos en la interaccion planta-patogeno. También el inductor exégeno
podria ser un biopreparado que se emplee externamente en aplicaciones
artificiales sobre la planta para inducir respuesta de defensa natural. Por
ejemplo, se ha observado que algunas sustancias producidas normalmente por
células de plantas en respuesta de defensa también pueden provocar el mismo
tipo de respuesta cuando se aplican exdgenamente. Algunos ejemplos de estos
compuestos son el acido jasmonico y su éster metilico (metil jasmonato, MeJa),
asi como el &cido salicilico (AS) y el peréxido de hidrégeno (Riveros Angarita,
2010).

Como ya se mencion0 la elicitacion es una respuesta bioldgica, la cual

consiste en hacer aparecer una sustancia de naturaleza toxica, que forma la propia

planta y normalmente se desarrolla en las siguientes fases:

1)
2)
3)
4)

Se da la sefial y el reconocimiento del elicitor por el receptor.

La transmision de la sefal hasta el gen de defensa.

La induccion del gen de defensa, de la proteina a la respuesta metabdlica.

La produccion de la sustancia de defensa donde se encuentran: el acido
salicilico, el acido jasménico, el etileno, la sistemina, las fitoalexinas, las PAP
(proteinas asociadas a la patogénesis), etc. Todos estos mensajeros sirven
para alertar a las células no infectadas y asi orientar su metabolismo hacia una

resistencia (Mejia-Teniente et al., 2010).

Pocos minutos después de que los elicitores hayan sido reconocidos por un

gen R (distribuidos en mas de un lugar en la célula, algunos situados en el exterior

de la membrana plasmética, donde pueden detectar rapidamente los elicitores,

22



REVISION DE LITERATURA

otros en el citoplasma para detectar moléculas de patégenos), se inician complejas
rutas de sefalizacion que conducen a respuestas de defensa. Un elemento comun
en estas cascadas es un cambio transitorio en la permeabilidad i6nica de la
membrana plasmatica. La activacion de los genes R estimula un flujo de entrada de
iones Ca*? y H*! a la célula y de salida de iones K*1 y CI-L. El flujo de entrada de
Ca*? activa la respuesta oxidativa (produccion de O, H2O, y el radical hidroxilo
OH1), que puede actuar directamente en defensa (matar al patdgeno), asi como en
la sefalizacion de otras reacciones de defensa (muerte celular como parte de la
respuesta hipersensible y también sobre la expresién de genes codificantes para
las enzimas del metabolismo de los polifenoles). En la respuesta hipersensible, las
células que rodean la zona de infeccion mueren rapidamente, privando el patégeno
de nutrientes y evitando su extensiéon. Después de una respuesta hipersensible
satisfactoria, queda una pequefia zona de tejido muerto en el sitio donde se ha
iniciado la invasion, pero impide el resto de la planta se vea afectada. La respuesta
hipersensible con frecuencia esta precedida por la produccion de especies reactivas
de oxigeno (como se ha mencionado anteriormente). Ya que las células proximas a
la infeccion sintetizan una enorme cantidad de compuestos toxicos formados por la

reduccion del oxigeno molecular (Bent y Mackey, 2007).

Los investigadores han aislado mas de 20 genes diferentes de resistencia
vegetal, conocidos como genes R, que participan en la defensa contra hongos,
bacterias y nematodos. Se cree que la mayoria de los genes R codifican receptores
proteicos que reconocen y se unen a las moléculas especificas reconocidas del
patdgeno que se conocen como elicitores e incluyen proteinas, péptidos, esteroles
y fragmentos de polisacaridos procedentes de la pared celular del patégeno,
membrana externa procesos de secrecion. Los productos mismos de los genes R
son casi todos proteinas con un dominio rico en leucina, que se repite de forma
irregular varias veces en la secuencia de aminoacidos. Estos dominios pueden estar
implicados en la unién del elicitor y reconocimiento del patégeno. Ademas, el
producto del gen R inicia las rutas de sefializacion que activan las diversas defensas

contra los patégenos (Bent y Mackey, 2007).
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2.4.2.1 Quitosan

Actualmente los elicitores son ampliamente utilizados para mejorar el
rendimiento de los metabolitos secundarios de las plantas. Entre los elicitores mas
utilizados son los hidratos de carbono sintetizados por hongos y extractos de
levadura (Kim et al., 2005).

El quitosan (Q) es un heteropolisacéarido policationico que consiste en dos
monosacaridos, N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina (Figura 3) unidos por
enlaces glicosidicos B-(1-4). Es preparado a partir de quitina mediante hidrolisis
alcalina del grupo N-acetilo en donde la cantidad relativa de los dos monosacaridos
puede variar, asi que el término quitosan no se refiere a un compuesto definido de
forma exclusiva, sino que simplemente se refiere a una familia de copolimeros con

diferentes fracciones de unidades acetiladas (Amborabé et al., 2008).

HOCH; HO NH, CH:OH

HO

HO NH: CH;OH HO NH;

Figura 3. Estructura quimica del quitosan.

El quitosdn se encuentra en paredes celulares de algunos hongos
(Zygomycetes), y a su vez tiene un efecto inhibidor contra hongos fitopatdogenos ya
gue imita los efectos de algunos microorganismos patdgenos y asi estimula a las
plantas para que sinteticen metabolitos secundarios relacionados con la defensa,
ademas que no presenta efectos fitotoxicos. Por lo tanto, el quitosan se utiliza
ampliamente como un inductor (Chakraborty et al., 2009).

2.4.2.2 Peroxido de hidrogeno
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Las especies reactivas de oxigeno (ERO) a menudo son inducidas en las
plantas bajo diferentes tensiones y desempefian diferentes funciones, a
concentraciones moderadas actian como moléculas de sefializacion provocando la
tolerancia frente a diversas tensiones, el refuerzo de la pared celular, la activacion
de genes (asociados con la acumulacion de metabolitos secundarios, por ejemplo)
y la induccion de compuestos de defensa y en altas concentraciones, la muerte
celular programada. Dentro de las ERO se incluyen al idn superéxido (0%), el radical
hidroxilo ((OH), al oxigeno singulete (O2) y al peroxido de hidrogeno (H202). Esta
tltima molécula es el resultado de una reduccién en dos etapas del oxigeno
molecular, la NADPH-oxidasa cataliza la reduccion de O, a O% el cual es
rapidamente convertido a H202 por una superdxido dismutasa (SOD). La
produccién activa de H202 ocurre principalmente en el espacio apoplastico
(intracelular), pero también puede existir en diferentes compartimientos celulares
como resultado del metabolismo como por ejemplo la fotorrespiracion y oxidacion
de &cidos grasos en los peroxisomas Yy glioxisomas, durante la cadena
transportadora de electrones en las mitocondrias y cloroplastos etc., cabe
mencionar que esta produccion se ve modificada, en respuesta a una amplia

variedad de tipos de estrés biodticos y abidticos (Apel y Hirt, 2004).

El H202 actia como regulador de una multitud de procesos fisioldgicos tales
como la adquisicion de resistencia, el fortalecimiento de la pared celular,
senescencia, la produccion de fitoalexinas, la fotosintesis, la apertura de estomas y
el ciclo celular. Tiene una vida util relativamente larga en comparacién con otras
ERO (1 ms), la caracteristica anterior junto a su pequefio tamafio le permiten
atravesar membranas celulares y migrar de diferentes compartimentos, lo que

facilita sus funciones como sefializador (Petrov y Van Breusegem, 2012).

2.4.2.3 Acido jasménico

Las fitohormonas estan definidas como sustancias organicas que influyen
a bajas concentraciones en los procesos fisioldgicos de la planta tales como el
crecimiento, la diferenciacién, el desarrollo, y la respuesta al estrés abidtico y

bidtico. Entre estos compuestos se encuentran, los reguladores del crecimiento
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tales como auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico y etileno, junto con
las hormonas de defensa que incluyen, el acido salicilico, acido jasménico y el metil

jasmonato (Rohwer y Erwin, 2008).

El acido jasménico hormona vegetal de estrés (AJ) (Figura 4), es una
ciclopentenona que se produce ampliamente en las plantas y su biosintesis
comienza con la liberacion de acido linolénico desde la membrana celular de la
planta y procede con una serie de etapas que implican la lipoxidacion, ciclacion y
B-oxidacion del &cido graso; una manera analoga a la biosintesis de
prostaglandinas (hormonas de accion local) en células de mamifero (Creelman y
Mullet, 1997).
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Figura 4. Estructura quimica del acido jasmonico.

El &cido jasmonico puede transformarse por diferentes rutas incluyendo la
metilacién para formar MeJa, conjugacion con aminoacidos, etc., a estos derivados
se les clasifica dentro del grupo de moléculas de sefalizacién llamadas oxilipinas.
Al ser una hormona vegetal del estrés, el acido jasmaonico juega un papel importante
en el desarrollo y defensa de parte de las plantas contra estrés biético y abiotico. El
AJ enddgeno y demas jasmonatos son compuestos que modulan la sefializacion de
diversos procesos fisioldgicos en las plantas bajo diferentes tensiones tales como
heridas y atagues de patogenos, por lo tanto, el AJ y el MeJa exdgenos han sido
utilizados para inducir metabolitos secundarios tales como alcaloides, terpenoides
y compuestos fenolicos en algunas plantas, algunos de estos estudios se citan a
continuacion (Kim et al., 2005).

2.4.3 Metabolitos secundarios
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Un aspecto metabdlico que distingue el reino animal del vegetal es la
capacidad de las plantas y los hongos para producir sustancias que no son
esenciales para su supervivencia. A esas sustancias se les designa como

metabolitos secundarios (Jeong y Park, 2005).

Las plantas, ademas de metabolitos primarios, tales como carbohidratos,
aminoacidos, acidos grasos, poliaminas, citocromos, clorofilas e intermediarios
metabolicos de las vias anabdlicas y catabdlicas, también producen metabolitos
secundarios, es decir, sustancias que no parecen participar directamente en el
crecimiento o desarrollo, sustancias que no son necesarias para que un organismo
pueda existir como tal, sino que simplemente aportan al individuo que las produce
una ventaja para responder a estimulos del entorno. Algunos metabolitos
secundarios soélo estan presentes en determinadas especies y cumplen una funcién
ecoldgica especifica (Ramachandra Rao y Ravishankar, 2002).

Existen gran cantidad de tipos de metabolitos secundarios en plantas y se
clasifican segun la presencia o no de nitrégeno en su composicion. Los tres grupos
de metabolitos secundarios mas importantes en plantas son los terpenoides,
compuestos fendlicos y los alcaloides (compuestos que tienen nitrégeno en su
estructura). Los terpenoides derivan del isopentenil difosfato (IPP) y se conocen
unos 25,000. Los alcaloides contienen uno o mas atomos de nitrégeno y derivan
principalmente de aminoécidos, de ellos se conocen unos 12,000. Mientras que los
aproximadamente 8,000 fenilpropanoides provienen de las llamadas vias
biosintéticas del shikimato o del malato/acetato (Mazid et al., 2011). A continuacion

se describiran brevemente estos compuestos.

Los terpenoides o isoprenoides, se derivan de la fusién de unidades de
cinco carbonos llamada isopreno (C5) y se clasifican de acuerdo al numero de
unidades de isopreno que los forman. En plantas, los isoprenos basicos para la
sintesis de los terpenos son el isopentenil pirofosfato (IPP) o su isémero dimetilalil

pirofosfato (DMAPP). Por su parte, los alcaloides son compuestos heterociclicos
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gue generalmente se sintetizan a partir de aminoacidos, tales como triptofano,
tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina, solos o combinados con terpenoides.
Finalmente, los fenilpropanoides son compuestos que se caracterizan por tener en
su estructura un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos y se sintetizan a
partir de un precursor comun, el acido cinamico, derivado de la fenilalanina por la
actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa. Debido a su fitoxicidad se
almacenan en las vacuolas de las plantas o bien se encuentran ligados a la pared

celular (Sepulveda-Jiménez et al., 2004).

2.5Procesado

El pimiento, en sus diferentes estadios de maduracion, es una fruta que ha
ganado popularidad, ademas de por sus atributos de color, pungencia y aroma, por
la abundancia y tipo de fitoquimicos que contiene, el cual se ve afectado por los
tratamientos culinarios. En este contexto, es relevante conocer el tipo de
compuestos benéficos para la salud presentes en el chile pimiento, asi como su
concentracion y la actividad antioxidante total que gobierna su efecto benéfico en la
salud. No obstante, siendo mas rigurosos, no solo interesa conocer los beneficios

del producto en crudo, sino también una vez procesado culinariamente.

El chile pimiento se consume tanto crudo como cocinado. Los diferentes
tratamientos culinarios producen modificaciones en los atributos sensoriales del
producto, pero también afectan el contenido nutrimental y de compuestos bioactivos
del alimento. Un ejemplo de los cambios que ocurren durante el cocinado es la
reduccion del acido ascoérbico debido a su termolabilidad y solubilidad en el agua;
los tratamientos en microondas y en aceite reportan una menor reduccion en el
contenido de vitamina C. El asado causa mayores pérdidas de acido ascoérbico en

el pimiento que el hervido (Ornelas-Paz et al., 2013).
El contenido total de carotenoides (CTT), responsables de la coloracién de
los chiles, se reduce después del hervido (Wahyuni et al., 2011), siendo los chiles

no picosos, como el pimiento, los que presentan las mayores pérdidas. También, la
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actividad antioxidante de los vegetales se reduce por el procesado térmico en medio
acuoso lo cual se atribuye a la pérdida en el agua de coccion de antioxidantes como
el &cido ascorbico y polifenoles (Chuah et al., 2008). El asado reduce, al igual que
el hervido, e incluso en mayor proporcion que éste, la actividad antioxidante de los
chiles picosos, no asi la de los dulces. Cabe mencionar que la coloracion del chile
pimiento (verde, rojo, amarillo, naranja) influencia no solo su contenido de
fitoquimicos sino también su capacidad antioxidante, la cual se ve poco afectada

por la coccién del producto al vapor, en aceite 0 en microondas (Sun et al., 2007).

El contenido total de polifenoles también se ve afectado por el procesado
(Sun et al., 2007). La reduccion de polifenoles es menor en la coccion al vapor, en
aceite 0 en microondas comparada con aquélla que se realiza en medio acuoso. En
lo que respecta al contenido de capsaicinoides, el hervido, reduce moderadamente
su contenido en el pimiento mientras que el asado lo incrementa (Ornelas-Paz et
al., 2013).

Una de las formas de mayor consumo del chile pimiento es deshidratado,
proceso que aumenta la actividad antioxidante del pimiento y que reporta diferencias
por los diferentes tratamientos de deshidratacion: microondas y al sol (Arslan y
Ozcan, 2011).
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CapPiTuLo 3

. METODOLOGIA

3.1 Materiales
3.1.1Equipo

A continuacion se enumera el equipo con el que se realizaron las pruebas

descritas en esta seccion.

Lector de microplacas (Multiskan Go model 51119300; Thermo Scientific, Vantaa,
Finlandia), licuadora 2 L (Tapisa), centrifugas refrigeradas (Orbit 1000 model S2030-
1000; Labnet, Woodbridge, NJ, USA y Velocity 14R; Dynamica, Salzburgo, Austria),
sonicador (ElIma E30H), microplacas de 96 pozos (Corning), micropipipetas de 20,
200, 1000, 5000 y 10000 pL (Brand), micropipeta multicanal de 30-300 y 10-100 pL
(Brand), plato caliente con agitacion (Thermo Scientific Cimarec), vortex (Science
Med MX-F), estufa 30-110°C (Terlab), pHmetro (Hanna HI207), congelador (Torrey),
refrigerador (Torrey), ultracongelador (Thermo Scientific Revco Plus y VWR Modelo
5715), Espectrofotometro (Thermoscientific Genesys 10S UV-Vis), HPLC/MS
(Agilent serie 1200/8120), GC/MS (Agilent serie 7890A/5975C), agitador orbital
(Labnet Orbit 1000), bafio recirculador (Polyscience), liofilizador (Labconco
Freezone 2.5), rotoevaporador (Heidolph “The collegiate”), bascula (Ohaus Pioneer
y Ohaus Scout Plus), matraz de filtracion de 1 L (Millipore), bomba de vacio (KNF),
colorimero (Minolta CM 2002), refractometro (Atago).

3.1.2 Materia prima

Pimiento morrén (Capsicum annuum L.) variedad Fascinato (rojo) de
Syngenta®, el cual se eligié por ser una variedad apta para el cultivo en invernadero,
ademas de que por experiencia previa, el pimiento rojo, es el que presenta el mejor

perfil en los metabolitos estudiados.

3.1.3 Reactivos
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Los reactivos utlizados son de las marcas Sigma®, J.T. Baker® y Fermont®

y son los que a continuacion se enlistan.

Reactivo de Folin-Ciocalteau, metanol RA y HPLC (CH40), vainillina
(CsHs03), acido clorhidrico (HCI), (+)-catequina (CisH140s), carbonato de sodio
(Na2CO:3), agua destilada, desionizada y HPLC (H20), acido galico (C7HeOs), rutina
(C27H30016), 2-aminoetildifenilborato (Ci14H16BNO), hexano (CeHi4), acetona
(C3H60), etanol (C2HsO), acetonitrilo HPLC (C2H3N), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH; Ci8H12Ns0g), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(TROLOX; C14H1804), butil-hidroxitolueno (BHT; C1sH240), acido 6-sulfénico-2,2"-
azino-bis-3-etilbenzotiazolina (ABTS; Ci18H18N406S4), dihidrocapsaicina
(C18H29NO3), capsaicina (C1gH27NO3), capsiato (CisH2604), &cido metafosforico
(HPO:s3), &cido o-fosforico (HsPOs), fosfato de potasio monobésico (KH2POs),
hidréxido de potasio (NaOH), licopeno (CaoHss), B-criptoxantina (CsoHseO), a-
tocoferol (C29Hs002), luteina (CaoHs602), zeaxantina (CaoHseO2), B-caroteno
(CaoHse), N,O-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA; CsH1sFsNOSI>), quitosan
(B-(1-4) D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina), acido jasmonico (C12H1s803),
peréxido de hidrégeno (H2032), acido acético glacial (C2H40>), hidréxido de sodio
(NaOH), a-amilasa, acido 3,5—dinitrosalicilico (DNS), tartrato de sodio y potasio
(KNaC4H40s), almidon, fosfato de sodio monobéasico (NaH2PO4), maltosa, acido
ascorbico (CeHsOs), acido férmico (CH207), estandares polifenoles (acido
clorogénico, apigenina 3-glucésido, isoquercetina, luteolina 3-glucésido), hidréxido
de potasio (KOH).

3.2 Métodos

Para la caracterizacion fisicoquimica y proximal se llevaron a cabo los
siguientes analisis. El analisis de lipidos, proteinas, cenizas, humedad y fibra se
llevaron a cabo segun la AOAC (1995), de acuerdo a las referencias 983.23, 950.48,
940.26, 925.09 y 962.09, respectivamente. Los fenoles totales, flavonoides, taninos,

carotenoides, actividad antioxidante (DPPH y ABTS) y la actividad inhibitoria de a-
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amilasa se determinaron mediante métodos espectrofotométricos que se
describiran mas adelante en esta seccidn junto con los métodos cromatograficos
para la determinacion de capsaicinoides, vitamina C (acido ascorbico), flavonoides,
carotenoides y el andlisis no especifico de metabolitos. Adicionalmente, se aborda
la realizacion de los analisis para evaluar la calidad del pimiento en términos del
color, solidos solubles y pH, asi como la caracterizacion del suelo utilizado para
elaborar el jugo de suelo (seccion 3.2.2 mas adelante) y la realizacion de las

mediciones morfolégicas.

3.2.1 Cultivo de pimiento

El cultivo de pimiento tipo blocky rojo (variedad Fascinado de Syngenta®)
se realizé del 14 de marzo al 19 de septiembre de 2013 en un invernadero
automatizado de la Universidad Autonoma de Querétaro en el Campus Amazcala
ubicado en el municipio de El Marqués en el Estado de Querétaro (longitud 100°16’
oeste; latitud, 20° 42’ norte; altitud, 1920 m). El invernadero tuvo las siguientes
caracteristicas: 50 m de largo por 10 m de ancho y 5 m de alto, tipo tunel con
paredes rectas, con dos ventiladores, un extractor, un calefactor y una pantalla
térmica. El invernadero se mantuvo con temperaturas de dia y de noche de 37 y
13°C, respectivamente. La humedad relativa oscilé entre 50-55%. La radiacion fue
de 74372 W/m2,

La germinacion de las semillas se realizo en charolas de poliestireno de 160
cavidades, colocando una semilla por cavidad con vermiculita y peat moss en una

camara de germinacion que se mantuvo a 27°C con una humedad relativa del 70%.

El transplante se efectio 77 dias después de la emergencia (DDE), en fibra
de coco, cuando las plantulas habian formado de dos a tres hojas verdaderas. Se
utilizé para el riego un sistema de riego por goteo. Se comenzo irrigando
aproximadamente 400 mL por planta hasta alcanzar un méaximo de 1.3 L. El riego

se realizd veintinueve veces en el dia cada treinta o sesenta minutos.
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La solucién nutritiva que se utiliz6 cambio a lo largo de cinco etapas segun
el estadio del cultivo (Cuadro 1 y Cuadro 2). El pH de la solucion de mantuvo en
un rango de 5.5-6.5 y la conductividad eléctrica, de acuerdo a la fase de la solucion,
estuvo entre 1.8-2.3 mS/cm. Adicionalmente, segun las recomendaciones del

fabricante, se aplicé Fungi Q, Nutri Q y Q calcio de la empresa Quimcasa®.

