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COMPONENTES ANTIOXIDANTES EN FRUTOS DE Capsicum spp. EN
DIFERENTES CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

ANTIOXIDANT COMPONENTS IN FRUIT Capsicum spp. STORAGE IN
DIFFERENT CONDITIONS

Martha Beatriz Roman Arcel, Ma. del Rosario Garcia Mateos?

RESUMEN

El valor nutracéutico en los frutos de Capsicum
spp. no estad considerado como parte de las
caracteristicas de calidad que deben cumplir los
frutos de chile para su comercializacion en estado
fresco. Asi mismo, el comportamiento fitoquimico
durante almacenamiento poscosecha no es
completamente investigado en esta hortaliza. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de dos temperaturas (8 y 20 °C) y dos periodos
de almacenamiento (6 y 18 dias) en el contenido
de nutracéuticos (fenoles, flavonoides, -
caroteno, vitamina C, vitamina E, capsaicina y
dihidrocapsaicina), asi como la actividad
antioxidante en las especies C. annum (Jalapefio
y Serrano) y C. chinense (habanero criollo y
mejorado). La cuantificacion de los contenidos de
fenoles, flavonoides, vitamina C y actividad
antioxidante se realiz6 mediante técnicas
espectrofotométricas. La determinacion de los
contenidos de B-caroteno, a-, y-, d-tocoferol y
capsaicinoides se realiz6 mediante HPLC. El
chile jalapefio mostr6 mayor contenido de
vitamina C (518.26 mg-EAA 100 g peso fresco)
a los seis dias de almacenamiento en
refrigeracion. El chile serrano presentdé mayor
contenido de vitamina E (27.88 mg-100 g peso
fresco) a los 18 d de almacenamiento a 20 °C. El
chile habanero criollo destac6 por mayor picor
(169.96 mg-100 g* peso fresco) en los frutos con
cero dias de almacenamiento. El chile habanero
mejorado perdié 44 % de su picor durante
almacenamiento en refrigeracion (8 °C). Estos
resultados permitieron concluir que los cuatro
tipos de frutos de chile conservaron mayor
composicion nutracéutica en refrigeracion (8 °C)
y seis dias de almacenamiento.

Palabras clave: Calidad nutracéutica, Capsicum
annum L., Capsicum chinense, Fitonutrientes.

ABSTRACT

The nutraceutical value in the Capsicum spp.
fruits is not considered as a part of the quality
characteristics to be met by chili fruit for fresh
marketing. In addition, the phytochemical
behavior during postharvest storage is not
completely investigated in this vegetable. The aim
of this study was to evaluate the effect of two
temperatures (8 and 20 °C) and two storage
periods (6 to 18 days) in the content of
nutraceuticals (phenols, flavonoids, B-carotene, C
vitamin, E vitamin, capsaicin and
dihydrocapsaicin), and antioxidant activity in the
species C. annum (Jalapeno and Serrano) and C.
chinense (Landrace and improved varieties
habanero). The quantification of phenols,
flavonoids, C vitamin, and antioxidant activity was
performed by spectrophotometric techniques. The
determination of the content of B-carotene, a-, y-,
O-tocopherol and capsaicinoids was performed by
HPLC. Jalapeno chili showed higher content of C
vitamin (518.26 mg-AAE-100 g! fresh weight) for
six days of refrigerated storage. The serrano chili
had a higher content of E vitamin (27.88 mg-100
g1 fresh weight) at the 18 d of storage at 20 °C.
The creole habanero chili highlighted as the
spiciest fruit (169.96 mg-100 g fresh weight) with
zero days of storage. The improved habanero lost
44 % of its spicy during refrigerated storage (8
°C). These results concluded that the four types
of chili preserved the largest nutraceutical
composition during cooling (8 °C) and six days of
storage.

Keywords: Quality nutraceutical, Capsicum
annuum L., Capsicum chinense, phytonutrient

1Tesista de Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo, Texcoco, México.
2Directora de Tesis. Profesor — Investigador. Universidad Autbnoma Chapingo. Texcoco. México.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de chile destaca por la elevada participacidon en el valor de la produccién
agricola de México (9 mil 900 millones de pesos); la generacion de ingresos para
los productores (6 372 $-ton'1) y por ser una fuente de empleo importante en las
areas de riego (150 jornales-ha-afio!). Ademas, México se ubica como el
principal exportador de chile verde con mas 668 mil toneladas y el segundo
productor mundial con més de 2 millones de toneladas (SIAP, 2013).