Cuadro 1. Composicién de la solucion nutritiva.

Compuesto * Cantidad (g) ?

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5
Ca(NO3): 919 1777 2022 2493 2493
CacCl 29 49 49 49 49
KNO3 607 1011 1011 1011 1011
K2SOq4 279 466 800 800 1446
Mg(NO3). 0 0 0 10 408
MgSO4 317 435 458 518 195
H3PO43 4759 791 791 791 791
Micronutrientes 45 45 454 45 45

(Librel Mix®) 4

1 La preparacién debe realizarse disolviendo en tanques separados los compuestos que contengan
calcio de los que no para que, una vez disueltos, se mezclen.

2 Las cantidades presentadas son para preparar 5000 L de solucién nutritiva. El acido fosférico tiene
una densidad de 1.685 g/mL.

3 Tener cuidado al momento de adicionar el acido. Poner el acido al agua.

4 En carencia de los micronutrientes se aplican 20 g de quelato de fierro.
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Cuadro 2. Concentracién de la solucién nutritiva por elemento en ppm.

Compuesto Cantidad (ppm)
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5

N 80 89 95 114 148

P 50 50 50 50 50

K 120 120 150 150 208

Ca 80 92 104 127 127

Mg 40 40 40 48 48

S 56 56 56 56 56

Cada quince dias las plantas se asperjaron, segun el tratamiento, con AJ,

PH y Q. Asimismo en un tratamiento se utilizé jugo de suelo (ver 3.2.2).

Las plantas se manejaron con el crecimiento de todos sus tallos a dos vias.

El tutorado se efectu6 con cordeles de rafia sostenida sobre alambre sujetado en la

estructura del propio invernadero. La densidad de plantas fue de 4 plantas/m?, el

arreglo fue de cuatro plantas por cama, 200 plantas por hilera con separacion entre

planta y planta de 30 cm y entre hileras de 1.3 cm.

Se utilizé un disefio experimental de blogques completos al azar con veinte

tratamientos y tres repeticiones. El arreglo fue tres factores con cuatro niveles. Cada

unidad experimental estuvo conformada por 10 plantas de pimiento. Como control

las plantas se rociaron con agua.
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La estructura de tratamientos se realizé de acuerdo al Plan Puebla (Turrent

y Laird, 1975) segun el Cuadro 3.

Cuadro 3. Tratamientos aplicados al cultivo (coctel de FMM).

Tratamiento Descripcion Lugar de
aplicacion
AJ (UM) PH (mM) Q(%)
T1 0.1 225 0.5 Foliar
T2 0.1 225 0.75 Foliar
T3 0.1 27 0.5 Foliar
T4 0.1 27 0.75 Foliar
T5 1 225 0.5 Foliar
T6 1 225 0.75 Foliar
T7 1 27 0.5 Foliar
T8 1 27 0.75 Foliar
T9 0.01 22.5 0.5 Foliar
T10 10 27 0.75 Foliar
T11 0.1 18 0.5 Foliar
T12 1 36 0.75 Foliar
T13 0.1 225 0.05 Foliar
T14 1 27 1 Foliar
T15 1 27 0.75 A toda la
planta
T16 1 27 0.75 En fruto
cosechado
verde
T17 1 27 0.75 Se aplicéd
también
jugo de
suelo
T18 1 27 0.75 En fruto
cosechado
maduro
T19 (control) 0 0 0 Agua
T20 1 27 0.75 Foliar a
partir de la
floracion

Los tratamientos se distribuyeron en el invernadero segun el Cuadro 4 .
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Cuadro 4. Distribucién de tratamientos en el invernadero.

Linea 1 Linea 2 Linea 3
T15 T1 T19
T11 T3 T11
TT9 T15 T17
T18 T10 T2

T2 T6 T14
T20 T19 T8
T13 T16 T4

T8 T13 T5

T4 T20 T10

T5 T18 T18
T17 T5 T3
T14 T17 T16

T1 T4 T1
T16 T8 T15

T3 T11 T6

T7 T12 T9

T6 T14 T7
T12 T2 T13
T10 T7 T20
T19 T9 T12

La recolecciéon del producto se realiz6 de acuerdo a la maduracion del
pimiento. Los pimientos se llevaron al laboratorio en cajas de plastico, se lavaron
con agua corriente y se dejaron a temperatura ambiente por un dia. Posteriormente
se procesaron, se congelaron con nitrégeno liquido y se molieron con hielo seco.
Las muestras se conservaron a -70°C hasta su analisis de a-amilasa, flavonoides,
carotenoides, actividad antioxidante, &cido ascorbico, capsaicina, fenoles totales y
taninos en el pimento fresco, deshidratado, frito, hervido, hervido en microondas y

asado.
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3.2.2 Jugo de suelo

Se colect6 suelo de un terreno de siembra. A 100 g de suelo se le adicion6
1 L del extracto que se preparo de la siguiente manera. A 500 mL de agua destilada
se le adicionaron 5.7 mL de &cido acético glacial y, posteriormente, 65 mL de
hidroxido de sodio 1 N. Esto se aforé a 1 L con agua destilada. El jugo de suelo se
aplicé en dosis de 10 mL/planta. Este procedimiento se realizé siguiendo de forma
parcial lo indicado en la NOM-053-ECOL-1993 (1993).

3.2.3 Andlisis de suelo

Los analisis del suelo los llevé a cabo el INIFAP de Celaya de acuerdo a
los métodos descritos en el APENDICE I.

3.2.4 Mediciones morfoldgicas

Cada quince dias, comenzando el 11 de junio de 2013, se realizaron
mediciones morfologicas que incluyeron diametro basal de tallo, largo de tallo,
namero de nodos, frutos y flores y largo y ancho de hoja. La hoja que se midio fue
la tercera hoja del primer piso. Los nodos se midieron s6lo en una via. Las
mediciones se realizaron con un flexdmetro y un vernier. El area foliar fue calculado
usando la ecuacién AREA (cm?) = 0.61906*LW + 0.2060*W2— 0.5142*W, donde L
es el largo de la hoja y W el ancho (De Swart et al., 2004)

3.2.5 Colectay conservacion de materia vegetal

Se tomaron muestras de chiles de diferentes plantas de un mismo
tratamiento, las cuales inmediatamente después de recoleccion se trasladaron al
laboratorio en cajas de plastico. Los chiles se lavaron a chorro de agua, se secaron
y se repartieron para los diferentes procesados culinarios (fresco, deshidratado,
frito, asado y hervido convencional y en microondas). Los pimientos que se
analizaron en fresco se cortaron en tiras homogéneas (se deseché el pedunculo y
semillas), se envolvieron con papel aluminio y se congelaron en nitrégeno liquido
para posteriormente molerse en licuadora junto con hielo seco. Se guardaron en
refrigeracion a -70°C. Algunos pimientos se cortaron en tiras, se les quitaron las

semillas y se pusieron a secar en horno a 60°C por tres dias. Posteriormente se
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molieron con una licuadora y se conservaron en bolsas de polietileno perfectamente

selladas a temperatura ambiente resguardadas de la luz.

3.2.6 Procesado culinario

Los chiles fueron sometidos a diferentes procesados culinarios:
» Hervido en proporcion 1:2 p/p a 94°C en un recipiente tapado por cinco minutos.
* Asado en comal a 210°C por un tiempo entre 8-10 minutos.
* Hervido en microondas en proporcion 1:2 p/p en un recipiente de plastico
cubierto con plastico por cinco minutos.
» Deshidratado en horno por tres dias a 60°C.
* Freido de 250 g de producto en 5.0 mL de aceite por cinco minutos. Primero se

precalento el aceite en el sartén por 1 minuto.

Los chiles que se sometieron a las diferentes cocciones se cortaron en tiras
y se desecharon las semillas, excepto el tratamiento de asado en el que se sometio
a coccién el pimiento entero y posteriormente se desechd el exterior quemado.
Después del tratamiento, las tiras de pimiento se envolvieron con papel aluminio y
se congelaron en nitrdgeno liquido para posteriormente molerse en licuadora junto
con hielo seco. Se guardaron en refrigeracion a -70°C. Anteriormente se expuso

cémo se almacend el pimiento deshidratado.

3.2.7 Extraccion metandlica

La extraccion se realizd de acuerdo a la metodologia descrita por Cardador-
Martinez et al. (2002) colocando 1 g de muestra fresca o deshidratada en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL y se adicionan 10 mL de metanol. Se cubrié la muestra con
papel aluminio y se agité durante 24 h en un ambiente fresco (de preferencia en un
cuarto con aire acondicionado). Se centrifugé a 10000 rpm por 10 min a 4°C,
desechando la pastilla formada, quedando el sobrenadante. Se almacend en
congelacion (-20°C) protegida de la luz por maximo 48 horas. La extraccion puede
realizarse también en tubos Falcon de 50 mL y poner en agitacion orbital por 24

horas.
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3.2.8 Evaluacion de la calidad del fruto

La calidad del fruto fue evaluada en términos del contenido de solidos
totales, pH y color. Para la medicion de solidos totales se cortaron cuadritos de fruto
de 1 cm*1 cm, los cuales se pusieron en una tela de manta de cielo para exprimirlos
y poner el jugo en un refractometro. La medicion fue realizada a temperatura
ambiente. Para la medicién de pH se mezclaron 20 g de pimiento con 20 mL de
agua. Las mediones de color se realizaron por triplicado con un colorimetro Minolta,
CR-200 (Atlanta, Georgia, Software: Spectral Magic version 1.01). El color se
determino segun la escala CIELAB donde L mide la luminosidd en rago de 0 a 100
(de negro a blanco), a* puede tener valores positivos (rojo) o negativos (verde) y b*
valores positivos (amarillo) y negativos (azul) (Figura 5).

+L
+b +a

P e Y

-b

\ J

Figura 5. Escala CIELAB.

3.2.9 Analisis espectrofotométricos

3.2.9.1 Taninos condensados

La cuantificacion de taninos condensados se hizo de acuerdo a la
metodologia descrita por Feregrino-Pérez et al. (2008) en microplaca. Este método
se basa en la condensacion de la vainillina con la proantocianidina en solucion
acida. La vainillina protonada, un radical electrofilico débil, reacciona con el anillo
flavon en la posicién 6 u 8 del polimero del tanino condensado (APENDICE II).
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Se realizé una curva de calibracién utilizando concentraciones de 0.8, 0.6,
0.4, 0.2y 0.1 mg/mL de (+)-catequina. La curva se realizé por duplicado, se calculd

la media de absorbancia y se determindé la ecuacion de la recta y la R2.

Se colocaron 50 pl de cada concentracion en la celda de 96 pozos por
quintuplicado. Se adicionaron 200 ul de la solucién 1:1 de HCI 8%:vainillina 1%.
Deben adicionarse de 50 pl en 50 pl a cada uno de los pozos y repetir la operacion
hasta completar los 250 pl. Al blanco se le adicionaron 50 pl de metanol mas 200 pl
de HCI 4%.

Para la muestra se tomaron 50 pl del sobrenadante (muestra-extracto
metanolico) y se colocaron en los pozos. En seguida, se adicionaron 200 ul de la
solucion 1:1 de HCI 8%:vainillina 1%. Se adicionaron de 50 pl en 50 pl en cada uno
de los pozos hasta completar los 200 pul, protegiendo las muestras de luz y oxigeno.
El blanco se preparé de igual manera que para la curva de calibracion.
Posteriormente, se leyo la absorbancia con filtro de 492 nm (Multiskan Go model
51119300; Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia). Los resultados se compararon con
la curva de calibracién y se expresaron como mg de (+)-catequina por gramo de

muestra seca o fresca.

3.2.9.2 Fenoles totales

Se determinaron segun el método de Folin-Ciocalteau. Se realiz6 una curva
de calibracién para la cual se prepararon las siguientes soluciones. Para la solucién
de Na>COs al 20%, se pesaron 5 g de carbonato de sodio y se disolvieron en 20 mL
de agua destilada, se sonic6 hasta disolver completamente y se aforaron a 25 mL.
Para la solucion de acido géalico 0.1 mg/mL, se tomaron 10 mg de &cido gélico y se
aforaron a 10 mL con agua destilada. De esta solucion se tom6 1 mL y se aforo con
10 mL de agua destilada. Se rotularon microtubos de 2 mL y se les adicion6 a cada
uno la cantidad necesaria de la sustancia de acuerdo al Cuadro 5. Los tubos se

agitaron en vortex y posteriormente se dejaron reposar 2 horas en la oscuridad.
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Después del reposo, se transfirieron por triplicado 200 pL de cada tubo a celdas de

96 pozos. Se leyo en espectrofotdmetro a una A=750 nm.

Cuadro 5. Distribucion de compuestos para la curva de calibracion para la determinacién
de fenoles totales.

Tubo Solucién acido Agua destilada Reactivo Na2COs
galico (ul) () Folin-
Ciocalteau
0 0 500 250 1250
1 20 480 250 1250
2 40 460 250 1250
3 60 440 250 1250
4 80 420 250 1250
5 100 400 250 1250
6 120 380 250 1250
7 140 360 250 1250
8 160 340 250 1250

Para la cuantificacion de fenoles totales se tomaron 40 puL del extracto
metandlico y se adicionaron 460 pL de agua destilada, 250 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteau y 1250 pL de NaCOs. Se dejo reposar por 2 horas en oscuridad para
posteriormente, transferir por triplicado 200 pL de cada tubo a celdas de 96 pozos.

Se leyo en espectrofotbmetro.

3.2.9.3 Flavonoides

La determinacion de los flavonoides totales se llevé a cabo siguiendo la
metodologia descrita por Oomah et al. (2005). Se realiz6 una curva de calibracion
para la cual se colocan 50 pl de cada una de las concentraciones (200, 150, 100,
50, 25, 10, 5y 2 ug/mL de rutina) por triplicado. Se adicionaron 180 pl de agua
destilada o metanol (se utilizd metanol), e incorporaron 20 pl de solucion 2-

aminoetildifenil borato 1%. El blanco se realizé con 230 pl de metanol y 20 pl de 2-
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aminoetildifenilborato 1%. Se leyd en espectrofotometro Multiskan Go (model
51119300; Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia) a una A=404 nm.

Para la cuantificacion de las muestras se tomaron 50 ul del extracto
metandlico de la muestra (sobrenadante), se adicionaron 180 ul de agua destilada
y 20 ul de solucién 2-aminoetildifenilborato al 1%. Se ley6 la absorbancia a 400 nm.
Los resultados son interpolados a la curva del estdndar y son expresados como ug
equivalentes de rutina por gramo de muestra seca o fresca. Las pruebas se

realizaron por triplicado al igual que el blanco.

3.2.9.4 Carotenoides

Para la preparacion de la muestra se pesaron 2.5 g de chile fresco, los
cuales se mezclaron con 20 mL de mezcla de solventes (hexano:acetona:etanol,
5:2.5:2.5). Se agit6 la muestra 24 horas protegida de la luz. Se centrifugé a 14000
rpm por 10 min a temperatura de 4°C. Se realizo la dilucion de 100 pL de muestra
mas 2.9 mL de la mezcla de solventes. La lectura se realiz6 en espectrofotbmetro
UV-Vis en modo de barrido de 400 a 750 nm.

La concentracion de -caroteno se calculo de la siguiente manera:

Carotenoides totales (mg/100 g de muestra) = % @

donde:
Amax: absorbancia en la cual cada extracto presento la maxima absorbancia.
L: longitud de la celda (1 cm).

f: factor de dilucion (volumen total/cantidad de muestra).

Coeficiente de absortividad: 250 L/g*cm

3.2.9.5 Actividad antioxidante: DPPH
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Se utilizé el método original de Brand-Williams et al. (1995) modificado por
Fukumoto y Mazza (2000) adaptado para su uso en microplaca. Este método se
basa en la disminucién de la absorbancia del radical libre DPPH a 515 nm, ya que
cuando sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcion desaparece, lo que
proporciona un indice para estimar la capacidad del compuesto de prueba para
atrapar radicales por la donacion de hidrogeno, esto es observado visualmente
como la decoloracién del color purpura a amarillo (Figura 6). Para esta
determinacion se preparé una solucion 100 pM de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), 200 pL de esta solucion se adicionaron a 20 pL del extracto
metanolico. Después de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente y
protegido de la luz se leyo la absorbanica de la mezcla a 515 nm. La actividad para
secuestrar radicales del extracto metandlico se determind en base a la disminucion
en los valores de absorbancia y los resultados se expresaron como pmoles
equivalente de Trolox por gramo de muestra fresca 0 seca. Ese valor se interpol6 a
una curva de Trolox de 50-800 uM. Para mas detalles sobre la realizacion de esta
técnica consultar el APENDICE Il y el APENDICE IV.
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Figura 6. Actividad antiradical DPPH.

3.2.9.6 Actividad antioxidante: ABTS
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El método fue desarrollado usando el 2,2’-azinobis-acido-6-sulfénico-3-
etilbenzotiazolina (ABTS) modificado para ser elaborado en microplaca de 96
pozos. Una alicuota de 20 pL del extracto se mezclé con 230 pL de una solucién de
ABTSe* 7 mM previamente preparada. El control incluyo todos los reactivos excepto
el extracto. La absorbancia fue leida a 754 nm en un lector de microplacas. Los
resultados para la actividad antiradical del ABTS se expresaron como pmoles

equivalentes de Trolox por gramo de muestra fresca o seca.

3.2.9.7 Ensayo de inhibicién de a-amilasa

La solucion enzimatica fue preparada con a una concentracién de 1
unidad/mL en un volumen de 500 mL de agua desionizada fria. Para este ensayo,
500 pl de almidon (1%), previamente llevados a ebulliciéon junto con un buffer de
fosfato 20 mM por 15 minutos, fueron mezclados con 500 ul de inhibidor y se
permitié alcanzar el equilibrio a 25° C por 15 minutos. La reaccion fue iniciada con
1 mL de solucion enzimatica. Toda la mezcla fue incubada a 37° C por 3 minutos.
Pasado este tiempo, se detuvo la reaccion por adicion de 1 mL de solucion de DNS
(96 mM de acido 3,5—dinitrosalicilico, tartrato de sodio y potasio). La mezcla fue
llevada a ebullicion en un bafio de agua por 15 minutos y luego enfriada en un bafio
de hielo por 5 minutos. Finalmente se diluyé con 4 mL de agua desionizada y se
realizo la lectura de las absorbancias a 540 nm.

Los porcentajes de actividad de a-amilasa fueron calculados con la
siguiente férmula, teniendo en cuenta los valores de las respectivas absorbancias:

B-D
~— %100 )

% actividad =

donde:

B: absorbancia de la muestra
D: absorbancia del blanco (sin enzima)
A: absorbancia del control 1 (sin inhibidor)

C: absorbancia del control 2 (sin inhibidor y sin enzima)
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3.2.10  Andlisis cromatograficos
3.2.10.1 Capsaicinoides

Se hizo una extraccion doble por tratamiento. Para ello se tomaron 5 g de
muestra y 10 ml de acetonitrilo grado HPLC en tubos de plastico de 50 mL. Los
tubos estuvieron durante tres horas en bafio de agua a 60°C, sonicandose y
agitandose cada 30 minutos con un vortex. El sobrenadante se centrifugd a 8000
rpm por 10 min a 4°C. Posteriormente se filtro a través de acrodiscos de polietileno
con tamafio de poro de 0.45 um. Los extractos resultantes se colocaron en viales
de vidrio &mbar y se mantuvieron en refrigeracion (-20°C) hasta el momento del

analisis.

Las muestras se analizaron en un sistema HPLC/MS (Agilent Serie 1200,
6120 Quadrupole), el cual tiene una bomba cuaternaria (G1311A), detector UV-Vis
y automuestreador.

Se utilizé una columna Agilent C18 empacada con particulas de 5 um de
diametro (Eclipse Plus), 4.6x150 mm. La fase movil fue acetonitrilo:agua ambas
grado HPLC, en una relacién 70:30, las cuales se filtraron al vacio a través de una
membrana de 0.2 um de poro. El tiempo de analisis fue de treinta minutos. La fase
movil con flujo de 0.8 mL/min isocratico. La temperatura de la columna fue de 25°C.
Se inyectaron 20 pL. La identificacion y cuantificacion de la capsaicina y
dihidrocapsaicina se llevo a cabo mediante la utilizacion de estandares externos
grado HPLC con un detector de arreglo de diodos a una A= 280 nm. Para la
elaboracion de la curva de calibracién se prepararon soluciones de los estandares
de capsaicina y dihidrocapsaicina a concentraciones de 0.1, 1, 3,5, 7y 10 mg/L en
acetonitrilo grado HPLC, las cuales se corrieron bajo las mismas condiciones de las

muestras.

3.2.10.2 Acido ascérbico

Se hizo una extraccion por tratamiento. Para ello se tomaron 2 g de muestra

y se homogeneizaron con 15 mL de acido metafosforico 4% (se utilizé agua HPLC
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para la preparacion de la solucién) en tubos de plastico Falcon de 50 mL. Los tubos
se sonicaron por cinco minutos y se centrifugaron a 8000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Posteriormente el extracto se filtrd a través de acrodiscos de polietileno con tamafio
de poro de 0.45 um. Los extractos resultantes se colocaron en viales de vidrio &mbar

y se mantuvieron en refrigeracion (4°C) hasta el momento del analisis.

Las muestras se analizaron en un sistema HPLC/MS (Agilent Serie 1200,
6120 Quadrupole), el cual tiene 1 bomba cuaternaria (G1311A) y detector UV-Vis y

automuestreador.

Se utilizé una columna Agilent C18 con particulas de 5 pm de diametro
(Eclipse Plus), 4.6x150 mm. La fase mavil isocratica estuvo compuesta de 0.2 M
KH2PO4 ajustada a pH 2.3 con &cido o-fosforico al 85%, la cual previo a su uso se
filtré al vacio a través de una membrana de 0.2 um de poro. El tiempo de andlisis
fue de seis minutos. El flujo de la fase movil fue de 0.5 mL/min. La temperatura de
la columna fue de 25°C. Se inyectaron 20 pL. La identificacion y cuantificacion de la
acido ascorbico se llevo a cabo mediante la utilizacién de estandar externo grado
HPLC con un detector de arreglo de diodos a una A=254 nm. Para la elaboracion
de la curva de calibracion se prepararon soluciones del estandar a concentraciones
de 230, 180, 140, 100, 75, 50, 30, 20, 10 y 1 mg/L en &cido metafosférico, las cuales

se corrieron bajo las mismas condiciones de las muestras.

3.2.10.3 Flavonoides

Los flavonoides fueron analizados de acuerdo a Neugart et al. (2014) con
pequeiias modfiicaciones. 10 mg de material liofilizado y molido se extrajeron con
600 pL de metanol 60% a 20°C. Las muestras se mantuvieron en agitacion en un
plato con agitacion por 40 min, posteriormente fueron centrifugadas a 4500 rpm a la
misma temperatura por 10 min. Se recolecto el sobrenadante en un tubo Eppendorf.
El proceso se repitié dos veces mas con 300 pL de metanol al 60% y con agitacion
por 20 min y luego por 10 min. Los sobrenadantes se combinaron y se evaporaron

a sequedad. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion hasta su analisis.
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Para su andlisis, las muestras se resuspendieron en 200 pL de metanol
10%, se centrifugaron en tubos Corning® Costar® Spin-X®. Cada extraccion se
realizd por duplicado. Las muestras asi preparadas, se inyectaron en un equipo
HPLC Agilent 1100 series (Agilent Technologies GmbH, Waldbronn, Alemania) el
cual consistia en un desgasificador, bomba binaria, automuestreador, horno de
columnas y detector DAD. Se utilizé una columna Supelco Ascentis® Express F5
(150 mm x 4.6 mm, 5um, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Alemania). El
flujo fue de 0.85 mL/min y la temperatura de la columna fue de 25°C. El volumen de
inyeccion fue de 10 uL Se utilizaron los siguiente solventes como fase mévil. Fase
A fue acido aceético 0.5% y fase B fue 100% acetonitrilo. Los gradientes utilizados
para la fase B fueron: 5-12% (0-3 min), 12-25% (3-46 min), 25-90% (46-49.5 min),
90% isocratico (49.5-52 min), 90-5% (52-52.7 min) y 5% isocratico (52.7-59 min).
Acidos hidroxicinamios y flavonoides glucosilados fueron determinados a 320, 340
y 370 nm de acuerdo a Schmidt et al. (2010) por HPLC-DAD-ESI-MS" usando un
equipo Agilent 1100 series con un detector de masas de trampa de iones en modo
de ionizacion negativo. Se uso nitrogeno como gas de secado y helio como gas de
colision. El escaneo m/z fue de 200-2000. Se utilizaron &cido clorogénico, luteolina
3-glucésido, isoquercetina y apigenina 3-glucésido como estandares para las curvas
de calibracién, las cuales se analizaron bajo las mismas condiciones que las
muestras.

3.2.104 Carotenoides

Se hizo una extraccion por tratamiento adicionando a 2 g de muestra fresca
500 pL de etanol con BHT, esta mezcla se calent6 en agua a 80°C por 5 min.
Postriormente se adicionaron 10 pL de KOH 80%. Se realiz6 una posterior adicion
de hexano y de la parte superior se tomaron 400 pL. Los cuales posteriormente se
trataron con flujo de nitrégeno para evaporar el hexano y se conservaron a -20°C
hasta su andlisis. Las muestras para su inyeccién en HPLC se resuspendieron en
200 pL de etanol con BHT. Para consultar la extraccidén de carotenoides paso a paso
ver el APENDICE V.
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Las muestras se analizaron en un sistema HPLC/MS (Agilent Serie 1200,
6120 Quadrupole), el cual tiene 1 bomba cuaternaria (G1311A) y detector UV-Vis y

automuestreador.

Se utilizé una columna Agilent C18 con particulas de 5 pm de diametro
(Eclipse Plus), 4.6x150 mm. La fase movil, la cual previo a su uso se filtré al vacio
a través de una membrana de 0.2 um de poro, estuvo compuesta de metanol (A) y
acetonitrilo (B) 45:55% variando el flujo: hasta el minuto 14 se tuvo un flujo de 1
mL/min, posteriormente el flujo fue de 2 mL/min. El tiempo de analisis fue de treinta
y cinco minutos. La temperatura de la columna fue de 30°C. Se inyectaron 20 pL.
La identificacion y cuantificacion de carotenoides se llevé a cabo mediante la
utilizacion de estandares externos grado HPLC a A= 290 y 450 nm. Para la
elaboracion de la curva de calibracion se prepararon soluciones de los estandares
(zeaxantina, luteina, B-criptoxantina, tocoferol, licopeno y B-caroteno) a diferentes
concentraciones las cuales se corrieron bajo las mismas condiciones de las

muestras.

3.2.10.5 Andlisis no especifico de metabolitos

Para la determinacion de metabolitos se extrajeron 10 mg de muestra
liofilizda con 1 mL de metanol. La mezcla se dejo sonicar por 18 horas o hasta
disolverse complemente. Posteriormente, se centrifugd a 8000 rpm por 10 minutos
a 4°C. Se tomaron 950 pL del sobrenadante y se evaporaron con flujo de nitrégeno.
Se conservaron a -20°C hasta su analisis. Para su inyeccion las muestras se
derivatizaron con 50 pL del agente derivatizante N,O-Bis (trimetilsililo)
trifluroacetamida (BSTFA). Los andlisis cromatograficos se llevaron a cabo en un
cromatrégafo de gases equipado con una columna HP-5MS (30 m x 0.25 mm,
0.25um) y un dector de masas (cuadrupolo Agilent 5975C). La inyeccién se realizo
en el modo splittess a 250°C. La temperatura del cromatégrafo de gases fue
programa de la siguiente manera: temperatura inicial de 100°C, posteriormente se
increment6 a 310°C a 40°C/minuto y un tiempo de permanencia de 7.5 min. Se
utilizé helio como gas de acarreo a un flujo de 1 mL/min. El espectrdmetro de masas

se opero en modo TIC a 70 eV. La identificacion de los compuestos fue confirmada
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por los tiempos de retencion del ion blanco y la relaciones iones entre el ion blanco

y el estdndar para cada compuesto.

3.2.11 Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA), con posterior comparacion de
medias (Tukey), segun el caso. Se fijo el nivel de significancia a p<0.05. Se llevo a
cabo analisis de regresion lineal. El software utilizado para el analisis estadistico fue
JMP (Statistical Analysis Systems. 2012. Versién 8.0. Cary, N.C. Statistical Analysis

System Institute).
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CapPiTuLo 4

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Aptitud del suelo para la elaboracion del jugo de suelo

La importancia del suelo tiene que ver con que es en esta superficie donde
el ser humano puede cultivar y crecer sus alimentos. El suelo es un elemento natural
muy complejo que puede presentar muchas variantes dependiendo de la region
geogréfica, de las transformaciones que el ser humano haya aplicado sobre el
mismo, etc. Puede estar compuesto por una seccion rocosa o inorganica para luego
estar cubierto por diversas y muy disimiles entre si capas de otros elementos como
arcilla, arena, o el hummus o tierra organica donde la vida es posible. Esta ultima
capa es la que suele estar en la parte superior del suelo y donde el desarrollo de
diferentes formas de vida es mas probable. Se suele denominar suelo franco a las
partes superficiales del terreno cuya composicién cuantitativa estd en proporciones
Optimas o muy préximas a ellas (Flores, 2012). Es suelo de elevada productividad
agricola, en virtud de su:

- Textura relativamente suelta -propiciada por la arena-
- Fertilidad -aportada por los limos-
« Adecuada retencion de humedad -favorecida por la arcilla

El Cuadro 6 muestra que el suelo utilizado para la elaboracion del jugo de
suelo aplicado a las plantas de pimiento era un suelo franco. Este tratamiento se
aplicé al sustrato donde crecieron las plantas (fibra de coco) con la finalidad de
proporcionar a la planta posibles elementos minerales no identificados que no se
suministran mediante la aplicacidon de soluciones nutritivas y que no estan presentes
en el sustrato utilizado, pero que se estima pueden desempefar un rol esencial en
el crecimiento y desarrollo de la planta; sin embargo, mas adelante se podra
apreciar que la aplicacion de este jugo no presentd efectos significativos en las
variables evaluadas. En el mismo cuadro se indica la composicion del suelo, la cual

es, segun Casanova (2005), tipica de un suelo franco. El suelo franco se cosidera
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apto para la mayoria de las especies de plantas, ya que no se compacta, no se
anega, pero tampoco es excesivamente permeable y se considera tiene una buena

distribucién de nutrientes.

Cuadro 6. Caracteristicas del suelo utilizado para la obtencion de
jugo de suelo.

CARACTERISTICAS DEL SUELO

SUELO FRANCO
PH: 6.72, NEUTRO
COMPOSICION (%)
Arena: 38.20
Arcilla: 14.52

Limo: 47.28

4.2 Caracteristicas morfologicas del pimiento morrén

La elicitation de las plantas es un conjunto de técnicas que tiene como
finalidad inducir o mejorar la sintesis mebolitos secundarios de las plantas para
asegurar su persistencia supervivencia y competitividad. Muchos de estos
productos secundarios tienen uso en la industria farmacéutica y en la produccién de
tests de diagndstico, de fragancias, de aditivos alimentarios y de biocidas en
general. Los elicitores, como se menciono anteriormente, son factores quimicos o
fisicos de variado origen, que inducen cambios no sélo en el metabolismo
secundario del organismo blanco sino también en el primario. Adicionalmente, los
procesos de elicitacion también pueden provocar alteraciones en la morfologia de
la planta. Diversos autores arguyen que la produccion de metabolitos secundarios
mediante la activacion de mecanismos de defensa implica un costo para la planta

que impacta en diferentes caracteres morfolégicos (Conrath, 2009; Redman et al.,
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2001; Zust et al., 2011); sin embargo, en el experimento desarrollado, los resultados
indican que solo el T9 difiere significativamente del control en lo que respecta al
numero de flores. No se encontraron diferencias para las variables de diametro de
tallo, altura de la planta, nimero de nodos, area foliar y peso de fruto (Cuadro 7).
Asimismo, no se encontraron diferencias en el nimero de frutos, cuyo rango en los
tratamientos es de 5.222-7.442. El control tuvo en promedio 5.888 frutos. Los
tratamientos 7, 1, 15, 6, 16, 13, 2, 8, 18, 17 y 9 presentaron un promedio de frutos
abajo del control en tanto que los tratamientos 12, 5, 14, 3, 4, 20, 11 y 10 un nimero
de frutos superior al desplegado por el control. Es de destacarse que el T9 que tuvo
el mayor numero de flores es el tratamiento que exhibié el menor numero de frutos,
posiblemente debido a que se presentaron abortos florales. La Figura 7 muestra
una correlacion lineal positiva entre la altura de la planta y el nimero de nodos (R2
0.87).

Los resultados anteriores concuerdan con lo reportado por Figueroa Pérez
et al. (2014) para Mentha piperita quienes indican que no se encontraron diferencias
con el control en las variables de crecimiento evaluadas (crecimiento de hoja y tallo)
con la utilizacion de H20:2 y acido salicilico a concentraciones de 0.05, 0.10 y 0.50
mM y 0.5, 1.0 mM, respectivamente. Soélo el tratamiento 2 mM con &cido salicilico
presento un incremento de aproximadamente 50% en las hojas y de 77% en el tallo.
Concentraciones similares de SA (105 a 103 M) mejoraron la altura de la planta,
numero de ramas, nodos, hojas, asi como el area foliar en albahaca y mejorana
(Gharib, 2006).

Los resultados anteriores sugieren que existe una concentracién umbral de
los elicitores aplicados, a partir de la cual se presentan diferencias con los
tratamientos control, ya sea inhibiendo o favoreciendo el crecimiento de la planta.
Las concentraciones utilizadas en coctel de elicitores no permitieron evidenciar
diferencias en las variables evaluadas, ya sea porque se estuvo por debajo de la
concentracion umbral para perturbar significativamente el metabolismo de la planta

o bien, la combinacién de elicitores pudo detonar varias rutas metabolicas
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favoreciendo un efecto concurrente que finalmente no alteré la morfologia de la planta.

Cuadro 7. Caracteristicas morfolégicas del pimiento morrén como respuesta a diferentes cocteles de FMMs.

Altura de planta (cm) Namero de flores NUmero de nodos Area foliar (cm ?) Peso fruto (g)
Diametro de tallo

Tratamiento (cm)

Control 1.344 + 0111 * 78.000 *+ 10.637 *® 8556 + 2.893 ° 15.667 + 1.284 * 151.873 + 42.002 * 143513 + 31.713 @
1 1.344 + 0.206 84.111 + 7.817 @ 13.000 + 2.713 16.000 + 0.903 =@ 168.111 + 41.841 * 149.800 + 36.329 @
2 1.267 + 0.084 73333 + 9.836 *® 9222 + 3.141 ° 14.667 + 1.040 ° 162.598 + 36.652 * 130.837 + 31.688 @
3 1.278 + 0.144 73.000 * 10.650 * 9.667 * 4.551 15.000 + 1.042 * 178.392 + 35329 139.433 + 39.255 @
4 1.233 + 0.046 ° 77222 + 6.885 * 11556 + 4.626 2 15222 + 0.652 * 169.668 + 31.131 2 135227 + 31.013 @
5 1.244 + 0.062 ° 73444 + 7610 ® 9556 + 5.008 * 15.111 + 0611 @ 148.901 + 21.308 ° 133497 + 32150
6 1.267 + 0.068 2 72889 + 5201 ° 8.889 * 4.009 ° 15.111 + 0.507 * 159.168 + 50.632 2 155.717 + 30.733 @
7 1.289 + 0.052 2 79444 + 7177 ® 9.778 + 3976 ® 15.667 + 0.663 ® 161.715 + 37.839 ® 143453 + 29311 2
8 1.278 + 0.089 73.000 = 5764 * 10.333 + 4.081 * 14.889 + 0.584 * 142,150 + 19.430 ° 136.910 + 33249 @
9 1.322 + 0.074 ® 77722 + 5048 ® 14.667 + 2621 @ 15.444 + 0416 ® 183.142 + 33.003 143.307 + 26.108 ®
10 1.256 + 0.132 ° 80.000 + 6.117 @ 10.111 + 3.569 2 15.667 *+ 0.657 * 139.220 + 30.459 ° 148217 + 20.000 @
11 1422 + 0.198 ? 85222 + 12.682 @ 10.333 + 2.833 16.111 + 1.104 =@ 209.213 + 40.754 2 156.753 + 47.619 @
12 1.278 + 0.074 73778 + 6.023 * 10.778 + 3.348 2 15.000 *+ 0.667 * 157.714 + 32.626 * 133567 + 38.000 @
13 1.256 *+ 0.066 ° 74.889 = 4.427 ® 11222 + 2.790 2 15222 + 0536 * 149611 + 39.593 ° 130413 + 31.844 @
14 1.222 + 0.081 ® 76.778 + 6.988 ® 8.778 + 2588 ° 15.444 + 0.887 ® 153.960 + 41269 154557 + 31.758 @
15 1.233 + 0.068 ® 81556 + 8.305 * 8222 + 1.979 ® 15.778 + 0.782 ® 169.702 + 35897 153.967 + 31.305 @
16 1.222 + 0.093 ° 76.111 = 4624 ® 9.778 + 2976 * 15.333 + 0.550 * 165.553 + 20.809 2 125246 + 16.568 °
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0064 ® 72889 + 8804 ° 9778 + 2810 15222 + 0975 @ 157.016
0.062 ® 75889 + 3910 ® 11556 + 2.541 15111 + 0703 @ 152.809
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Figura 7. Correlacion lineal entre nimero de nodos y altura de la planta de pimiento morrén.
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4.3 Andlisis en pimiento fresco
4.3.1Color

El color es una cualidad organoléptica de los alimentos que se aprecia por
medio del sentido fisico de la vista. Suele ser considerado como un factor
psicolégico de aceptacion y un criterio para elegir un alimento. En las plantas, el
color esta determinado principalmente por la presencia de flavonoides, carotenoides
y clorofilas.

El atractivo color rojo del chile pimiento es determinado por la presencia de
carotenoides. Asimismo, este fruto tiene niveles de moderados a buenos de
flavonoides (Deepa et al., 2006). Se midié el color del pimiento mediante las
coordenadas L, a* y b*. Los resultados indican que la aplicacion de los cocteles de
elicitores no incidieron en cambios significativos de color (p=0.05), excepto para los
tratamientos 16 y 18, que corresponden a tratamientos donde el coctel de elicitores
se aplico en estado inmaduro y maduro, los cuales son significativamente diferentes
del control para la variable L. Estos tratamientos tienen un valor menor que el
control. T16 difiere del control para la variable b*, tendiendo a tonos verdes. Para la
variable a* no hay tratamientos que difieran del control; no obstante, T16 y T18
difieren entre si. T16 se ubica en los tonos azules mientras que T18 en los amarillos
(Cuadro 8). Estas caracteristicas estan relacionadas con el estado inmaduro
(verde) en el que se asperjaron los elicitores en el T16, lo cual hace que
inherentemente el color cambie. Uno de los cambios mas evidentes que se
producen en la maduracion del pimiento, es la transicion del color verde de los frutos
inmaduros al rojo de los frutos maduros debido a que que existe una conversion del
cloroplasto en cromoplasto. Con la aplicacion de los elicitores, se observaron
cambios de coloracién en el T16 hacia el tono rojo. Chassy et al. (2006) mencionan
gue el color se relaciona con la madurez, por lo cual suele ser un indicador de
madurez. Los valores encontrados para L y a* son similares a los reportados por

Zaki et al. (2013); no obstante, los valores de b* son menores.
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Un numero de reportes indican que no hay cambios de color después de la
aplicacion de elicitores. Cuvi et al. (2011) no encontraron diferencias en el color del
pimiento después de aplicarles radiacion UV-C (10 kJ/m?) y almacenarlos a 0°C.
Asimismo, Roussos et al. (2009), aunque reportan un incremento en el contenido
de antocianinas de las fresas después de la aplicacion de estimuladores de
crecimiento (extractos de algas, nitrofenolatos y una combinacion de acido
giberélico con fenotiol), no encontraron diferencias en ninguna de las variables de

color evaluadas (L, a* y b*).

Cuadro 8. Variables de color de diferentes tratamientos de elicitacién aplicados al pimiento
morron.

Los valores son la media de tres réplicastdesviacién estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). Las
determinaciones se realizaron en muestra fresca.