Los frutos de chile como producto de exportacién requieren de caracteristicas
que garanticen su comercializacién y a pesar de que concentran mayor contenido
de fitoquimicos con actividad antioxidante, estas propiedades forman parte de la
calidad de los frutos, no son consideradas dentro de los estandares de calidad
para su comercializacion, nacional e internacional. Actualmente en las normas
para consumo en fresco se contemplan soélo propiedades fisicoquimicas.

Las propiedades antioxidantes pueden ser deterioradas por posibles
modificaciones ante factores como la temperatura y periodos de
almacenamiento. Los contenidos de los componentes antioxidantes y el
comportamiento ante los factores mencionados son poco investigados en chile y
limita el aprovechamiento de éste como alimento funcional. Por lo anterior, es
importante conocer el comportamiento de la calidad nutracéutica durante el
almacenamiento poscosecha para contribuir al aprovechamiento de este

producto para un mayor beneficio de la salud de los consumidores.



2. OBJETIVO
Evaluar el efecto de dos temperaturas (8 y 20 °C) y dos periodos de
almacenamiento (6 y 18 dias) en el contenido de fitoquimicos (fenoles,
flavonoides, vitamina C, B-caroteno, tocoferoles, capsaicina y dihidrocapsaicina)
y actividad antioxidante en las especies C. annum (Jalapefio y Serrano) y C.

chinense (habanero criollo y mejorado).

2.1. HIPOTESIS
Los contenidos de fenoles, flavonoides, vitamina C, B-caroteno, tocoferoles,
capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina) y la actividad antioxidante
pueden alterarse debido a las condiciones de temperatura y periodos de

almacenamiento a los que son expuestos los frutos del chiles.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1 Importancia econémica del cultivo de chile
En 2013 la superficie sembrada de chile verde en México fue de 136 mil ha, con
una produccién cercana a 2 millones 294 mil toneladas y un valor de la
produccion de 14 mil millones de pesos. Durante el mismo afio, se exportdé 370

mil t de este producto a mercados internacionales (SAGARPA, 2015).

Los principales estados productores de esta hortaliza son: Sinaloa, Chihuahua,
Zacatecas Yy San Luis Potosi con 550 mil, 529 mil, 279 mil y 175 mil toneladas de
producto, respectivamente. Asi mismo, estos estados generaron para el afio
2013, un valor de produccion de 3 mil 200 millones de pesos, 2 mil 140 millones
de pesos, 2 mil 168 millones de pesos y 1 mil 380 millones de pesos,

respectivamente (SIAP-SAGARPA, 2015).

De la diversidad de chiles que se siembra en México en 2013, el chile jalapefio
fue el tipo con mayor superficie sembrada (28 mil ha), con una produccion
aproximada de 662 mil t y un valor de produccion de 2 mil 723 millones de pesos
SAGARPA (2015). En cuanto al valor de produccion le siguen tipos de chile
poblano y serrano con 1 mil 358 millones de pesos y 1 mil 199 millones de pesos

respectivamente.



3.2 Importancia del almacenamiento poscosecha de chiles frescos

El chile fresco, independientemente de su destino de comercializacion necesita
condiciones de almacenamiento favorables que permitan alargar su vida en
poscosecha y mantener su calidad de consumo. El manejo de la temperatura es
uno de los factores que reduce procesos metabodlicos como la respiracion,
transpiracién, produccion de etileno y cambios en la composicion de los

productos hortofruticolas manteniendo asi la vida de anaquel (Kader, 2002).

El almacenamiento éptimo de los chiles frescos comprende una temperatura
entre 7 y 10 °C, a dicho intervalo los frutos pueden ser conservados entre 1y 3
semanas, de acuerdo a los cultivares, el estado de madurez y tratamiento

poscosecha utilizado (Kader et al., 1985; Nuez et al., 1996).

La humedad relativa también juega un papel muy importante para la
conservacion de chiles frescos, por lo que el intervalo éptimo esta comprendido
entre 60 y 90 %, ya que niveles de humedad inferiores, pueden producir pérdidas
por deshidratacion de los frutos; niveles de humedad cercanos a 100 % pueden
causar agrietamientos superficiales y sobre todo una proliferacion excesiva de

microorganismos (Kader, 2002).