Color

CV(%) CV(%) CV(%)
Tratamiento

Control 34.329 + 0.387 * 1.129 28971 + 0441 * 1523 15511 + 0.691 *  0.045
1 35.063 + 0.525 @ 1.497 30.034 + 1855 * 6.177 16.818 + 1.414 *  0.084
2 34552 + 0.254 @ 0.736 28.357 + 1572 * 5542 14938 + 1555 %  0.104
3 34186 = 0.722 @ 2112 27.176 + 1.695 *  6.236 14.085 + 1.522 *  0.108
4 36.492 + 1.233 @ 3.378 31.290 = 0.712 *  2.275 17.953 + 1.946 *  0.108
5 34.843 + 1.380 *? 3.959 29.784 + 1.280 *  4.297 16.232 + 1535 *  0.095
6 35585 + 1616 * 4.542 27886 + 1956 * 7.014 16.072 + 2.957 *  0.184
7 37.463 + 2.027 * 5.412 29.503 + 2557 *  8.668 18.458 + 1.666 *  0.090
8 33.817 + 1589 @ 4.698 27937 + 2124 * 7.601 16.056 + 3.113 *  0.194
9 33.768 + 0.748 @ 2.214 28.963 + 2613 * 9.022 15.729 + 2660 *  0.169
10 36.234 + 1.288 @ 3.553 30520 + 1.464 * 4.796 17.751 + 2.787 *  0.157
11 34.026 + 1.685 *? 4.952 27628 + 2315 * 8.378 14712 + 2559 *  0.174
12 35513 + 0.721 @ 2.029 28.197 + 2652 * 9.404 16.380 + 0.849 *  0.052
13 33.949 + 1.720 ® 5.067 28.793 + 0.697 * 2421 15939 + 0.229 *  0.014
14 35319 + 0577 @ 1.632 29.457 + 1173 * 3.984 16.288 + 0.871 *  0.053
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15 35256 + 1.119 @ 3.173 29.630 + 2.632 * 8.881 16.527 + 2.456 *  0.149
16 28.815 + 2.301 ® 7.984 -7.845 + 2249 P -28.66 12.057 + 4313 ° 0.358
17 33.812 + 2.288 *? 6.766 29.276 + 3.215 * 10.98 15961 + 3.011 * 0.189
18 25374 + 2406 ° 9.482 31661 + 1554 *  4.908 20.138 + 2.651 * 0.132
20 35.308 + 2481 *® 7.027 29.933 + 3.299 * 11.02 16.604 + 3.157 *  0.190

4.3.2 Grados Brix y pH

El Cuadro 9 muestra los resultados de grados Brix y pH del pimiento
sometido a diferentes tratamientos de elicitacion. Los valores de pH no difieren
significativamente del control (4.790) a excepcion del T16 (5.340). Los sdlidos
solubles expresados como grados Brix difieren significativamente del control para el
T18 (9.067). Los cambios en los grados Brix para el T18 estdn en armonia con lo
esperado, ya que las frutas conforme van madurando incrementan su contenido de
azucar, lo cual se traduce en un aumento de los grados Brix (Niklis et al., 2002).
Este tratamiento, al asperjarse el coctel de FMM en postcosecha, tuvo oportunidad
de presentar una sobre maduracion, aunque no se descarta que el resultado se
pueda deber a un efecto de concentracién de solutos debido a un menor contenido
de agua como lo expresa Stefanelli et al. (2010); sin embargo, estos autores también
comentan que algunos incrementos en esta variable no se explican s6lo por un
efecto de concentracion sino a un mecanismo fisiologico. Asimismo, es predecible
gue existan diferencias en el pH entre un pimiento verde y rojo. Lo que llama la
atencion es que el pH en lugar de presentar un valor menor que el rojo, exhibe un
valor mayor, lo cual posiblemente se deba a que algunos acidos como el ascorbico
aumentan con la maduracion del chile (Navarro et al., 2006). Alexandre et al. (2012)
no detectaron cambios en el pH del pimiento morron, berros y fresas tratadas H>O>
1 y 5%. Diversos estudios mencionan que no hay diferencias en el contenido de
sélidos después de la aplicacién de elicitores. Por ejemplo, Fallik et al. (1994)
indican que el tratamiento de uvas con peréxido de hidrégeno disminuye la
indicidencia de Botrytis cinerea en uva, pero no afecta el contenido de solidos

solubles. Asimismo, Roussos et al. (2009) mencionan que la aplicacion de
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estimuladores de crecimiento no impacta la cantidad de solidos solubles. En el
mismo sentido, Moretti et al. (2010) mencionan que el pérsimo tratado con ozono
no presento diferencias significativas con el control en el contenido de solidos
solubles, pH y color. Bautista-Bafios et al. (2003) no encuentran diferencias
significativas en el contenido de sélidos solubles en papayas tratadas con quitosan
0.5y 1.5%. Contrastanto con esto se encuentra lo expuesto por Boonlertnirun et al.
(2010), que reportan un incremento de la concentracion de azlcares en plantulas

de maiz después de la aplicacion de quitosan.

Cuadro 9. pH y grados Brix de diferentes tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento

morron.

Los valores son la media de tres réplicastdesviacion estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). Las

determinaciones se realizaron en muestra fresca.

pH °Brix
Tratamiento CV(%) CV(%)
Control 4790 + 0.020 °® 0.418 5600 *+ 0.170 °® 3.0397
1 4797 + 0.018 °® 0.383 5500 + 0.794 °® 14.437
2 4830 + 0.049 ° 1.016 5.167 *+ 0644 ° 12.466
3 4803 + 0.080 ° 1.671 5633 + 0.709 °® 12.581
4 4890 + 0.156 ° 3.181 6.267 + 1.108 ©® 17.675
5 4830 + 0.014 °® 0.290 6.133 + 1.099 ° 17.911
6 4793 + 0.008 °® 0.170 4533 + 0585 °® 12.897
7 4830 + 0.023 ° 0.482 5467 + 0.607 °® 11.109
8 5.020 + 0.269 °® 5.353 6.167 + 0783 ©® 12.689
9 4847 + 0.052 ° 1.083 4433 + 0.247 °® 5.5623
10 4790 + 0.024 °® 0.505 5867 + 0943 ©® 16.07
11 4820 + 0.007 °® 0.148 6.100 *+ 1.158 ° 18.977
12 4.843 + 0.024 ° 0.498 4867 + 0518 °® 10.634
13 4840 + 0.051 ° 1.054 5500 + 1545 ©b 28.091
14 4847 + 0031 ° 0.647 5700 *+ 0.669 ° 11.736
15 4800 + 0.027 °® 0.563 5.100 + 0378 ©® 7.4141
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16 5.340 + 0.083 ° 1.555 5767 + 0.912 *
17 4813 + 0.016 ° 0.332 6.000 + 1310 *
18 4850 + 0.034 ° 0.692 9.067 + 0.364 2
20 4810 + 0.027 °® 0.568 4933 + 0914 °

4.3.3 Analisis proximal

La composicidn de los chiles analizados en en este estudio (Cuadro 10) es
similar a la reportada en otros estudios (Guil-Guerrero et al., 2006). El contenido de
humedad y proteinas no difiere del control para ninguno de los tratamientos
(p=0.05). El rango de humedad es de 89.955-93.340%. EI T15 en el cual el coctel
de elicitores fue aplicado a toda la planta es el que presenta el menor contenido de
humedad. El rango determinado de proteinas esta entre 1.085-1.410%. Los valores
para esta variable son ligeramente superiores a los reportados por Guil-Guerrero et
al. (2006).

El contenido de lipidos en los tratamientos 2, 10, 11, 13, 14 y 20 difiere del
control ([10.415%) (p<0.05). Posiblemente esto se deba a que el acido jasmobnico
induce la formacion de mas acido jasménico (Zhang y Memelink, 2009), el cual
utiliza como precursor el &cido linoleico y en consecuencia disminuya la
cuantificacion de lipidos. Es notable mencionar que las cenizas, que corresponden
al contenido de minerales, diferen del control Unicamente para el T16 que fue
cosechado en verde y cuyo tratamiento se aplicé en ese estadio. Este resultado
concuerda con lo expuesto por Pérez-Lopez et al. (2007) que encontraron una
mayor concentracion de minerales en el pimiento en estado verde, pero que indican
gue usualmente se reporta lo contrario, concluyendo que la concentracion de
minerales es altamente dependiente del estado de maduracién del pimiento y de las
practicas agricolas utilizadas en su produccion (organica, convencional y organica).
Finalmente, ninguno de los tratamientos diferen del control para el contenido de fibra

cuya presencia en el pimiento se encontré en el rango de 1.210-1.520%.

59

15.82

21.826

4.0194

18.532



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 10. Contenido de humedad, proteinas, lipidos, cenizas y fibra de diferentes tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento
morron.

Los valores son la media de tres réplicastdesviacion estandar. Medias con la misma letra significan que los tratamientos no son
diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). Las determinaciones se realizaron en muestra fresca.

Humedad (%) Proteinas (%) Lipidos (%) Cenizas (%) Fibra (%)
Tratamiento CV(%) CV(%) CV(%) CV(%) CV(%)
Control 91.973 + 0482 0.524 1.263 + 0.094 e 7.457 0.415 + 0.061 @ 14.817 0.688 + 0.059 @ 8.647 1.243 + 0.078 @ 6.268
1 91.728 + 0.186 ac 0.203 1.270 + 0.046 ac 3.597 0.333 + 0.024 abc 7.241 0.553 + 0.028 @ 5.144 1.353 + 0.064 @ 4.699
2 91.530 + 0568 c 0.621 1.325 + 0026 * 1.992 0.245 + 0.052 21.422 0.563 + 0057 * 10.134 1.258 + 0087 @ 6.886
3 90.710 + 0319 ¢ 0.352 1.350 + 0092 6.824 0.293 + 0.035 ac 11.940 0.570 + 0035 * 6.182 1.280 + 0.064 * 5.028
4 91.138 + 0544 ¢ 0.596 1.325 + 0033 * 2511 0.293 + 0.026 ac 8.781 0.565 + 0100 * 17.612 1.520 + 0477 @ 31.395
5 91.078 + 0583 0.641 1.233 + 0.158 @ac 12.781 0.285 + 0.006 a° 33.572 0.660 + 0.078 @ 11.808 1.293 + 0128 @ 9.868
6 91.848 = 0.742 ° 0.808 1.328 + 0.079 @ 5962 0310 + 0.042 *° 13.435 0.555 + 0.061 11.081 1510 + 0.110 @ 7.256
7 91.410 + 0.567 ac 0.620 1.325 + 0126 2 9.496 0.293 + 0.037 abc 12.637 0.670 + 0.061 @ 9.069 1.368 + 0117 =@ 8.586
8 91.540 + 0563 c 0.616 1.245 + 0.058 ¢ 4.663 0.365 + 0.060 ac 16.335 0.588 + 0082 * 13.994 1.265 + 0184 * 14.557
9 91.295 + 0526 @c 0.576 1.223 + 0.051 ¢ 4136 0.310 + 0.060 ac 19.287 0.588 + 0048 8.180 1.308 + 0132 @ 10.128
10 91.475 + 0908 ¢ 0.993 1.233 + 0.084 e 6.830 0.245 + 0.046 " 18.651 0.613 + 0084 13.747 1.423 + 0174 @ 12.262
11 92.715 + 1610 * 1.736 1.085 + 0.097 °© 8.967 0.238 + 0.058 ° 24.430 0.625 + 0103 * 16.536 1.280 + 0.064 @ 5.034
12 93.340 + 1874 @ 2.008 1.155 + 0161 ®° 13.919 0.388 + 0042 * 10.764 0.560 + 0027 ® 4.787 1.210 + 0.098 @ 8.059
13 92.255 + 0421 @c 0.457 1.318 + 0.071 2 5.396 0.263 + 0.070 bc 26.774 0.568 + 0.178 @ 31.410 1.513 + 0240 @ 15.898
14 91.375 + 0789 ¢ 0.863 1.410 + 0.094 2 6.668 0.253 + 0.027 10.771 0.585 + 0045 7.737 1.490 + 0.064 * 4.319
15 89.955 + 2170 °© 2413 1.315 + 0.052 ¢ 3.932 0.308 + 0.053 ac 17.146 0.608 + 0045 7.357 1.448 + 0182 @ 12.591
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16 93.318 = 0943 ® 1.010 1253 = 0.076 >* 6.067 0290 + 0.025 *° 8549 0445 + 0.087 ° 19526 1335 + 0.083 @ 6.185
17 92.363 = 1.206 @° 1306 1295 = 0.073 a%° 5668 0348 + 0.079 2 22622 0538 + 0.046 * 8585 1368 + 0.097 2 7.097
18 91.668 + 1.613 ac 1760 1155 = 0.091 b 7.908 0340 + 0.046 2 13504 0698 + 0.097 2 13.922 1410 + 0145 @ 10.313
20 90.678 + 0106 " 0.117 1.278 + 0.034 c 2.658 0260 + 0.082 ™ 31.688 0553 + 0041 * 7.395 1358 + 0136 2 10.053

4.4 Metabolitos-pimiento fresco
4.4.1 Flavonoides, taninos y fenoles

Las determinaciones de flavonoides y taninos que se realizaron en el pericarpio del pimiento exhiben diferencias
con el control para los tratamientos 16 y 18. El contenido de fenoles se presenta en menor proporcion en el T16 que difiere
significativamente del control (Cuadro 11).

Las préacticas de agricultura intensiva se han enfocado en aumentar el rendimiento y la calidad de los cultivos. Sin
embargo, en afios recientes se ha mostrado interés no solo en aumentar las dos variables anteriores sino en hacer mas
eficientes las practicas agricolas usando invernaderos con un 6ptimo control de la irrigacion, fertilizacion, temperatura,
control de plagas, iluminacion, etc., con la intencién de provocar un estrés controlado en orden de aumentar la produccion
de metabolitos secundarios en los cultivos.

Los resultados de esta investigacion sugieren que la aplicacion de cocteles de elicitores que simulan condiciones

de estrés aumentan el contenido de polifenoles, metabolitos secundarios. No obstante, el mayor incremento se presenta

en los pimientos maduros tratados en postcosecha.
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El pimiento verde presenta el menor contenido de estos compuestos, lo cual
era esperado, ya que son distintos los reportes que indican que los compuestos
fendlicos aumentan con la maduracion del fruto. Por ejemplo, Serrano et al. (2010)
manifiestan que el contenido de compuestos fendlicos se acumula a lo largo de la
maduracion del pimiento y que la aplicacion de nitrofenolatos aumenta la produccion
de estos compuestos. Howard et al. (2000) indican un aumento de los fenoles con
la maduracion en la mayoria de las variedades de chile; sin embargo, Marin et al.

(2004) encuentran el comportamiento contrario.

Aunque la aplicacion del coctel de elicitores pudo haber detonado la
produccién de dichos compuestos, ésta no estuvo por encima del control en el
pimiento verde, las diferencias significativas para este tratamiento se considera son
inherentes al estado de maduracién. Se sugiere realizar un futuro estudio teniendo
un control de pimiento verde. Asimismo, es conveniente evaluar otras
concentraciones de FMM, pues como indican Glowacz et al. (2015) en su estudio
del efecto de la aplicaciéon de ozono en pimiento morrén, se presenta un incremento
con el control en el contenido de fenoles al aplicar concentraciones de 0.1 pmol/mol
pero no hay cambios en concentraciones de 0.3 pumol/mol. Lo anterior sugiere un
efecto de la concentracion de los elicitores en la incremento, decremento o no efecto

en estos metabolitos.

El interés de la cuantificacion de compuestos fendlicos en los alimentos
radica en que ayudan en la prevencidén o tratamiento de enfermedades cronico-
degenerativas (Manach et al., 2004). El contenido de fenoles determindo por el
método de Folin-Ciocalteau y flavonoides para pimiento morron maduro en estado
fresco reportado por Howard et al. (2000) es de 2846 mg/kg y 23.15 mg/kg,
respectivamente. Deepa et al. (2007) reportan valores de fenoles en el rango de
12.5-66.25 mg/100 g de materia fresca. Estos resultados son considerablemente
superiores a los encontrados en este estudio para los fenoles, lo cual se asume es
por diferencias en el genotipo, condiciones de cultivo y ambiente, e incluso por la

parte del fruto utilizado (se incluyen o no las semillas). Las semillas de varios frutos
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se ha encontrado contribuyen significante en la cuantificacion de compuestos

fendlicos (Velioglu et al., 1998).

Es interesante que el tratamiento en postcosecha presentd los mejores
resultdos de compuestos fendlicos. Se hipotetiza que cuando la aplicacion se realiza
de manera focalizada en el fruto, debido a que ya no hay la posibilidad de que los
compuestos se trasloquen a otras partes de la planta (Baltazar y Monaco, 1984), se
genera un aumentoé sustancial (58.12%) en el contenido de estos compuestos en la
parte comestible. La Figura 8 indica que existe una correlacion lineal positiva entre
el contenido de taninos y los flavonoides (R? 0.84). La ecuacion encontrada es
Taninos (mg/g) = -1.597706 + 0.0248117*Flavonoides (microgramos/g).

Cuadro 11. Flavonoides, taninos y fenoles totales medidos a diferentes tratamientos de
elicitacion aplicados al pimiento morrén.

Los valores son la media de tres réplicastdesviacion estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). Las
determinaciones se realizaron en muestra fresca.

Flavonoides (ug eq. de Taninos (mg eq. Fenoles (mg eq. de
rutina/g) de catequina/g) acido galico/g)

CV(%) CV(%) CV(%)
Tratamiento

Control 278.991 + 34.664 ° 12425 5051 + 0534 ° 10576 0.011 + 0.002 = 15.048
1 239.785 + 13.397 * 5.587 4498 + 0322 ° 7.1693 0.009 + 0.001 " 6.538
2 274127 + 24.259 * 8.850 4880 + 0499 ° 10218 0.009 + 0.001 *° 10.013
3 248.118 + 49.632 " 20.004 4878 + 0.896 ° 18.372 0.009 + 0.001 " 16.335
4 236.434 + 21777 °® 9.211 4590 + 0488 ° 10621 0.009 + 0.001 " 15.969
5 244531 + 39.105 P 15992 4543 + 0.705 ° 15527 0.009 + 0.000 >  4.426
6 235729 + 36.792 ° 15.608 4597 + 0.567 " 12.335 0.009 + 0.001 ¢ 12.374
7 217551 + 15527 '  7.137 4314 + 0427 ° 9.9088 0.009 + 0.001 * 11.238
8 276,574 + 28588 " 10.336 5155 + 0.516 ° 10.009 0.010 + 0.001 *® 8.086
9 237.797 + 13.625 * 5.730 4373 + 0321 * 7.332 0.009 + 0.001 °° 10.744
10 252.300 + 39.442 P 15633 4692 + 0.884 > 1883 0.009 + 0.001 P 15532
11 220273 + 16.834 ™  7.642 4223 + 0.251 " 59394 0.009 + 0.001 " 14.692

63



RESULTADOS Y DISCUSION

12 234920 + 48.894 ' 20.813 4576 + 0.949 ° 20.745 0.009 + 0.002 " 18.975
13 238.286 + 26.945 " 11.308 4513 + 0589 ° 13.044 0.008 + 0.002 " 19.596
14 257375 + 22223 °* 8.635 4804 + 0469 ° 9.7667 0.010 + 0.002 " 18531
15 244593 + 25680 ° 10.499 4597 + 0.740 ° 16.091 0.010 + 0.001 > 5420
16 168.809 + 13.809 °© 8.180 0.471 + 0.310 ° 65.898 0.007 + 0.001 °© 14.402
17 243.388 + 31.363 ° 12.886 4369 + 0.894  20.468 0.010 + 0.001 *c 15.087
18 441139 + 51272 ® 11.623 9.320 + 1.305 ? 14.006 0.013 + 0.002 # 11.811
20 225541 + 24.408 " 10.822 4.062 + 0.709 ° 17.444 0.010 + 0.002 " 16.609
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Figura 8. Correlacion lineal entre cantidad de taninos y flavonoides del pimiento fresco.

El Cuadro 12, Cuadro 13 y Cuadro 14 indican el perfil de flavonoides
determinados en los pimientos elicitados. En estos cuadros se puede apreciar que

el pimiento posee tanto &cidos fendlicos como flavonoides glucosilados.
Los resultados concuerdan parcialmente con los expuestos por Marin et al.

(2004) ya que también en el presente estudio se determinaron glucésidos de

guercetina y luteolina; sin embargo, estan ausentes algunos compuestos que se
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Cuadro 12. Perfil de flavonoides de diferentes tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento morrén_parte 1.
Los valores son la media de dos réplicastdesviacion estandar. Medias con la misma letra significan que los tratamientos no son
diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). Las determinaciones se realizaron en muestra seca liofilizada.

Glucésido de acido Glucésido de &cido Derivado de un Derivado de acido Derivado de acido
ferdlico sinapico acido fendlico sinépico sindpico
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Tratamiento
CV(%) CV(%) (C/V) (C/V) (C/V)
Control 0.080 = 0.002 abed 2282 0.070 + 0.004 3¢ 5099 0.049 + 0.001 P 1.964 0.051 + 0.002 2 3.189 0.052 = 0.001 2 1.942
1 0.083 = 0.003 abed 3135 0.068 + 0.002 2ac 3,205 0.050 + 0.001 2 2,000 0.053 + 0.001 2 1.174 0.051 = 0.001 2 1.140
2 0.089 + 0.008 2 9058 0.067 + 0.001 ¢ 2189 0.050 + 0.001 2 1.633 0.052 + 0.001 2 1.482 0.051 + 0.001  1.601
3 0.095 + 0.015 2 16.142 0.067 + 0.001 2c° 1357 0.051 + 0.001 2 2,556 0.053 + 0.001 2 1.959 0.052 = 0.001 2 1.942
4 0.077 = 0.001 ©d 1.208 0.063 + 0.002 P 2,632 0.049 + 0.001 P 1.026 0.053 + 0.001 2 2.347 0.051 + 0.001 2 1.868
5 0.080 = 0.006 abd 7932 0.067 = 0.003 2° 3,916 0.050 + 0.001 2 2.020 0.054 + 0.001 2 1.669 0.052 = 0.001 2 1.570
6 0.078 = 0.002 ©d 2.421 0.061 = 0.002 P  3.223 0.049 * 0.001 2 1.458 0.053 + 0.001 2 1.852 0.051 = 0.001 2 1.868
7 0.086 = 0.003 abed 3567 0.066 + 0.002 3¢ 3567 0.050 + 0.001 2 1.924 0.053 + 0.001 2 1.454 0.052 = 0.001 2 1570
8 0.085 + 0.004 < 4571 0.070 + 0.005 ¢ 6.702 0.052 + 0.002 @ 3.300 0.051 + 0.001 2 1.335 0.052 + 0.001 * 1.570
9 0.082 + 0.001 abcd 1131 0.069 + 0.001 2a° 0.936 0.051 + 0.001 2 2,556 0.053 + 0.001 2 1.852 0.053 = 0.001 2 1.100
10 0.085 + 0.004 abcd 5093 0.073 + 0.009 2 12598 0.051 + 0.001 2 2,773 0.051 + 0.001 2 1.787 0.052 = 0.001 2 0.957
11 0.081 = 0.001 abcd 1527 0.065 + 0.000 * 0.626 0.049 + 0.001 2 1.170 0.053 + 0.000 2 0.779 0.051 = 0.001 2 1.980
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12 0.095 + 0.007 2 7.584 0.071 + 0.008 2 10.624 0.049 + 0.001 2 1.170 0.052 + 0.001 & 1.997 0.049 + 0.001 ° 2.041
13 0.082 + 0.008 acd 9211 0.068 + 0.003 2 4.131 0.049 + 0.002 3 3.333 0.053 + 0.002 2 4.244 0.050 + 0.002 2 3.015
14 0.091 + 0.007 #°¢ 8190 0.077 + 0.011 @ 13.771 0.049 + 0.002 2 4.082 0.053 + 0.001 2 2.347 0.051 + 0.002 * 4.236
15 0.080 + 0.002 acd 2408 0.067 + 0.004 2°¢ 5327 0.050 + 0.001 @ 2.020 0.053 + 0.002 2 4.135 0.051 + 0.001 * 1.887
16 0.076 + 0.006 ¢ 8.427 0.059 + 0.006 ¢ 10.236 0.049 + 0.001 ® 1.964 0.052 + 0.003 2 5718 0.050 * 0.003 2 5.292
17 0.081 + 0.003 2 4251 0.070 + 0.002 2° 2,787 0.050 + 0.001 2 1.162 0.052 + 0.001 2 1.888 0.052 + 0.001 2* 2.720
18 0.083 + 0.006 3 7.236 0.071 + 0.004 5286 0.049 + 0.001 2 1.015 0.053 + 0.001 2 1.512 0.052 + 0.001 2 1.850
20 0.076 + 0.002 ¢ 2.418 0.066 + 0.004 2c 6.669 0.050 + 0.001 2 1.924 0.052 + 0.001 2 2.165 0.050 + 0.001 2°® 1.905

Cuadro 13. Perfil de flavonoides de diferentes tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento morrén_parte 2.
Los valores son la media de dos réplicastdesviacion estandar. Medias con la misma letra significan que los tratamientos no son
diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). Las determinaciones se realizaron en muestra seca liofilizada.

. .. . - Apigenina-6-C- Apigenina-6-C- Luteolina 7-O-(2-
Diri'gi)dx?fg%l?ccédo Derlv?edn%lciifoaudo pentoésido-8-C- hexoésido-8-C- apiosil-6-malonil)
(mglg) (mglg) hexésido pentésido glucésido
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Tratamiento
Ccv Ccv Ccv Ccv Ccv
(%) (%) (%) (%) (%)
Control nd 0.062 + 0.001 2*¢  2.099 nd nc 0.009 + 0.000 2 5.281
1 nd 0.058 + 0.002 ¢ 3539 0.005 + 0.002 2 44.607 0.005 + 0.001 2 15714 0.009 + 0.001 2 6.845
2 nd 0.057 * 0.001 bcd 1,022 nc 0.007 + 0.004 @ 60.609 0.009 + 0.001 & 5.943
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Cuadro 14. Perfil de flavonoides de diferentes tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento morrén_parte 3.
Los valores son la media de dos réplicastdesviacion estandar. Medias con la misma letra significan que los tratamientos no son
diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05). Las determinaciones se realizaron en muestra seca liofilizada.

Quercitina-3-O-ramnésido-7- Isoramnetina-3-ramnosido- Quercetina-3-ramnésido- Quercetina 3-O-
O-glucésido 7-glucésido glucésido (rutina) ramnasido
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

Tratamiento

Cv cv Ccv Cv

(%) (%) (%) (%)
Control 0.025 =+ 0.003 be 10.785 0.022 * 0.001 2 2.628 nd 0.027 + 0.001 & 4.872
1 0.030 =+ 0.003 abe 9.815 0.022 * 0.003 2 12.682 0.020 * 0.001 2 2532 0.030 £+ 0.001 2 3.390
2 0.031 =+ 0.003 abc 9.838 0.022 =+ 0.002 2 11.088 0.020 =* 0.001 2 2532 0.026 =+ 0.005 2 19.345
3 0.027 =+ 0.002 abc 9.019 0.023 =+ 0.001 2 5.941 0.021 =+ 0.002 2 9524 0.024 + 0.004 2 14.737
4 0.024 =+ 0.002 °© 6.843 0.023 =+ 0.000 2 1.884 0.019 = 0.000 2 0.000 0.027 = 0.002 2 6.048
5 0.027 =+ 0.002 abc 8.320 0.023 =+ 0.001 2 4.319 0.020 =+ 0.001 2 2532 0.030 £+ 0.002 2 5.741
6 0.025 =+ 0.001 be 4.829 0.023 =+ 0.000 2 1.989 0.020 * 0.001 2 2961 0.028 =+ 0.008 2 29.669
7 0.027 =+ 0.004 abc 13,275 0.023 =+ 0.001 2 3.176 0.020 * 0.001 2 2532 0.023 =+ 0.004 2 16.612
8 0.034 =+ 0.004 3c  10.714 0.025 =+ 0.001 2 5.557 0.020 =* 0.001 2 2532 0.033 + 0.002 2 5.329
9 0.030 =* 0.007 ac  21.689 0.024 =+ 0.002 2 6.972 0.020 =* 0.000 2 0.000 0.032 + 0.005 2 15.078
10 0.035 =* 0.007 2 20.285 0.025 =+ 0.001 2 2.362 0.021 =+ 0.002 2 9524 0.030 =+ 0.007 2 24.191
11 0.025 =+ 0.001 Pe 2.321 0.024 =+ 0.001 2 5.005 0.020 * 0.001 2 2532 0.026 = 0.002 2 8.309
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8.219

3.571

2.099

determinaron en el estudio anterior como el acido cafeico. Es de destacarse que los compuestos que se presentan en

mayor proporcion son los &cidos fendlicos comparados con los flavonoides. Son pocas las diferencias que se distiguen en

el perifil de flavonoides debido a los tratamientos de elicitacion. En general los valores son muy similares para los

compuestos determinados. Asimismo llama la atencidn que el acido hidroxferulico y la apigenina-6-C-pentésido-8-C-

hexdsido no fueron detectadas en todos los tratamientos. Finalmente, el tratamiento 16 presenta para algunos de los

flavonoides indicados los menores valores, esto contrasta con lo expuesto con Marin et al. (2004) pero conincide con lo

expuesto por otros autores mencionados previamente.

69



RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.2 Actividad antioxidante-DPPH y ABTS

Los efectos benéficos para las salud de varios de los metabolitos
encontrados en el chile se deben en gran medida a su actividad antioxidante
entendida, en este contexto, como la capacidad para atrapar radicales libres. De lo
anterior, deriva la importancia de cuantificar la actividad antioxidante en los
alimentos. Hay diferentes métodos para medir la actividad antioxidante de un
alimento (Moon y Shibamoto, 2009). En esta investigacion se utilizaron dos métodos
gue se basan en la capacidad atrapadora de radicales libres: DPPH y ABTS. El
primero de ellos muy utilizado por su sencilla realizacién y alta sensiblidad y el
segundo, por ser aplicable a fases tantro hidrofilicas como lipofilicas. Los pimientos
contienen compuestos antioxidantes tanto hidrofilicos (acido ascorbico y
polifenoles) como lipolifilicos (carotenoides). Ninguno de los tratamientos muestra
diferencias significativas con el control por el método de ABTS (Cuadro 15).
Tampoco se presentan diferencias con el control utilizando el método de DPPH; sin
embargo, con esta prueba si se distinguen diferencias entre el T16 (2.718 umoles
eq. de Trolox/g) y T18 (5.473 pmoles eq. de Trolox/g) (p<0.05), ya que el T16 es el
gue tiene la menor actividad antioxidante y el T18 la mayor. El control queda en
medio de estos tratamientos y, aunque estadisticamente no son diferentes, no se
descarta que los resultados tengan implicaciones bioldgicas. Los valores de
actividad antioxidante encontrados son mayores a los reportados por Sun et al.
(2007), 2.1+0.6 y 3.9+1.0 umoles eq. de Trolox/g, para pimiento verde y rojo,

respectivamente.

De acuerdo a Deepa et al. (2007) la actividad antioxidante del pimiento
morrén se incrementa con la maduracion en la mayoria de los genotipos, por lo cual
se sugiere consumir el producto en su estado maduro, en este caso rojo. El estudio
sobre actividad antioxidante y antiproliferativa de diversos vegetales llevado a cabo
por Chu et al. (2002) revela que el chile rojo es el vegetal que presenta la mayor
actividad antioxidante seguido del broécoli, zanahoria, espinaca, repollo, cebolla
amarilla, cilintro, papa, lechuga y pepino. El chile tiene un actividad antioxidante de

46.95 umoles eq. de vitamina C/g de muestra, aunque cabe mencionar que la
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determinacion se realiz6 por un método distinto (TOSC) mediante cromatrografia de
gases. En el presente estudio no se encontrd una correlacion significativa entre la
actividad antioxidante y el contenido de fenoles (R?=0.05). Algunos estudios indican
una correlacion positiva y significativa entre estas variables (Chuah et al., 2008;
Galvez Ranilla et al., 2010; Howard et al., 2003) y otros, como el de Deepa et al.
(2006), la descartan o bien, como el estudio de Heredia y Cisneros-Zevallos (2009),
se reporta una correlacion positiva en algunos cultivos como el de jicama, lechuga,

zanahoria, cebolla y cilantro, pero se descarta en el pimiento.

Cuadro 15. Actividad antioxidante medida por DPPH y ABTS a diferentes tratamientos
de elicitacion aplicados al pimiento morrén.

Los valores son la media de tres réplicastdesviacién estandar. Medias con la misma
letra significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey
(p=0.05). Las determinaciones se realizaron en muestra fresca.

ABTS (umoles eq. DPPH (umoles eq.
TROLOX/g) TROLOX/g)
CV(%) CV(%)

Tratamiento

Control 2.736 0.101 @ 3.704 5171 + 1.118 ® 0.216
1 2747 0.126 * 4.591 3.651 =+ 0.976 @ 0.267
2 2711 0.251 @ 9.249 3.699 =+ 1.708 ® 0.462
3 2541 =+ 0.256 2 10.06 4515 * 1.188 ® 0.263
4 2.653 0.188 2 7.073 3.988 =+ 1.295 ® 0.325
5 2.646 =+ 0.271 @ 10.24 3.468 =+ 0.723 @ 0.209
6 2.699 =+ 0.266 2 9.874 3.526 * 0.782 @ 0.222
7 2.540 = 0.088 *? 3.466 3.852 0.751 @ 0.195
8 2.606 =+ 0.271 @ 10.41 4.092 * 0.950 @ 0.232
9 2743 0.205 @ 7.478 3.989 =+ 1.679 ® 0.421
10 2.737 0.204 @ 7.468 3.600 = 0.947 @ 0.263
11 2.658 =+ 0.143 2 5.388 4494 + 1522 * 0.339
12 2.740 = 0.204 @ 7.44 2950 = 0.952 @ 0.323
13 2741 0.149 @ 5.433 3.544 =+ 0.729 @ 0.206
14 2704 = 0.166 2 6.127 5297 * 1.808 ® 0.341
15 2728 + 0.084 @ 3.079 4.328 * 0.780 @ 0.180
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16 2.623 * 0.138 @ 5.249 2.718 * 0.821 ° 0.302
17 2.753 % 0.140 @ 5.083 4682 =* 0.744 0.159
18 2.752 * 0.157 @ 5.716 5.473 * 2.065 2 0.377
20 2.634 = 0.106 * 4.016 4.379 = 1431 @ 0.327

eq.: equivalentes

4.4.3 Carotenoides

Los carotenoides son importantes compuestos colorantes en los alimentos.
Comunmente a ellos se les debe el color anaranjado-rojo. Los colores amarillo-
anaranjado de los chiles se deben a los carotenoides zeaxantina, luteina, B-
criptoxantina y a y B-caroteno; en tanto que el color rojo, a los carotenoides
capsantina, capsorubina y capsantina 5,6-epoxido (Park et al., 2011). Ademas, los
chiles también contienen licopeno, el cual es el principal caronoide del jitomate. Los
diferentes colores de los chiles se relacionan estrechamente con la presencia de
estos compuestos en diferentes proporciones. Adicionalmente, se ha establecido

presentan actividad antioxidante.

El Cuadro 16 expone los resultados de carotenoides totales para los
diferentes tratamientos de elicitacion; ahi se aprecia que el menor contenido de
carotenoides lo presenta el T16 (7.045 mg de carotenoides/100 g muestra, pimiento
verde), lo cual es de esperarse debido a que el color verde del chile se debe
principalmente a la presencia de clorofila y en el transcurso de la maduracion ira
resaltando la presencia de los carotenodes de los cromoplastos dando lugar a la
coloracion anaranjada, amarilla y roja segun el genotipo. De hecho, el estudio de
Niizu y Rodriguez-Amaya (2005) indica que su investigacion es consistente con lo
presentado por otros autores que muestran que el chile verde no es una buena
fuente de carotenoides, ya que de los vegetales evaluados fue el que present6 los
menores niveles de B-caroteno, violaxantina, luteina, neoxantina y lactucaxantina.
Contrastanto con este resultado, se encuentra el T18 que presenta la mayor
concentracion de carotenoides (44.420 mg de carotenoides/100 g de muestra). Este

tratamiento tiene 34.24% mas carotenoides que el control. Algunos de los
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tratamientos presentan valores superiores a los reportados por Serrano et al. (2010)
gue se encuentran en el rango de 5-22 mg de carotenoides/100 g de muestra para
pimientos en los que se utilizaron nitrofenolatos. Los resultados aqui presentados
son muy inferiores a los obtenidos por Pérez-Lopez et al. (2007) para el pimiento

rojo (2500 mg/kg de muestra fresca) y verde ((400 mg/kg de muestra fresca).

Cuadro 16. Contenido de carotenoides de diferentes
tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento morrén.
Los valores son la media de tres réplicasxdesviacion
estandar. Medias con la misma letra significan que los
tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey
(p=0.05).

Carotenoides (mg
carotenoides/100 g)

CV(%)

Tratamiento

Control 33.089 =+ 6.346 19.177
1 26.049 = 2.463 b° 9.455
2 29.035 =* 4.370 *c 15.051
3 29.249 = 6.502 " 22.230
4 25.907 * 3.210 ™ 12.391
5 26.193 =+ 6.251 23.864
6 25735 * 4,786 P° 18.596
7 23.867 =+ 2.971 bc 12.448
8 22,988 =+ 8.213 35.727
9 20.496 =+ 6.670 b« 32.543
10 26.411 =+ 4,736 P° 17.931
11 24240 = 6.366 ™ 26.262
12 27127 * 8.958 P 33.022
13 19.847 =+ 7.470 b« 37.637
14 18.081 =+ 4590 « 25.385
15 21401 = 8.870 b« 41.445
16 7.045 = 2.505 ¢ 35.550
17 27.247 10.514 ® 38.587
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18 44.420 =+ 15.060 @ 33.903

20 24.004 = 3.202 *c 13.338

En orden de obtener el perfil de carotenoides de los diferentes tratamientos,
las muestras se analizaron por HPLC. El perfil obtenido se comparé con estandares
puros de luteina, zeaxantina, a-tocoferol, -critpoxantina, licopeno y 3-caroteno. Los
resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 17.

En ninglan tratamiento se detectaron zeaxantina y B-criptoxantina. Este
resultado contrasta con lo expuesto por Pérez-Lépez et al. (2007) quienes reportan
valores en el rango de 211-238 mg/kg y de 165-315 mg/kg para la zeaxantina y -
criptoxantina, respectivamente. La presencia de carotenoides se ve afectada por la
variedad, clima, sitio geogréafico de produccion, estado de maduracién, temperatura
de maduracion, exposicion a la luz solar, cosecha y manejo postcosecha, siendo la
maduracion el factor mas importante y en la cual se detonan genes para la sintesis

de carotenoides (Yahia y Ornelas Paz, 2010).

El contenido de luteina y licopeno es mayor en el T18 vy difiere
significativamente del control (p<0.05). El T16 presenta los valores mas bajos de
luteina y el licopeno no es detectable, lo cual es de esperarse debido a que este
tratamiento fue en en estado verde. Este comportamiento es interesante, ya que
como indican Pérez-Lopez et al. (2007) y Marin et al. (2004), la luteina es un
pigmento caracteristico del cloroplasto y conforme avanza la maduracion la
concentracion disminuye e incluso, eventualmente, llega a desaparecer. De hecho,
este Ultimo autor reporta no haber encontrado luteina en pimiento rojo y solo reporta
el compuesto en el pimiento verde (1.36 mg/100 g peso fresco). No obstante, el
reporte de Lee et al. (2005) indica lo contrario (10.1 pg/g para chile maduro). La
luteina es un carotenoide detacado debido a que protege contra la degeneracion
macular por su capacidad de absorber la luz azul (Yahia y Ornelas Paz, 2010),
ademas, se ha reportado que puede reducir la incidencia de aterosclerosis y

enferemedades del corazon (Lee et al., 2005).
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En lo que respecta a la concentracion de a-tocoferol, el T18 es el que exhibe
el mayor contenido, aunque en este caso no difiere significativamente del control.
En oposicion a esto, el T16 presenta el menor contenido de a-tocoferol y difere del
control. Wahyuni et al. (2011) estudiaron 32 variedades de chile, sefialando que en
todas encontraron tanto a-tocoferol como B-tocoferol. El primer compuesto se
presentd en el rango de 0.84-16.32 mg/100 g muestra fresca, lo cual es superior a
lo encontrado en este estudio. El B-tocoferol se presentdé en un maximo de 4.24
mg/100 g de muestra fresca. Este compuesto no fue analizado en esta
investigacion. Los tocoferoles no se analizaron después de la coccion, pero este
tratamiento puede aumentar la extractabilidad del a-tocoferol, lo que puede hacerlo
mas biodisponible (Amorim et al., 2012).

El B-caroteno sélo fue detectable en el T18. Aqui cabe decir que como se
observa en la Figura 9, el licopeno se encuentra en una etapa mas temprana de la
sintesis de carotenoides que el B-caroteno, razén por lo cual se esperaria, como
sucede en este estudio, que fuera mas factible que al encontrar 3-caroteno también
se detectara licopeno y no al revés, aunque tampoco se descarta que en algun
momento la sintesis se incrementara de modo tal que se beneficiara la sintesis de
a y B-caroteno mermando la presencia de licopeno en el producto. La importancia
del B-caroteno radica en que es un precursor de vitamina A, la cual es sumamente
necesaria para una buena vision y ademas se le relaciona con prevenir ciertos tipos
de cancer (Krinsky y Johnson, 2005). El contenido de B-caroteno reportado por
Deepa et al. (2007) es de 1.7-4.3 mg/100 g peso fresco, el cual es un resultado
superior al encontrado en este estudio, posiblemente debido a los factores

mencionados en parrafos anteriores.

Se sugiere, para futuros estudios, determinar capsantina en el pimiento
morrdn rojo por su importancia en la imparticibn de este color y por ser el Unico
producto donde se encuentra (Crosby, 2008). Se estima que de los carotenoides

totales alrededor del 43% es capsantina; no obstante, tiene poca biodisponibiliad,
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siendo el B-caroteno el carotenoide mas biodisponible (Hervert-Hernandez et al.,
2010). Se hubiera esperado que en todos los tratamientos de elicitacion hubiera
existido un aumento de los carotenoides debido a que como indican diversos
reportes la presencia de ERO, heridas, asi como condiciones de temperatura y
sequia detonan la acumulacion de carotenoides (Lee et al., 2005). Posiblemente se
deba aumentar la concentracion de los elicitores utilizados en aras de observar los

efectos esperados relacionados a la acumulacion de metabolitos secundarios.

GGPF
] sy
Fitoeno
PDS
Fitoflueno
! ros
{—caroteno
} zos
Neurosporeno
ZDS
}p-Ley
e-LCY / \£-ch
a-caroteno B-caroteno
B-CHX | ] B-CHX
a-criptoxantina
§-CHX 1 B-CHX
Luteina 1
VDE 1 ZEP
Violaxantina
NSY
Neoxantina

Figura 9. Biosintesis de carotenoides.