Las tecnologias en poscosecha se han enfocado Unicamente a mantener la
calidad de los productos frescos para alcanzar mercados lejanos con una mejor

presentacion y conservacion de las caracteristicas fisicoquimicas del producto.



Sin embargo, es importante sefialar que el comportamiento fitoquimico en
poscosecha no es completamente investigado, en particular en los frutos del chile
y su afectacion por las tecnologias poscosecha (Fallik et al., 2009; Ebrahiema et

al., 2014).

3.3 Nutracéuticos y Fitoquimicos en el chile

Un nutracéutico se define como un alimento o parte de él que proporciona
beneficios a la salud principalmente en la prevencion de enfermedades (Pathak,
2010). El creciente interés en este tipo de compuestos refleja el hecho de que en
los dltimos afios, las investigaciones se han centrado en los alimentos ricos en
nutracéuticos y propiedades funcionales, desde este punto de vista, la tendencia
del consumidor ha sido la eleccion de alimentos con antioxidantes naturales,
fibras dietéticas, colorantes naturales, minerales, vitaminas y con bajo contenido

de calorias, grasas Y libres de aditivos sintéticos (EI-Samahy et al., 2007).

Los fitoquimicos son sustancias biolégicamente activas, que se encuentran en
los alimentos de origen vegetal, confiriéndoles color, aroma y sabor. No son
nutrientes esenciales para la vida como los nutrimentos, pero tienen efectos
positivos en la salud como la prevencion de ciertos tipos de cancer (Lampe,

2003).



En los ultimos afos, los fitoquimicos se han considerado elementos importantes
en la dieta humana, debido a que se ha comprobado su accién principalmente
como anticancerigenos y antioxidantes, ademas de otros beneficios en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, debido a que evitan la oxidacion
de lipoproteinas de baja densidad (LDL); reducen la sintesis y utilizacion de
colesterol; retardan el envejecimiento y enfermedades asociadas (Davalos et al.,

2006).

Los fitoquimicos antioxidantes més conocidos son los compuestos polifendlicos,
flavonoides, tocoferoles, B-caroteno, entre otros (Burns et al., 2003; Cooper
2004; Sun y Tanumihardjo, 2007). Al respecto, algunas especies de chile (C.
annum y C. chinense) son una excelente fuente de fitoquimicos como,
compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides, capsaicinoides e incluyendo

vitaminas A, Cy E (Antonious et al., 2009: Segura et al., 2013).

Los frutos de chile estan ganando rapidamente popularidad, no sélo por sus
atractivos colores, sabores, aromas caracteristicos y composicién quimica, sino
también por sus propiedades antioxidantes, vitaminas A, C, E y otros fitoquimicos
con beneficio a la salud (Chuah et al.,, 2008). Por lo anterior, es importante
continuar las investigaciones sobre la variacion del contenido de los fitoquimicos

en diferentes cultivares de chile frescos.



3.4 Compuestos fendlicos

Las plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios que algunos
contienen la estructura del fenol, por lo tanto, estos metabolitos son denominados
y clasificados como compuestos fenélicos (Ross y Kasum, 2002). El grupo de los
fenoles se componen aproximadamente de mas de ocho mil compuestos
identificados y estos se pueden clasificar en diversos grupos, basandose en su
estructura quimica: fenoles simples, acidos benzdicos, fenilpropanoides,
cumarinas, ligninas y flavonoides (Dae-OKk et al., 2003; Garcia y Nieto, 2011). Los
fenoles son sustancias cristalinas e incoloras de olor caracteristico, solubles en

agua y en disolventes organicos (Michalowicz y Duda, 2007).

Por su naturaleza quimica heterogénea, algunos fendlicos estan constituidos por
seis carbonos (C6), los del acido benzoico por siete (C6-C1), los fenilpropanoides
por nueve carbonos (C6-C3) y finalmente, los flavonoides (C6-C3-C6) por quince
atomos de carbono. Los compuestos fendlicos son biosintetizados a partir de dos
rutas metabdlicas, la ruta del acido shiquimico y la ruta acetato-malonato. La ruta
del acido shiquimico produce la mayoria de los compuestos fendlicos vegetales,
mientras que la via maldnico, que es una fuente importante de compuestos
fendlicos en hongos y bacterias, es menos significativo en las plantas superiores

(Saltveit, 2010).