GGPP, geranigeranil pirofosfato; PSY, fioeno sintasa; PDS, fitoeno desaturasa; ZDS, (-
caroteno desaturasa; B-LCY, B-licopeno ciclasa; ¢-

LCY, e-licopeno ciclasa; B-CHX, B-caroteno hidroxilasa; €-CHX, e-caroteno hidroxilasa;
ZEP, zeaxantina epoxidasa; VDE, violaxantina de-epoxidasa; NXY, neoxanthin syntasa;
Modificado de Liu et al. (2009) y Wahyuni et al. (2011).
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Cuadro 17. Perfil de carotenoides de diferentes tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento morrén.
Los valores son la media de tres réplicasterror estandar. Medias con la misma letra significan que los tratamientos no son diferentes
de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

Carotenoides

B-criptoxantina

Luteina (ug/g) Zeaxantina (ug/g) a-tocoferol (ug/g) (ng/g) Licopeno (ug/g) B-caroteno (ug/g)
CV(%) CV(%) CV(%) CV (%) CV (%) CV (%)

Tratamiento

Control 3945 + 0014 bdef 0344 n.d. 4874 + 0290 5.941 n.d. 5644 + 1102 b  19.529 n.d.
1 4043 + 0096 b« 2.372 n.d. 5032 + 1155 ¢ 22947 n.d. 6.757 + 4.032 b  59.679 n.d.
2 4071 + 0092 ° 2.250 n.d. 4536 + 0698 ¢ 15391 n.d. 5739 + 2712 & 47.262 n.d.
3 4057 + 0.099 °¢ 2.450 n.d. 4609 + 0669 *9 14520 n.d. 6367 t 3.151 b  49.488 n.d.
4 4041 + 0051 P« 1.272 n.d. 4771 + 0308 *9 6448 n.d. 5384 t 1767 b 32817 n.d.
5 3962 + 0077 P9ef 1935 n.d. 4336 + 0604 9 13937 n.d. 4264 + 1383 b 32430 n.d.
6 4008 + 0.055 Pde 1366 n.d. 4330 + 0654 9 15105 n.d. 5257 + 2244 b 42683 n.d.
7 3948 + 0034 bdef oges n.d. 3972 + 0259 P9 6529 n.d. 4514 + 1477 b 32.722 n.d.
8 3969 + 0069 Pdef 1736 n.d. 5797 + 2637 *® 45498 n.d. 2,670 + 2.062 bt 77.244 n.d.
9 3929 + 0.032 P<ef 03808 n.d. 3.828 t 0.167 4.350 n.d. 3787 t 1788 b 47.225 n.d.
10 3.899 + 0045 °f 1.163 n.d. 3.745 t 0961 € 25655 n.d. 4394 + 0767 b 17.461 n.d.
1 3916 + 0049 <f 1239 n.d. 3.821 + 0693 18132 n.d. 3142 + 1725 &= 54910 n.d.
12 3.880 + 0025 °f 0.654 n.d. 3.677 + 0248 ©d 6.753 n.d. 3.009 + 1117 "¢ 37135 n.d.
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13

14

15

16

17

18

20

3.857

3.820

3.834

3.832

3.923

4.254

3.872

-+

-+

I+

I+

I+

+

+

0.059

0.073

0.090

0.069

0.133

0.069

0.063

4.4.4Vitamina C

bedef

ef

1.542

1.908

2.341

1.798

3.387

1.615

1.616

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

3.190

3.349

2.953

2.069

3.676

6.164

3.697

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.697

0.855

0.895

0.897

1.015

0.411

0.702

de

21.850

25.533

30.322

43.366

27.608

6.675

18.985

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

2.479

2.407

1.645

4.118

13.446

3.265

I+

I+

I+

I+

I+

I+

2.040

1.833

0.737

n.d.

0.419

3.991

0.930

be

be

bc

be

82.310

76.137

44.785

10.177

29.680

28.498

6.566

+

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

6.000

91.375

n.d.

La vitamina C es frecuentemente utilizada como marcador de deterioro de los productos. Asimismo, su presencia

posiblemente se relacione con el metabolismo de los carbohidratos que se acumulan en mayor proporcion en los chiles

maduros (Martinez et al., 2005). El menor contenido de vitamina C se observé en el T16, que fueron pimientos analizados

en el estado verde. Este resultado concuerda con lo observado por otros autores que mencionan que la cantidad de vitamina

C aumenta conforme el producto va madurando (Hernandez-Fuentes et al., 2010; Marin et al., 2004; Serrano et al., 2010),

empero con una maduracién avanzada del chile disminuye el contenido de vitamina C (Ghasemnezhad et al., 2011). EI T18

exhibe uno de los mayores contenidos de vitamina C para los tratamiento evaluados (Cuadro 18), aunque ninguno es

significativamente diferente. Martinez et al. (2005) reportan valores de 107.39y 154.39/7.56 mg/100 g de porcion comestible

para pimientos verdes y rojos, respectivamente.
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Asimismo, se menciona que los pimientos verdes almacenados a
temperatura ambiente (20°C), después de diez dias en estas condiciones alcanzan
valores similares a los del pimiento rojo, pero que el almancenamiento de los
pimientos rojos reduce en alrededor del 25% el contenido de vitamina C. Tal
situacion no se pudo observar en este estudio, posiblemente a que la temperatura

de almacenamiento fue menor (-18°C).

La determinaciéon del contenido de vitamina C de los pimientos en muy
importante, ya que esta fruta, a pesar de no reconocerse por su contenido de acido
ascorbico, es uno de los productos horticolas que presenta la mayor concentracion
de este compuesto, incluso por encima de otros que se reconocen como fuente de
vitamina C (Ghasemnezhad et al., 2011). Deepa et al. (2006) mencionan que la
ingesta de 100 g de pimiento puede satisfacer el RDA para esta vitamina (60
mg/dia). También, se ha establecido un posible efecto de la vitamina C en la
prevencion de ciertos tipos de cancer debido a la inhibicion de compuestos N-
nitrosos y a la estimulacion del sistema inmune (Chen et al., 2008). Se le reconoce
como un potente antioxidante, razon por la cual en algunos estudios como el de Chu
et al. (2002) sustraen la aportacion de ese compuesto a la actividad antioxidante

para poder establecer la actividad debida a otros compuestos.

Dada la relevancia de la vitamina C en la prevenciéon y/o tratamiento de
enfermedaes crénico-degenerativas, se ha explorado la manera de aumentar su
contenido en los alimentos. Uno de los tratamientos explorados para aumentar este
metabolitos es la elicitacion (Schreiner y Huyskens-Keil, 2006). Al respecto se
reporta que la aplicacion de prohexadiona de calcio (P-Ca) a una concentracion de
100 mg/L mostré superioridad, asi como los tratamientos con acido absicico 1x10-6
M y acido salicilico 1x10® M en las semillas de chile jalapefio mostraron una
tendencia a incrementar la concentracién de vitamina C (Ramirez et al., 2009).
Benavides-Mendoza et al. (2007) han sefialado que los inductores de los cambios
de la concentracion de antioxidantes como AB y AS ejercen en plantas su efecto al

fortalecer el mecanismo de tolerancia al estrés ambiental. En el mismo sentido,
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Paradikovi¢ et al. (2011) mencionan que la aplicacion de diversos bioestimulantes
comerciales propicia el aumento de vitamina C en comparacion con el control en
pimiento cultivado en hidroponia. Se hipotetiza que las concentraciones utilizadas
de elicitores estuvieron por debajo del umbral de respuesta para percibir un aumento

significativo del &cido ascorbico con los diferentes tratamientos de elicitacion.

Cuadro 18. Vitamina C de diferentes tratamientos
de elicitacién aplicados al pimiento morrén.

Los valores son la media de tres
réplicastdesviacién estandar. Medias con la
misma letra significan que los tratamientos no son
diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

Vitamina C (mg/g muestra)

CV(%)

Tratamiento

Control 1534 + 0.076 @ 4.979
1 1510 + 0.089 @ 5.915
2 1320 = 0.412 @ 31.256
3 1.603 = 0.064 @ 4.019
4 1388 + 0.117 @ 8.463
5 1455 + 0.184 =@ 12.679
6 1392 + 0.083 @ 5.968
7 1539 + 0.155 @ 10.083
8 1511 + 0.104 @ 6.874
9 1443 + 0.185 2 12.803
10 1612 + 0.153 @ 9.505
11 1525 + 0.087 @ 5.734
12 1466 + 0.214 @ 14.596
13 1389 + 0.201 @ 14.477
14 1450 + 0.146 *° 10.040
15 1572 + 0.078 2 4.968
16 1290 + 0.085 @ 6.560
17 1501 + 0.130 @ 8.668
18 1541 + 0.183 =@ 11.879
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20 1507 + 0.177 @ 11.758

4.4.5 Capsaicinoides

Serealiz6 la determinacion de capsaicinoides en las muestras; sin embargo,
en ninguna se detectaron capsaicinoides; ni su analogo dulce, el capsiato. Estos
resultados coinciden con los expuestos por Ornelas-Paz et al. (2010) y Wahyuni et
al. (2011). Las muestras se llevaron a cabo con el chile sin semillas que es tal como
se consume. En este sentido, Wahyuni et al. (2011) reportan que si bien no se
encontraron capsaicinoides en el pimiento sin semilla si se detectan niveles bajos
cuando la determinacion se realizan en la plancenta y las semillas. Esta
determinacion no fue posible llevarla a cabo, ya que se habia desechado el
producto. Estos mismo autores indican la presencia de capsiato en varios chiles,
pero todos ellos son picosos. En ningln caso reportan la presencia de capsiato en

pimiento.

En algin momento se considerd que si no se detectaba capsaicina en el
pimiento era porque la ruta de produccion se desviaba hacia la produccion de
capsiato. Tal resultado hubiera sido muy interesante, ya que esta sustancia tiene
propiedades nutracéuticas similares a las de la capsaicina, pero sin la pungencia
(Luo et al.,, 2011). La diferencia de esta caraceristica la hace un enlace; la

capsaicina tiene un enlace amida y el capsiato tiene un enlace éster.

Lang et al. (2009) sefalan que la aminotransferasa pAMT que cataliza la
formacion de vainillinamina en la ruta de los capsaicinoides no se encuenta presente
en el chile CH19-Sweet, el cual fue el primer en el que se detectaron estos
compuestos. Asimismo, mencionan que esto se debe a la insercion de un nucleotido
T que sefaliza la formacion de un cédon de paro. Esta modificacion a la ruta de
sintesis de los capsaicinoides solo la encontraron en el CH19-Sweet y describen no

haberla hallado en ningun otro chile, pungente o no pungente.
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4.4.6 Analisis no especifico de metabolitos

Este perfil metabdlico no especifico se realizdo mediante cromatografia de gases acomplada a un espectrometro de
masas (GC-MS). La realizacion de este analisis debe profundizarse en todos los tratamientos realizados, por lo que lo
expuesto a continuacién tiene meramente un caracter indagatorio del perfil de metabolitos para algunos de los tratamientos.
Si bien, en los tratamiento mencionados no se encuentran diferencias en la actividad antioxidante como se puede evidenciar
en el Cuadro 15, esto no debe subestimarse debido a que los resultados arrojan diferencias en el perfil de metabolitos
entre los tratamientos, lo cual podria modicar otro tipo de bioactividad no explorada en la presente tesis. Varios aminoacidos

y un acido graso se encontraron en el T11 pero no en el control. T7 y T9 despligan la menor diversidad de compuestos.

En total se identificaron 28 metabolitos de acuerdo a su perfil de identidad de espectro de masas mediante el uso
del software Chemstation, comprobando dichos compuestos en la base de datos del NIST (National Institute of Standards
and Technology). La gréfica de heatmap (Figura 10 ) se elaboré con base en el area de cada compuesto identificado. Los
compuestos identificados se dividieron en 4 grupos como lo muestra el Cuadro 19 . En este cuadro también se aprecian los
tiempos de retencion, las areas de cada compuesto y los iones importantes de cada pico. Los elicitores no s6lo pueden
detonar la actividad de los metabolitos secundarios, sino también modificaciones en el metabolismo primario. En este
sentido, Glowacz et al. (2015) reportan incrementos en la glucosa y fructosa en chiles rojos expuesto a ozono. Algunos de
los compuestos encontrados en el perfil son precursores de rutas de metabolitos secundarios como la fenilalanina de los

fenilpropanoides (Havsteen, 2002) y el acido linolénico de los jasmonatos (Wasternack y Hause, 2002).

La Figura 11 sefiala las diferentes rutas metabdlicas que se presumiblemente se detonaron de acuerdo a los

metabolitos encontrados por GC-MS. Como se puede apreciar, se activan alrededor de 28 rutas relacionadas con el
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Cuadro 19. Metabolitos de bajo peso molecular encontrados en el pimiento asperjados con diferentes cocteles de FMM.

Naturaleza del

compuesto Compuesto

Tiempo de
retencion
(minutos)

Area de los
picos (%)

T5

T7

T9

T11

lones
importantes
en los picos:
m/z

Aminoécido Alanina

Valina

Isoleucina

Acido 4-
aminobutirico

Serina

Treonina

Asparagina

Leucina

4.39

7.18

8.60

9.12

14.46

6.78

0.75

1.30

1.14

2.22

111

121

83

1.38

1.49

0.89

0.52

1.58

3.02

0.62

116, 73, 147,
17, 45,59, 75,
74,118, 190

73, 144, 45,
218, 145, 59,
75,43, 74,
100
158, 73, 218,
159, 45, 147,
74, 100, 59,
75
73,174, 59,
75, 147, 86,
74, 100, 45,
43

73,117, 218,

219, 10, 45,

57, 147, 291,
74

73,116, 231,

132, 75, 147,

45, 188, 74,
100

158, 73, 159,

147,102, 75,

74,160, 103,
232
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232,73, 233,

100, 147, 218,

75, 234, 202,
188

Acido aspértico 11.56 0 1.77 0 0 0

218,73, 192,

75, 147, 77,

219, 100, 45,
193

i 73, 147, 117,

Acidos P 191, 45, 190,

organicos Acido lactico 3.91 1.30 12.15 1.20 3.21 1.65 148, 75, 66,
43

73, 147, 66,

45,148, 205,

177,74, 75,
43

147,73, 75,

427,148, 45,

149, 129, 55,
74

73, 147, 233,
245,133, 189,
75, 148, 90,
45

73, 147, 292,

205, 220, 117,

103, 217, 293,
148

Fenilalanina 13.47 0 0 0 0 2.036

Acido glicélico 4.07 1.15 7.55 2.81 0 0.89

Acido succinico 7.62 1.13 3.25 0 1.29 0.88

Acido malico 11.06 11.17 20.44 6.86 3.59 6.60

Acido treénico 12.58 451 0 0 0 3.42

73, 147, 332,
205,117, 333,
75, 148, 45,
334

Acido ascérbico 19.40 12.48 5.42 80.83 84.27 10.30

488, 223, 73,
489, 222, 224,
43, 57, 490,
263

Terpenoides y-tocoferol 35.81 0.94 0 0 0 0.60
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Acidos grasos

a-tocoferol

Campesterol

Estigmasterol

B-sitosterol

Acido
hexadecanoico

Acido 9,12
octadecanoico

Acido

octadecanoico

Acido glicérico

Acido laurico

Acido miristico

38.80

36.84

37.11

37.72

20.51

23.36

24.02

8.05

13.86

17.22

19.79

4.52

1.10

13.63

5.68

4.42

4.29

1.19

1.65

5.83

1.96

1.47

5.01

8.82

10.42

4.47

4.02

85

1.79

0.60

0.12

2.23

1.54

1.32

2.74

1.71

0.63

0.57

1.946

502, 237, 73,

503, 236, 43,

238, 57, 504,
277

17.25

129, 43, 73,
5.22 343,75, 382,
55, 57, 95, 81

83, 55, 129,
1.01 73,69,81, 75,
255, 43, 57

129, 357, 396,
73, 43, 486,
57,75, 381,

55

313, 73, 117,
75,129, 132,
43, 145, 55,

41

75,73, 67,81,
438 129,55, 337,
95,117, 79

15.02

5.74

73-117-341-
4.69  75-132-145-
129-43-342-55

73-147-292-
1.018 189-103-45-
133-75-117-74

73-117-257-

75-132-129-

145-258-55-
131

1.398

73-75-117-
0 285-132-43-
129-41-55-145
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) 75-79-73-95-
Acido linoléncio 23.38 0 4.81 0 0 0  93-67-108-
129-91-81

N.D.: No detectado.

metabolismo o biosintesis de diferente compuestos como los fenilpropanoides, acidos grasos saturados e insaturados, asi
como diferentes aminoacidos (metionina, cisteina, prolina, arginina, tirosina, lisina, leucina). Algunos de las rutas de
biosinesis de los aminoacidos estan implicadas en otras rutas como lo son los amindacido tirosina y fenilalanina implicados
en la biosintesis de fenilpropanoides. En los metabolitos encontrados se indica la presencia de varios compuestos
implicados en la ruta del &cido citrico (acido malico y succinico), asi como la produccién de aminoacidos como lo son el
acido aspatrtico. La deteccion de los diferentes acidos grasos hace evidente su implicacion en la sintesis de compuestos

como los carotenoides, terpenos y esteroles.

La activacion de la ruta de los glucosinolatos debe analizarse a la luz de la presencia de los aminoacidos azufrados,
lo cual de ninguna forma debe asumirse que el pimiento es un fuente de glucosinolatos; pero si que hay metabolitos
precursores de esta ruta identificados en el pimiento. Es de destacarse que el andlisis de rutas metabdlicas se realizo
considerando como modelo las rutas de Arabidopsis thaliana, que es el modelo de comparacion disponible en el software
online utilizado para este andlisis (MetabolAnalyst 3.0) (Xia et al., 2012). Tiwari et al. (2013) sefialan que los cambios
fisiologicos y morfolégicos que se observan en Capsicum annuum son similares a los reportados en Arabidopsis y jitomate
por lo cual se consideran modelos adecuados de referencia cuando se estudia Capsicum; no obstante, no debe tomarse
como una generalidad, pues se ha observado también que hay rutas y comportamientos metabdlicos inherente a un modelo

de estudio.
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[B-sitosterol
Campesterol
L-Asparagina
a-tocoferol

Acido laurico

Acido trednico
y-tocoferol

L-Alanina
L-Fenilalanina
L-Isoleucina
L-Leucina

Acido 4-aminobutirico|
L-Valina

Acido octadecanoico
L-Trebnico

Acido hexadecanoico
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Acido linoleico
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Figura 10. Heat map de 28 metabolitos encontrados en el pimiento.
La matriz de colores representa los valores de la intensidad promedio de los metabolitos en
tres réplicas.
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4.4.7 Inhibicién de a-amilasa

La diabetes es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
el mundo. En México, es la principal causa de muerte (SSA, 2007), por lo cual
muchos estudios estan dirigidos hacia la busqueda de componentes dietarios que
sean benéficos para su tratamiento y prevencion. La diabetes tipo 2 se caracteriza
por un rapido incremento de los niveles de glucosa en sangre debido a la hidrolisis
del almidon por la a-amilasa pancreatica y la absorcion de glucosa en el intestino
delgado por la a-glucosidasa. Este subito incremento de glucosa puede ser
controlado inhibiendo las enzimas involucradas en la digestion de los carbohidratos.
El consumo de inhibidores naturales como constituyentes de la dieta puede ser una
adecuada terapia para manejar la hiperglicemia y minimizar los efectos secundarios

de los tratamientos tradicionales como la utilizacién de acarbosa.

Como se ha descrito, la a-amilasa, enzima salival o pancreética juega un
papel importante en la ruptura temprana de carbohidratos complejos a moléculas
simples. Todos los extractos, exhibieron capacidad de inhibir la actividad de esta
enzima (4.613-32.216%); sin embargo, solo tres tratamientos (3, 6 y 9) difieren
significativamente del control. Los resultados se indican en el Cuadro 20 . EI T16, el
Unico en estado verde, es el que presenta la menor inhibicion, lo que sugiere que
en orden de obtener los mayores beneficios de inhibicion de esta enzima se debe
consumir el pimiento en el estado maduro rojo. No se encontrd ninguna correlacion
fuerte entre el contenido de flavonoides (R?=0.021), fenoles (R2=0.000), taninos

(R?=0.074) y carotenoides (R?=0.033) y la inhibicién de a-amilasa.

La a-amilasa es una de las enzimas responsables de la hidrdlisis del
almidon, produciendo azucares simples como glucosa y maltosa. De ahi que la
inhibicion de esta enzima puede retardar la digestion de carbohidratos y reducir la
velocidad de absorcion de glucosa y, en consecuencia, podria disminuir los niveles
de glucosa postprandial en sangre. Una de las desventajas del uso de
medicamentos para la diabetes son los efectos secundarios de los medicamentos

utilizados para la inhibicion de a-glucosidasa y a-amilasa como distension
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abdominal, flatulencia, meteorismo y diarrea (Puls, 1996). Estos efectos pueden ser
causados por la excesiva inhibicion de la amilasa intestinal, lo que provoca
fermentacion bacteriana anormal de los carbohidratos no digeridos en el colon. De
lo anterior se deriva la importancia de potenciar en los alimentos el efecto inhibitorio

de a-amilasa.

Las principales proteinas empleadas como fuente de resistencia a insectos
son los inhibidores de enzimas digestivas, como los inhibidores de a-amilasas y
proteasas, ademas de las lectinas, que bloquean glicoproteinas en el intestino del
insecto. Los tres grupos ocasionan disminucion en la absorcion de nutrientes,
retardo en el desarrollo del insecto y su muerte (Lawrence y Koundal, 2002; Valencia
et al., 2000). Posiblemente, en orden de aumentar la produccion de los inhibidores
de amilasa en los productos horticolas se deba mimetizar de manera mas fiel el
ataque de insectos, pues como mencionan Wasternack y Hause (2002) los insectos
pueden no sélo causar heridas en el tejido de la planta sino también regurgitan
compuestos relacionados con la recepcién de sefales de alarma en la planta.
También, no se deja de lado el hecho de que la poca diferencia en la inhibicion de
a-amilasa entre los tratamientos se haya debido a que en los tratamientos de
elicitacion se hayan utilizado concentraciones por debajo del umbral de respuesta

para inducir la sintesis de inhibidores de a-amilasa.

Cuadro 20. Inhibicién de a-amilasa de diferentes
tratamientos de elicitacion aplicados al pimiento
morroén.

Los valores son la media de tres réplicasterror
estandar. Medias con la misma letra significan que los
tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de
Tukey (p<0.05).

Inhibicion a-amilasa (%)

CV(%)

Tratamiento
Control 11.271 + 4.099 bcd 36.366
1 22241 + 4747 ¥° 21.343
2 24823 + 6.945 ® 27.976
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4.5 Andlisis en pimiento cocinado

4.5.1 Color del pimiento cocinado
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En la Figura 12 se pueden apreciar los cambios de color en las variables L,

a* y b* experimentados por el pimiento sometido a diferentes cocciones. El pimiento

deshidratado y asado difieren significativamente del pimiento fresco. El valor de L

disminuye hacia el color negro, lo cual es de esperarse en el pimiento asado debido

a que con este tratamiento quema algunas partes del tejido. Al observar el chile

deshidratado es evidente que el producto pierde brillantez. El color de los alimentos

es quizas el primer atributo que el consumidor valora cuando determina la

apariencia y calidad de un producto, y por tanto va a condicionar su aceptabilidad.

Una apariencia natural siempre serd evaluada positivamente mientras que se

tomaran precauciones ante un color extrafio o inesperado que suele ser interpretado
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en términos de deterioro 0 manipulacion del producto. Los cambios descritos
previamente son propios de los tratamientos de asado y deshidratacion y el

consumidor esta acostumbrado a ellos.

En lo que respecta a la variable a* los mayores cambios se presentaron en
el asado y deshidratado. El primero presenta los valores mas altos de a* y el
segundo los mas bajos. Lo cual indica que en el tratamiento asado se evidencia mas
el color rojo que los pimientos deshidratados. Estos resultados concuerdan
parcialmente con lo expuesto por Ornelas-Paz et al. (2013), quienes reportan
decrementos en esta variable para algunos chiles hervidos, pero para otros indican
incrementos. Lo que también reportan estos autores son decrementos tanto para a*
como para b* en los chiles asados. Un comportamiento similar sigue la variable b*
en donde también el mayor valor fue para el pimiento asado y el menor para el
deshidratado. Esta diferencia se puede deber, a que siguiendo la costumbre
domeéstica de tratamiento para los chiles asados, posterior al asado en el comal se
dejé sudar en una bolsa de plastico para eliminar la capa mas superficial del chile

gue tenia el tejido quemado.
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Figura 12. Medicion de color L, a* y b* de diferentes tratamientos de coccién aplicados al

pimiento morrén.
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Los valores son la media de tres réplicaszerror estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).
A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas

4.5.2 Grados Brix y pH del pimiento cocinado

El pH reportado por Rubio-Pino et al. (2010) para pimiento verde y rojo es
de 4.73 y 4.33, respectivamente. No se encontraron muchas referencias que
indiquen el pH en pimiento cocinado salvo la de Park et al. (2011) que indican que
los pimientos en salmuera aumentaron su pH de 2.78 a 3.10 después de 14 dias de
almacenamiento y que mantuvieron ese valor por 42 dias. Koskiniemi et al. (2013)
indican que un pH menor a 3.4 favorece el reblandecimiento del pimiento. Los
valores de las muestras evaluadas son superiores a dicho valor. En la Figura 13 se
muestran los valores de pH para el pimiento sometido a distintos tratamientos de
cocinado. El valor de pH para el pimiento fresco esté en el rango de lo reportado por
Marin et al. (2004); sin embargo, éste es inferior a lo reportado por Castro et al.
(2005) (pH 5.0-6.4). Se evidencia que el tratamiento de fritura y deshidratacion
difieren significativamente del control; sin embargo, siguen estando en el intervalo
de valores de pH reportados para pimiento fresco. Posiblemente el aceite utilizado
en la fritura, asi como la extraccion de algunos componentes por la rehidratacion

del pimiento en agua causen las pequefias diferencias encontradas.

El control del pH es muy importante en la elaboracion de los productos
alimentarios, tanto como indicador de las condiciones higiénicas como para el
control de los procesos de transformacion. El pH, como la temperatura y la
humedad, son importantes para la conservacion de los alimentos. De ahi que
generalmente, disminuyendo el valor de pH de un producto, aumente el periodo de
conservacion. Un valor pH entre 2.5y 5.5 prolonga la conservacion de la fruta fresca
e inhibe la reproduccioén de microorganismos. Lo mismo ocurre con la verdura en un

intervalo entre 4.6 y 6.4 pH.
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Figura 13. pH de diferentes tratamientos de coccién aplicados al pimiento morrén.

Los valores son la media de tres réplicaszerror estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas

En lo que respecta a los grados Brix, el pimiento crudo es el que presenta
la menor cantidad de solidos solubles (Figura 14). Este valor difiere difiere
significativamente del encontrado en los pimientos cocinados. El pimiento hervido y
deshidratado presentan valores similares de sdlidos solubles, seguidos del
tratamiento en microondas y finalmente de los pimientos fritos y asados. Se infiere
gue estas diferencias puedan deberse a una pérdida de humedad, ya que los
tratamientos que alcanzan las mayores temperaturas y en los cuales se estima hay
una pérdida de agua son lo que presentan los mayores valores de grados Brix. La
deshidratacion de alimentos constituidos por células vegetales, tales como las
frutas, supone una serie de cambios fisicos, quimicos y sensoriales como
consecuencia del estrés térmico e hidrico al que se ve sometido el tejido vegetal, de
morfologia compleja, durante todo el proceso. La ruptura y la degradacion de la
lamina media, la separacion y ruptura de las paredes celulares, la lisis del
citoplasma, la pérdida de la funcionalidad de la membrana y el colapso estructural
de las células, pueden ocasionar cambios fisicoquimicos tales como la cristalizacion
de la celulosa, despolimerizacion y solubilizacién de pectinas, desnaturalizacion de

proteinas, cambios en los sélidos solubles (Crapiste, 2000).

94



RESULTADOS Y DISCUSION

Algunos de los tratamientos de coccion despliegan valores similares a los
reportados por Castro et al. (2008) (°Brix 5.27-6.01); no obstante se tienen valores
inferiores y superiores, ya que el reportado por este autor es solo para pimiento
crudo.
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Figura 14. Grados Brix de diferentes tratamientos de coccion aplicados al pimiento morron.
Los valores son la media de tres réplicaszerror estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas

4.6 Metabolitos-pimiento cocinado

Los alimentos son susceptibles de sufrir deterioro con el paso del tiempo.
Este deterioro estéd influenciado en gran medida por la cantidad de agua que
contenga el alimento, ya que es el medio donde proliferan los microorganismos.
También influyen en el deterioro las condiciones ambientales como la temperatura,
la composicion y pH del alimento y la cantidad de oxigeno en contacto con el mismo.
El cocinado de los alimentos se utiliza para ralentizar su deterioro o bien para
mejorar las propiedades de los alimentos. Algunos de los tratamientos pueden
afectar el valor nutricional y mejorar la biodisponibilidad de algunos nutrientes, asi
como la calidad del alimento procesado. De esta forma, un alimento tras ser
sometido a un proceso tecnolégico debe satisfacer las necesidades del consumidor

en lo que se refiere a seguridad alimentaria, palatabilidad, vida util, biodisponibilidad
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de los nutrientes y en algunas ocasiones, aportar un valor afiadido mediante el
enriquecimiento con otros ingredientes. El pimiento es un producto que no solo se
consume en fresco sino después de haber recibido diversos procesados culinarios.
Varios estudios se han realizado sobre el efecto de la deshidratacién en el producto,
pero la informacién es limitada respecto al efecto de otras formas de preparacion.
Por lo anterior, es importante conocer como cambian los compuestos blanco de este
estudio después de la aplicacion de varios tratamientos culinarios: fritura, hervido

en microondas, asado, hervido convencional y deshidratado.

4.6.1 Flavonoides, taninos y fenoles en pimiento cocinado

Los resultados expuestos en la Figura 15 hacen evidente que los chiles
deshidratados tiene el mayor contenido de fenoles totales. El menor contenido se
encuentra en el pimiento fresco. Los tratamientos que tienen agua como medio de
coccién resultaron en un nivel similar de fenoles, al igual que los tratamientos cuyas
temperaturas de coccion son mas severas (asado y frito). La Figura 16 y Figura 17
presentan tendencias similares a la anterior; en ambas, el pimiento deshidratado
(conocido como pimentdn) presentd los mayores valores de flavonoides y taninos,

siendo el pimiento fresco el que exhibe las menores concentraciones.

Los resultados debido al efecto del calentamiento en los compuestos
fendlicos es contradictoria. Una apreciacion comun es que los alimentos que
recibieron algun tratamiento térmico tienen un menor contenido nutricional que los
alimentos frescos debido a las pérdidas de vitamina C y de algunas caracteristicas
fisicoquimicas (Ladron de Guevara et al., 2002; Park et al., 2011); sin embargo,
contrastando con esta aseveracion algunos reportes indican que el cocinado
incrementa la actividad antioxidante de los alimentos al liberar compuestos
antioxidantes que se encuentran en porciones insolubles de los alimentos pero que
con el cocinado se solubilizan liberando los compuestos (Dewanto et al., 2002;
Turkmen et al., 2005). Cabe mencionar que la temperatura de deshidratacion fue
controlada a 60°C, la cual se considerd en principio una temperatura limite para

evitar dafar los posibles capsaicinoides hubiera en el producto. Esta temperatura
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no se considera tan agresiva para el producto como las temperaturas alcanzadas
en otros procesos, lo que se hipotetiza ayuda a liberar compuestos antioxidantes
sin dafarlos excesivamente. Esto coincide con lo expuesto por Shotorbani et al.
(2013) en su estudio de pimientos dulces, quienes mencionan que el contenido de
fenoles se incrementdé a 65°C pero que disminuyé cuando el tiempo a esa
temperatura fue de 60 minutos. Esto indica que la disminucién de fitoquimicos no
sb6lo esta ligada a una temperatura especifica sino también al tiempo de

permanencia a esa temperatura.

Segun el informe de Roy et al. (2007) una temperatura baja ayudo a
conservar del 80-100% de compuestos fendlicos en algunos vegetales. No
obstante, se han observado incrementos en el contenido de polifenoles a altas
temperaturas (90°C) debido probablemente a la generacion de diversos
compuestos con diferente grados de actividad antioxidante durante el proceso de
coccion (Lopez et al., 2010; Que et al., 2008). Adicionalmente, Pogoh et al. (2013)
en su estudio de diferentes tratamientos de fritura en Lactarius deliciosus indican
gue el contenido total de polifenoles no cambid, pero que el contenido de
flavonoides incrementd de un 6-9%, lo cual sefialan se puede deber a que el
tratamiento térmico inactiva rapidamente la enzima fenol oxidasa, inhibicion asi

cambios oxidativos enzimaticos.
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Figura 15. Contenido de fenoles de diferentes tratamientos de coccion aplicados al pimiento
morron.
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Los valores son la media de tres réplicasterror estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).
A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas
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Figura 16. Contenido de flavonoides de diferentes tratamientos de coccion aplicados al
pimiento morron.

Los valores son la media de tres réplicasterror estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas
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Figura 17. Contenido de taninos de diferentes tratamientos de coccidn aplicados al pimiento
morroén.
Los valores son la media de tres réplicasterror estandar.
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Medias con la misma letra significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al
test de Tukey (p<0.05).
A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas

Cabe mencionar que diferencias en las técnicas de extraccion en cuanto a
solvente de extraccion, pH, luz, calentamiento, pueden influir en las concentraciones
detectadas y eficacia de los diferentes compuestos bioactivos encontrados en los

alimentos (Shotorbani et al., 2013).

4.6.2 Actividad antioxidante (DPPH y ABTS) en pimiento cocinado

La Figura 18 resume la AOX del pimiento crudo y cocinado. El rango de
actividad antioxidante por ABTS es de 4.017-9.282 umoles equivalentes de Trolox/g
de muestra seca, y para DPPH es de 4.755-11.874 pmoles equivalentes de Trolox/g
de muestra seca. Estos valores se encuentran en el rango de lo reportado por
Ornelas-Paz et al. (2013). Se encuentran diferencias significativas para todos los
tratamientos. Los pimientos asados y hervidos en microondas son los que presentan
la menor actividad antioxidante en tanto que el pimenton presenta los mayores
valores de AOX. Esto contrasta con lo expuesto por Chuah et al. (2008) quienes
indican no haber encontrado diferencias en la AOX del pimiento crudo y el cocido
por microondas y en aceite; no obstante, si coincide en que también encontrd
reducciones cuando el pimiento fue hervido, esto posiblemente a la pérdida de los
compuestos antioxidantes al agua de coccion. Después de la coccién se han
encontrado pérdidas del contenido de vitamina C al agua de coccion de hasta el
75% (LeSkova et al., 2006), lo cual podria explicar el porqué después del hervido se
reduce la AOX.

Es reportado que el hervido puede aumentar la accion de los antioxidantes
debido la inactivacion de enzimas que causan oxidacion. Asimismo, el hervido
puede causar la destruccion de la pared celular y estructuras intracelularas, lo que
causa la liberacion de compuestos antioxidantes. En este sentido, Gahler et al.
(2003) reportan el incremento de la AOX en tomates después del calentamiento.
Asimismo, Lépez et al. (2010) investigaron la AOX en ardndanos encontrando que
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ésta fue mayor cuando fueron calentados a temperaturas de 80-90°C que a 50-
70°C. Se arguye que a menor temperatura se requiere un mayor tiempo de secado
lo que puede causar la disminucion de la AOX, pero que a mayor temperatura la
generacion de melanoidinas derivadas de las reacciones de Maillard pueden estar
implicadas en este comportamiento, tal como ocurre en la fritura, el cual es un
tratamiento que disminuye la presencia de acidos grasos insaturados, minerales y
vitaminas, pero que incrementa la digestibilidad de proteinas, gelatinizacion de
almidon y aporta caracteristicas sensoriales particulares debido precisamente a las
mencionadas reacciones de Maillard (Pogon et al., 2013).
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Figura 18. Actividad antioxidante (medida por DPPH y ABTS) de diferentes tratamientos de
coccién aplicados al pimiento morrén.
Los valores son la media de tres réplicaszerror estandar. Medias con la misma letra para la
misma determinacion significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test
de Tukey (p<0.05).
A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas

4.6.3 Carotenoides en pimiento cocinado
El efecto de los tratamientos culinarios en los carotenoides del pimiento

morron se observan en la Figura 19 . Los resultados indican que el asado reduce

significativamente el contenido de carotenoides en el pimiento en comparacion con
el pimiento crudo (p<0.05). Asimismo, los tratamientos de deshidratacién y

microondas aumentan el contenido de carotenoides; en tanto, que la fritura y el
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hervido convencional no difieren del pimiento fresco. Estos resultados concuerdan
parcialmente con lo expuesto por Hwang et al. (2012) quienes observaron
diferencias del hervido, coccion al vapor y blanqueado, pero no del frito con el
pimiento crudo en estado rojo. Estos resultados son opuestos a los reportados por
Chuah et al. (2008) cuyos resultados indican reducciones en el contenido de
carotenoides totales de 3.2-36% y 11.6-40.9% en chile calentado en microondas y
hervido, respectivamente. Ademas, Ornelas-Paz et al. (2013) indican reducciones
de carotenoides por hervido y asado en chile picosos y no picosos. En contraste,
otros autores indican incrementos en los carotenoides debido a una mejor
extraccion de los compuestos, resultado del cocinado (Chuah et al., 2008). Las
reducciones en el contenido de los carotenoides estan influenciadas por las
condiciones de coccidn (que aunque similares no son las mismas a las reportadas
por otros autores), el tipo de alimentos y la naturaleza de la matriz del alimentos.

Adicionalmente, las técnicas de determinacién también difieren entre los diferentes
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Figura 19. Carotenoides totales de diferentes tratamientos de coccién aplicados al pimiento
morron.

Los valores son la media de tres réplicaszerror estandar. Medias con la misma letra
significan que los tratamientos no son diferentes de acuerdo al test de Tukey (p<0.05).

A: Asado, D: Deshidratado, FR: Fresco, FTO: Frito, H: Hervido, M: Microondas
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El Cuadro 21 muestra los incrementos o0 decrementos en porcentaje que se
observaron en diferentes variables medidas en los pimientos cocidos en
comparacion con el fresco o crudo.

Cuadro 21. Incrementos o decrementos en porcentaje de diferentes variables medidas en
pimientos cocidos en comparacion con el fresco.

Color
Flavonoides Taninos Fenoles ABTS DPPH Carotenoides pH °Brix L a b
Hervido 29.363 46.151 -2.095 -4.467 14.403 -5.861 1.691 22554 -6.457 28.031 87.593
Microondas 31.675 48.637 -12.212 -9.714 -3.166 27.365 1715 37.786 -8354 29.657 88.163
Asado 32.020 32.016 25.667 -8.675 -29.520 -31.037 0.652 80.404 -18.470 49.182 154.514
Frito 29.528 25.174 41797 6.693  22.588 -2.994 2.675 70387 -3.160 19.923 57.544
Deshidratado = 637.702  471.544 556.451 108.617 75.992 27.581 -7.597 16.425 -12.906 -58.431 -20.004

El analisis anterior permite evidenciar diferencias en el contenido de
metabolitos de acuerdo al método de coccion. Por lo cual, se sugiere consumir
alimentos cocinados de formas diferentes en aras de tener oportunidad de obtener

beneficios derivados de la ingesta de fitoquimicos.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que bajo las condiciones de experimentacion llevadas
a cabo, la utilizacion de cocteles de factores moduladores de metabolitos (FMM) en el
pimiento morrén permiten modular la produccion de pimiento, ademas de aumentar el
potencial nutracéutico principalmente en el tratamiento postcosecha en estado maduro.
Asimismo, el procesado culinario modifica significativamente el potencial nutracéutico
del pimiento por lo cual es importante considerar estos cambios al realizar estudios de
ingesta diarias recomendadas y consumirlo en sus diferentes formas de preparacion

para beneficiarse de la gama de fitoquimicos presentes en él.
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1.1. Métodos para la evualuacion del suelo

Métodos usados para las determinaciones de laborato

rio e informacién adicional para la interpretacion

de los

resultados analiticos.

Textura: se define como la proporcién relativa de grupos de
particulas de diferentes dimensiones: arena, limo y arcilla. El
método a utilizar es el de Bouyoucos. El tiempo de lectura se ha
escogido de 40 segundos para la separaci6on de particulas
mayores de 0.05 mm (arena) y de 2 horas para particulas de
diametro mayores a 0.002 mm (arcillas). Limite establecido por la
USDA.

Porcentaje de saturacion: es el porcentaje maximo de retencién
de agua por el suelo (en base a su peso seco), se obtiene a partir
del método e Richards al preparar la pasta saturada para
obentener el extracto de saturacion.

Capacidad de Campo: es el agua que retiene el suelo después
de que ha cesado el movimiento gravitiacional, es decir a una
tensién de 30 centibars o 0.3 Atm. En muestras alteradas se
obtiene a partir del punto de saturacién en base a relaciones que
se han observado en un grupo amplio de suelos. Para su
determinacion se usa la siguiente férmula; Hcc (%) = 0.75 (%) de
saturacion.

Punto de Marchitez Permanente: es la cantidad de agua del
suelo cuando se encuentra retenida a 15 atmoésferas y en general
a este contenido de humedad la planta se marchita. Su
determinacion se realiza por la siguiente formula: Hpmp (%) =
(Hcc/2) + 5%.

pH: la medicién de pH se realiza directamente en la pasta con el
uso de un potenciémetro. Se realiza en relaciéon 1:2 ya sea en
agua o en CaClz 0.05 M. La determinacion en CaCl2 es alrededor
de media unidad méas baja que en agua. El pH indica si es un suelo
acido o alcalino y nos indica si es necesario adicional cal. Cuando
el suelo presenta un pH menor a 5.5, determinado en agua, se
requiere aplicar cal. Un suelo con un pH superior a 8 es posible
que requiere adicionarsele yeso agricola. Un suelo alcalina
presenta problemas de disponibilidad de micronutrientes y en
algunos casos de fosforo.

Carbonatos: La presencia de carbonatos propicia la alcalinidad
del suelo. Se determinan mediante el método del calcimetro y se
considera un suelo calcareo cuando presenta mas de 5% de
carbonato totales. Suelos altamente calcareos pueden presentar
problemas con la disponibilidad de P, Fe, Zn, Mn y Cu. Cuando no
hay carbonatos en el suelo no se debe agregar &cido sulftrico
para rehabilitar un suelo sédico.

Materia Organica (MO): esa determinacion se realiza mediante
el Método de Walkley y Black. Este parametro esta muy asociado
con las caracteristicas fisicas del suelo y con la disponibilidad de
micronutrientes. Suelos pobres en materia organica, retienen
menos agua y nutrientes y presentan mas pobres propiedades
fisicas. En suelos con pH moderadamente alcalino con bajos
contendidos de materia organica es comln que se presenten
problemas de disponibilidad de Zn.