Estudios epidemiologicos indican que los compuestos fendlicos pueden ser
importantes en la prevencion y desarrollo de numerosas enfermedades crénico

degenerativas, incluyendo varios tipos de cancer.



Ademas, se ha encontrado que estos compuestos son capaces de detener o
prevenir la promocién de tumores y otros efectos bioquimicos asociados con la

progresion de los mismos (Kanno et al., 2005).

3.5 Flavonoides

El grupo més amplio de los compuestos fendlicos es el de los flavonoides, son
metabolitos con una estructura quimica construida por un esqueleto de 15
carbonos (C6-C3-C6), formados por dos anillos fenilo A y B unidos por una
cadena de tres atomos de carbono formando el tercer anillo C. Son
biosintetizados a partir de una ruta mixta: La ruta del &cido shiquimico y la ruta

acetato malonato (Tapas et al., 2008; Macready et al., 2009).

Los diferentes niveles de oxidacion del anillo pirano central (anillo A, C y B)
caracteriza la actividad quimica de los flavonoides. Estos metabolitos estan
generalmente presentes como glucésidos, con una fraccién de azucar ligada a
los grupos oxidrilo, presentes en su estructura a través de los enlaces carbono-

carbono (Howard y Wildman, 2007).

El pericarpio de chile, es particularmente rico en flavonoides, los compuestos de
mayor importancia en éste, son la luteolina y la quercetina (Howard 2001).
Howard y Wildman (2007) atribuyen a los flavonoides propiedades benéficas que
ayudan a combatir enfermedades cronicas degenerativas tales como el cancer

de pulmén y las enfermedades coronarias.



Se ha demostrado que los flavonoides sirven para reducir el estrés oxidativo a
través de su capacidad para atrapar o neutralizar especies reactivas de oxigeno
(Macreadry et al., 2009). La ingesta de altas cantidades de flavonoides, puede
tener un impacto positivo en la salud humana, debido a diversos efectos y
propiedades, entre los que se encuentran: antiesclerdticos, antiinflamatorios,
antitumorales, antitrombogénicos, antiosteopordsicos, antivirales,
antimicrobianos, antibacteriales, antifingicos, entre otros, especialmente en la
prevencion de enfermedades como el cancer (Nijveldt et al., 2001; Pisoschi y

Negulescu, 2011).

3.6 Vitamina C

La vitamina C (&cido ascorbico, ascorbato) pertenece al grupo de vitaminas
hidrosolubles, es uno de los micronutrientes mas importantes para el ser humano,
debido a que ejerce funciones especificas en el metabolismo y es ingerida en un

90 % mediante el consumo de frutas y hortalizas.

La vitamina C posee una estructura de enodiol que se encuentra conjugada con
el grupo carbonilo en el anillo de lactona. El &cido ascorbico en presencia de
oxigeno, se oxida a acido dehidroascorbico, el cual tiene la misma actividad
vitaminica, pero su actividad se pierde facilmente por hidrdlisis del anillo lactonico
transformandose en acido 2,3-dicetoguldnico y por consiguiente la pérdida de la

actividad de la vitamina C (De Ancos et al., 2009).



Los frutos de Capsicum se han reconocido desde hace tiempo como una
excelente fuente de acido ascorbico, un nutriente indispensable en la dieta

humana (Howard y Wildman, 2007).

3.7 Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos organicos de origen natural presentes en
cromoplastos de plantas y algunos otros organismos fotosintéticos como las
algas y en algunos tipos de hongos y bacterias, en las que tienen varias e
importantes funciones y acciones (Sun et al., 2007). Los carotenoides se pueden
encontrar en diferentes partes de la planta como en raices (zanahorias), en hojas,
en frutos verdes, en flores rojas y en semillas (como el maiz). Los carotenoides,
tal como el B-caroteno, son precursores de la vitamina A y varios son potentes

antioxidantes (VeliSek et al., 2008).