Nitr6égeno inorganico (N-Inorg):  La Gnica manera de saber si un
suelo es rico o pobre en nitrégeno es mediante la determinacion
del nitrégeno disponible, pues la determinacion de N total no tiene
ningun valor para los fine de diagnéstico. EI N es el elemento mas
limitativo en casi todos los suelos por lo que hay que suministrarlo
de diferentes formas. Se extrae mediante una solucién de cloruro
de potasio 2 N y se analiza por destialaciéon con 6xido de magnesio
y aleacion devarda.

Fosforo (P-Bray o P-Olsen): se determina mediante los métods
de Olsen o Bray 1, segun se indique en el reporte. El método Bray
1 se usa para suelos &cidos o neutros y el método Olsen para
suelos neutros o alcalinos. Este Gltimo método es el que se usa
por excelencia en los suelos calcareos. A partir del andlisis de P
se decide si se aplica o no fertilizante fosfatado al suelo. Este es
uno de los métodos mas confiables para determinar la necesidad
de fertilizar el suelo, asi como su dosis aproximada. Los niveles
criticos para decidir la aplicacion de fésforo, son de 10 ppm para
el método de Olsen y 25 ppm para el método de Bray. En suelos
muy acidos o con altas cantidades de carbonatos es necesario
agregar una cantidad adicional de P por encima de la dosis que
se aplica en suelos normales.
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Potasio (K): éste se extrae con acetato de amonio 1Ny pH 7y
se cuantifica por absorciéon atémica o mediante ICP. Los valores
criticos son de 75 o 100 ppm en suelos tropicales degradados o
de 150-250 ppm en suelos de zonas &ridas y templadas. Pero en
los cultivos de alta semanda se acostumbra a fertilizar aun en
concentraciones mayores a estos niveles.

Calcio (Ca): mismo método de extraccion y andlisis que el K. Los
valores criticos son de 500 y 700 ppm, aunque también depende
de la proporcién que ocupa de la CIC y del pH del suelo.
Magnesio (Mg): mismo método de extraccion y andlisis que el K.
Los valores criticos van de 50 a 100 ppm, aunque también
depende de la proporcién que ocupe este cation de la CIC.

Nota: Ca y Mg en suelos calcareos se extraen con acetato de
amonio 1N pH de 8.5, pues las extracciones a pH 7, propician la
liberacion de estos elementos provenientes de los carbonatos del
suelo, originando una sobrestimacién de la disponibilidad. Para
pasar de la concentraciéon de ppm a meq/100 g se dividen los
valores en unidades de ppm entres los factores de 200.4, 121.6,
391.0y 230.0, respectivamente para Ca, Mg, Ky Na.

Relaciones nutrimentales: las relaciones nutrimentales se
reportan para dar mas elementos de andlisis al interpretador,
aungue en general no se han encontrado que den mas elementos
de diagnéstico que el criterio basado en el nivel critico.

Sodio (Na): el sodio es un elemento nocivo para el suelo, pues
deteriora las propiedades fisicas del suelo, reduciendo su nivel de
infiltracién y afectando en algunos casos la aireacién del suelo.
Cuando el % que ocupa de la CIC (PSI) rebasa el 5% en suelos
de textura fina se considera inadecuado o cuando es mayor de
10% en suelos de textura gruesa. La forma de atacar un problema
de sodio es mediante el suministro de yeso agricola o bien
mediante azufre o &cido sulfirico, cuando se trata de suelos
calcéareos. La dosis de yeso depende del nivel de sodio y de la
CIC del suelo.

Fe, Cu, Zn, Mn: son determinados por extraccion con DTPA y
cuantificados por absorcién atémica o mediante ICP. Los niveles
criticos considerados para estos micronutrientes se indican a
continuacion.

Elemento Valor Critico (ppm)
Hierro (Fe) 5.0
Cinc (Zn) 1.0
Manganeso (Mn) 5.0
Cobre (Cu) 0.5

Los valores de arriba mencionados son solo indicativos, pues la
disponibilidad de los micronutrientes se ve afectada también por
el pH del suelo. Entre mas alto sea el pH, mayor puede ser el nivel
critico y también mas alta debe ser la dosis de elemento a aplicar
al suelo.

Boro: se extrae mediante una solucién caliente de cloruro de
calcio. Su nivel critico es del orden de 0.6 a 1 ppm y es toxico en
niveles de 4 ppm, tomando en cuenta que este valor varfa con la
especie vegetal y tipo de suelo.

Azufre: la determinacion de S se realiza en suelos é&cido
normalmente, pues lo suelos de las regiones templadas y
semiédridas es muy dificil que presenten problemas de
disponibilidad. Se extrae con cloruro de calcio y se cuantifica
turbidimétricamente. El nivel critico es de 5 ppm.
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2.1 Ensayo de la vainillina y principio de la determinacion de taninos

condensados

La vainillina protocolada es un radical electrofilico débil que reacciona con
el anillo del flavonoide en la posicion 6 u 8. El producto intermedio de esta reaccion
se deshidrata rapidamente para dar un compuesto de color rosa ligero a un intenso
rojo cereza producto coloreado. La reaccion se verifica entre la vainillina y los
flavonoides como (+)-catequina. La estabilidad del color del aducto vainillina-tanino
puede incrementarse cuando la reaccion ocurre en la oscuridad y se controla la
temperatura de reaccion; entonces se obtienen resultados exactos y reproducibles
(Shahidi y Naczk, 1995).

Este ensayo se basa en la elevada reactividad de los compuestos fendlicos
con los aldehidos en medio &acido. La reactividad de los nucleos floroglucinol con
aldehidos se conoce desde hace tiempo, siendo populares los procedimientos
colorimétricos que utilizan benzaldehidos sustituidos. El mas utilizado es la vainillina
(4-hidroxi—3—metoxibenzaldehido) (Butler, 1982). Los aldehidos estan protonados
en su grupo carbonil-oxigeno, en soluciones &cidas fuertes y forman carbocationes

electroliticos.

El ensayo de vainillina es especifico para los flavan 3-ol, dihidrochalconas
y proantocianinas y el metanol es usualmente utilizado como solvente (Naczk y
Shahidi, 2004). La secuencia de reaccion de condensacion de la vainillina con (—)—
epicatequina se representa en la Figura 20 .

El método de vainillina puede ser usado para cuantificar taninos en el rango
de 5-500 pg. Por otra parte, los polifenoles hidrolizables no dan reaccion. Sin
embargo, algunos anillos heteroaromaticos ricos en electrones (como por ejemplo
pirrol o indol) y algunas dihidrochalconas (como floretina y florizina) reaccionan
positivamente con la vainillina (Sarkar y Howarth, 1976). Las antocianidinas pueden

interferir sustancialmente en el ensayo de la vainillina, hecho que debe ser corregido
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por sustraccion con un blanco (Broadhurst y Jones, 1978; Deshpande y Cheryan,
1987; Sarkar y Howarth, 1976).

La cinética de la reaccion del ensayo de vainillina depende de la estructura
guimica de la muestra. Para que el ensayo de vainillina produzca resultados 6ptimos
el tiempo de reaccion para la (+)-catequina es de 15 minutos. Asimismo, el
contenido en agua de la muestra debe ser bajo (ya que de lo contrario se produce
una disminucién de la absorbancia). La absorbancia (que disminuye por efecto de
la luz directa sobre la reaccién) de los productos formados durante el ensayo se
mide a 500 nm. La clorofila y el acido ascorbico son compuestos que interfieren en
esta reaccion (Naczk y Shahidi, 2004).
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Figura 20. Condensacion de la vainillina con (-)-epicatequina.
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3.1 Preparacion de soluciones para la determinacion de taninos
condensados.

3.1.1 Soluciones

Acido clorhidrico 8% en metanol (1 litro): tomar 216 mL de HCI concentracion
37% y aforar a 1000 ml. con metanol). Refrigerar. Férmula C1V1=C3V2. Se

considera pureza del HCI de 37%.

Acido clorhidrico 4% en metanol (1/2 litro): tomar 54 mL de HCI concentracion

37% y aforar a 500 ml con metanol). Refrigerar.

Vainillina al 1% en metanol (1 litro): pesar 10 g de vainillina y aforar a 1000 mL

con metanol). Refrigerar.

Solucion (1:1) de HCI 8%:vainillina 1% (tomar 10 mL de cada reactivo y mezclar=

20 mL). Se prepara al momento de emplearse. No reutilizar.

3.1.2 Curva de calibracién

Concentraciones: 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 y 0.1 mg/mL de (+) catequina. Realizar por
duplicado la curva, sacar la media de la absorbancia y determinar la ecuacion de la
rectay la R?, la cual debe ser 1 6 0.99. Las soluciones se preparan al momento de
trabajar. No reutilizar.

1. Pesar 0.008 g de (+) catequina y aforar a 10 mL con metanol.

2. De la solucién anterior tomar 3.75 mL y aforar a 5 mL con metanol.

3. De la solucion anterior tomar 3.33 mL y aforar a 5 mL con metanol.

4. De la solucién anterior tomar 2.5 mL y aforar a 5 mL con metanol.

5. De la solucién anterior tomar 2.5 mL y aforar a 5 mL con metanol.

3.2Preparacion de soluciones para la determinacion de actividad

antioxidante por DPPH.
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* DPPH (100 puM): se cubre con papel aluminio un matraz aforado de 25 mL y se
pesan en él 0.0015 g de DPPH, el cual se reserva para momentos posteriores.
El aforo se realiza con metanol al 80%. Se usa recién preparada.

e BHT (100 uM): pesar 1.1 mg de BHTy aforar con metanol 80% a 50 mL.

* Metanol 80%: medir 200 mL de metanol y aforar a 250 mL.

3.2.1 Curva de calibracién

» Trolox (800 uM): pesar 2 mg de Trolox y aforar a 10 mL con metanol 80%. Para
realizar las diluciones (700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 uM) seguir el siguiente
procedimiento:

De la solucién anterior tomar 4.375 mL y aforar a 5 mL con metanol.

De la solucién anterior tomar 4.285 mL y aforar a 5 mL con metanol.

De la solucién anterior tomar 4.167 mL y aforar a 5 mL con metanol.

De la solucién anterior tomar 4 mL y aforar a 5 mL con metanol.

De la solucién anterior tomar 3.75 mL y aforar a 5 mL con metanol.

De la solucién anterior tomar 3.333 mL y aforar a 5 mL con metanol.

De la solucién anterior tomar 2.5 mL y aforar a 5 mL con metanol.

© N o 00k~ W DdPF

De la solucién anterior tomar 2.5 ml y aforar a 5 mL con metanol.

Cuadro 22. Masa molecular de reactivos utilizados.

Reactivo Masa molecular (g/mol)
HCI 36.5
Trolox 250.29
DPPH 618.74
BHT 220.35

3.3Preparacion de soluciones para la determinacion de flavonoides

3.3.1 Soluciones

» 2-aminoetildifenil borato 1%: se pesaron 0.1 g de 2-aminoetildifenil borato y se

aforaron a 10 mL con metanol.

3.3.2 Curva de calibracién
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» Solucion stock de rutina: se pesaron 0.025g de rutina y se aforaron a 10 mL con
metanol. Solucion a concentracion de 2.5mg/ml. Para la preparacion de las
diluciones 200, 150, 100, 50, 25, 10, 5 y 2 pg/mL se realizé el siguiente
procedimiento por duplicado:

* Tomar 800 pL de la solucion stock y disolver en 10 mL.

* De la solucion anterior tomar 7.5 mL y aforar a 10 mL.

* De la solucion anterior tomar 6.67 mL y aforar a 10 mL.

* De la solucion anterior tomar 5 mL y aforar a 10 mL.

* De la solucion anterior tomar 5 mL y aforar a 10 mL.

* De la solucion anterior tomar 4 mL y aforar a 10 mL.

* De la solucion anterior tomar 5 mL y aforar a 10 mL.

* De la solucion anterior tomar 4 mL y aforar a 10 mL.

3.4 Preparacion de soluciones para la determinacién cromatografica de
acido ascorbico.

3.4.1 Curva de calibracion

Para prepararar soluciones de 230, 180, 140, 100, 75, 50, 30, 20, 10 y 1 mg/L:
e Se pesaron 2.3 mg de acido ascérbico y se aforaron con acido o-fosférico 4%
a 10 mL.
* De la solucion anterior tomar 3.913 mL y aforar a 5 mL.
* De la solucion anterior tomar 3.888 mL y aforar a 5 mL.
* De la solucion anterior tomar 3.571 mL y aforar a 5 mL.
* De la solucion anterior tomar 3.750 mL y aforar a 5 mL.
* De la solucion anterior tomar 3.333 mL y aforar a 5 mL.
* De la solucion anterior tomar 3.000 mL y aforar a 5 mL.
* De la solucion anterior tomar 3.333 mL y aforar a 5 mL.
* De la solucion anterior tomar 2.500 mL y aforar a 5 mL.

» De la solucion anterior tomar 0.5 mL y aforar a 5 mL.

3.5Preparacion de soluciones para flavonoides en HPLC.
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3.5.1 Curva de calibracion

» Se prepararon soluciones stock de los estdndares a concentraciones de 2000
mg/L con acetonitrilo HPLC.

» Posteriormente se preparan diluciones a 50 mg/L para determinar los tiempos
de retencion (TR).

128



APENDICES

APENDICE IV

5.1 Ensayo de actividad antioxidante (DPPH) paso por paso
5.1.1 Preparacion de las muestras

Se cubrié con papel aluminio un matraz aforado de 25 mL y se pesaron en
€1 0.0015 g de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), el cual se reserva para momentos
posteriores. Primero se diluyé el DPPH en 20 mL de metanol y en seguida se
completo el volumen con agua. Se sonic6 por 10 minutos con el matraz cubierto de

aluminio.

Para el BHT (control positivo) se preparo una solucion 100 pM, disolviendo

1.1 mg en 50 mL de metanol.

Para la soluciéon de Trolox se preparé un stock de 10 mL a una
concentracion de 1 mM, para lo cual se disolvieron 0.0025 g y se prepararon

diluciones por duplicado de acuerdo al Cuadro 23.

Cuadro 23. Preparacion de soluciones de Trolox para la determinacién de actividad
antioxidante por el método de DPPH.

Concentracién Trolox Volumen a tomar de la Volumen a completar
(UM) solucion stock (uL) con metanol (uL)
50 50 950
100 100 900
200 200 800
300 300 700
400 400 600
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500 500 500
600 600 400
700 700 300
800 800 200

En una placa de 96 pozos se afiadieron 20 pl de la muestra en cada pozo
segun el disefio experimental mostrado en el Cuadro 24 . Conforme se llenaron los
pozos, se taparon con papel parafiim. La microplaca se leyo en el lector de
microplacas a una A= 515 nm (si no se cuenta con el filtro se puede leer a 540 o 500
nm) a 0, 4, 10, 30, 60, 90 minutos y 120 minutos. La placa se mantuvo cubierta y en

la oscuridad a temperatura ambiente entre lecturas. Se realiz6 por duplicado.

Cuadro 24. Esquema de llenado de microplaca para la determinacién de actividad
antioxidante por el método de DPPH.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Blanco! Blanco Blanco Taoo  Taoo  Taco

B  Control? Control Control Tsoo  Tsoo  Tsoo

C BHT? BHT BHT Teoo  Teoco  Teoo

D Tso Tso Tso Tz700  T700  T7o00

E T100 T100 T100 Tsoo  Tsoo  Tsoo

F T200 T2 T2 Mms M M

G Ts00 Ts00 Tso0

1 Blanco: 20 pL de metanol mas 200 ul de agua destilada o HPLC.

2 Control: metanol (control negativo): 20uL de metanol mas 200 pl DPPH (100 uM).

3 BHT (Butirato de hidroxitolueno): 20uL de BHT (100 uM) mas 200 ul de DPPH.

4 T: 20uL Trolox (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 y 800uM) mas 200 ul DPPH (100 puM).
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5 M: muestras, 20pL de muestra més 200 ul de DPPH (100 puM).

5.1.2 Caélculo de la capacidad antioxidante

La actividad antirradical (% ARA) o el porcentaje de inhibicion se calculo

como porcentaje de decoloracién de DPPH, usando la siguiente ecuacion:

%ARA = 100 = [(Acontrol—Amuestral (3)

control

donde:

%ARA: actividad antirradical
Amuestra: absorbancia de la muestra a 515 nm

Acontrol: @bsorbancia del control (ausencia de antioxidante).

Se realiz6 la cinética de inhibicién para verificar a qué tiempo se neutraliza
la actividad del estandar contra el DPPH. Ya que el DPPH se va oxidando y cambia
su coloracion de violeta a amarillo.

Con los resultados obtenidos se graficaron el porcentaje de inhibicidn vs la
concentracion de Trolox a los diferentes tiempos, asi como el porcentaje de
inhibicion vs la concentracion de Trolox a un tiempo en el que se haya estabilizado
la lectura (en este caso fue de 60 minutos). Los resultados se expresaron como
pmoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra fresca o seca. La curva de

calibracion se realizo por duplicado para minimizar el error.

5.2 Ensayo de actividad antioxidante (ABTS) paso por paso

5.2.1 Preparacion de las muestras|

El radical ABTSe+ se prepar6 doce horas antes de su uso. Para la
preparacion del radical (solucién 7 mM) se pesaron 0.01920 g de ABTS vy se aford

a 5 mL con agua destilada. Asimismo, se prepard una solucion de 140 mM de
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persulfato de potasio (K2S20sg) pesando 0.1892 g del compuesto y se aforéo a 5 mL
con agua destilada. Posteriormente en un vial &mbar se pusieron 5 mL de la solucién
de ABTS y 88 L de la solucion de persulfato de potasio. Esta solucion permanecio
doce horas en oscuridad para que se generara el radical. Transcurrido ese tiempo
a 500 pL del radical se le adicionaron 32 mL de etanol. La nueva solucion debe tener
una absorbancia entre 0.7 y 1 leida a 730 nm. Si la absorbancia es mayor se afiade

mas etanol.

Se prepar6 también una solucién stock de Trolox (1 mM) pesando 0.0025 g
del compuesto y aforando a 10 mL con metanol. Posteriormente se realizaron

diluciones de acuerdo al Cuadro 25.

Cuadro 25. Preparacion de las soluciones de Trolox para la determinacién de actividad
antioxidante por el método de ABTS.

Concentracion Trolox Volumen a tomar de la Volumen a completar
(UM) solucion stock (uL) con metanol (uL)
10 10 990
20 20 980
50 50 950
100 100 900
150 150 850
200 200 800
300 300 700
305 305 655
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La placa de 96 pozos se llen6 de acuerdo al Cuadro 26 dependiendo de si
se trataba de una muestra o estandar para la curva de calibracion. El radical ABTS
se adicion6 tanto a las muestras de Trolox como a las muestras de pimiento y al

control hasta el momento de realizar las lecturas.

Cuadro 26. Esquema de llenado de la microplaca para la determinacion de actividad
antioxidante por el método de ABTS.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Blanco! Blanco Blanco Ta00  Tao0  Ta00

B  Control? Control Control Taoo  Tsoo  Taoo

C T30 Tio T1o0 Tsos  Tsos  Taos

D T20 Ta0 T2o M4 M M

E Tso Tso Tso

F T100 T100 T100

G Tis0 T1s0 Tis0

1 Blanco: 2030 puL de etanol méas 20 pl de metanol.

2 Control: 230 pL de ABTS més 200 ul de metanol.

3 T: 230 pL de ABTS mas 20 L de la muestra del éstandar de Trolox.
4 M: muestras, 230 pL de ABTS mas 20 pl de la muestra metandlica.

5.2.2 Calculo de la capacidad antioxidante

La actividad antirradical (% ARA) o porcentaje de inhibicion se calculé como

porcentaje de decoloracion de ABTS, usando la siguiente ecuacion:

%ARA = 100 x* [(Acontrot—Amuestral (4)

Acontrol

donde:

% ARA: actividad antirradical

Anmuestra: absorbancia de la muestra a 730 nm

133



APENDICES

Acontrol: @bsorbancia del control (ausencia de antioxidante).

La curva de calibracion se realizo por triplicado.
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APENDICE V

5.1.1 Extraccion de carotenoides para HPLC

© © N o gk~ w P

Pesar 2 g de muestra fresca en un tubo eppendorf (tubo A)
Afadir 500 pl de etanol + BHT 0.1%. Agitar en vortex.
Calentar en agua a 80°C durante 5 min.

Agregar 10 pl de KOH 80%. Agitar en vortex.

Calentar (en termoblock si es posible) a 80°C durante 10 min.
Poner en hielo.

Afadir 500 pl de agua desionizada fria. Agitar.

Agregar 500 pL de hexano. Agitar vigorosamente.

Centrifugar a 14000 rpm, 4°C por 5 min.

10.Extraer de la fase superior (se ve oleosa) 400 pl y verter en un tubo nuevo

Eppendorf. Agitar.

11.Extraer la fase superior 200 uL. Cuidar de no extraer solidos y pasarla a otro

tubo Eppendorf.

12. Evaporar el hexano con flujo de nitrdgeno y conservar a -20°C protegidos de la

luz.

Las muestras para inyeccion en HPLC se llevaron a cabo de la siguiente

manera:

El contenido del tubo se resuspendio agregando 200 ul de etanol grado HPLC.
Agitar.
Centrifugar durante 5 min, 4°C a 13500 rpm.

Extraer 100 ul y ponerlos en un inserto y posteriormente en viales ambar.
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