La estructura basica de los carotenoides es un tetraterpeno de 40 carbonos,
simétrico y lineal formado a partir de ocho unidades isoprenoides (Matsufuji et al.,
2007). La biosintesis de carotenoides se produce dentro de los cromoplastos a
través de la ruta del isopentenil difosfato e inicia con una condensacion de
piruvato y gliceraldehido 3-fosfato catalizada por 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato,
que a su vez se convierte en 2-C-metil-d-erithritol 4-fosfato por la reducto
isbmerasa 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato, este compuesto es metabolizado a
través de reacciones desconocidas, que pueden implicar reacciones de
reduccion, deshidratacion y fosforilacion para llegar a isopentil difosfato (Van den

Berg et al., 2000).
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Los carotenoides estan considerados como parte de los compuestos bioactivos
dietéticos, proporcionan proteccion contra una serie de enfermedades
degenerativas, como las enfermedades cardiovasculares y cancer (Ross y

Harrison, 2007).

Estudios sefialan que el color del chile se debe a la presencia de pigmentos de
carotenoides, principalmente capsantina y a la capsorubina (Howard, 2001).
Howard (2001) sefiala que los colores amarillo y anaranjado en los frutos del chile
son formados por el alfa y beta caroteno, la luteina y el beta cryptoxantina. El
color rojo en frutos del chile se debe a la presencia de pigmentos de carotenoides
como la capsantina, capsorrubina y la capsantina 5,6-epéxido (Matsufuji et al.,

2007).

3.8 Tocoferoles

El interés por la vitamina E ha aumentado en los Ultimos afios debido a su potente
poder antioxidante, por la captacion de radicales libres y a su funcion frente a
enfermedades relacionadas con la edad, trastornos cardiovasculares o Alzheimer
(Sayago et al., 2007).

La vitamina E esta formada por un grupo de ocho vitameros, que a la vez se
dividen en dos grupos fundamentales: cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles
qgue se diferencian en la saturacion de la cadena lateral; los tocoferoles tienen
una cadena saturada y los tocotrienoles una insaturada con tres dobles enlaces

en los carbonos 3, 7y 11.
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Dentro de cada grupo, los vitameros difieren en el niumero y posiciéon de los
grupos metilo en el anillo cromano, designandose como a-, -, 6- y y-. La forma

predominante de vitamina E en los alimentos es el a-tocoferol (Brody, 1998).

Los tocotrienoles surgen de la condensacién del acido homogentisico (HGA) y el
geranil-geranil difosfato (GGDP), reacciéon catalizada por la enzima
homegentisico geranil-geranil transferasa (HGGT) dando origen al 2-metil-6-
geranil geranil benzoquinol (Cahoom et al., 2003). La sintesis de los tocoferoles
se basa en la condensacion del acido homogentisico (HGA) con el fitoldifosfato
(PDP), reaccion catalizada por la enzima homogentisico fitol transferasa (HPT)
dando lugar a la formacién del 2-metil-6-fitolbenzoquinol (Cahoom et al., 2003).

El 2-metil-6-geranil geranil benzoquinol y el 2-metil-6-fitolbenzoquinol sufren una
serie de reacciones de metilacion y ciclacion formando las moléculas de a-

tocotrienol y a-tocoferol, respectivamente (Cahoom et al., 2003).

La actividad bioldgica del a-tocoferol esta basada en su propiedad antioxidante,
juega un papel esencial en el mantenimiento de la integridad de membranas
biol6gicas, ademas, protegen de la oxidacién a algunos compuestos bioldgicos
activos y contribuyen a la estabilidad de los aceites vegetales altamente
insaturados mediante su efecto antioxidante (Player et al., 2006). La actividad
antioxidante de los tocoferoles y tocotrienoles, se debe principalmente a su

facilidad para neutralizar a radicales lipidicos libres (Traver, 2007).
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Howard y Wildman (2007) sefialan que el contenido de a-tocoferol y y-tocoferol
en el pericarpio de chile se incrementan desde la etapa verde hasta la de
maduracién maxima (rojo) y este contenido varia de acuerdo con el contenido de

lipidos, etapa de maduracion y morfotipo.

3.9 Capsaicinoides

El consumo de chile se debe principalmente a su sabor picante, causado por la
presencia de capsaicinoides, estos metabolitos son un grupo derivado del
metabolismo secundario del grupo de los alcaloides formados por amidas acidas
derivadas de la vainilllamina con &cidos grasos de cadena ramificada (9 a 11
carbonos) que se sintetizan y acumulan en el tejido de la placenta (Zewdie y

Bosland, 2000).

EL grado de picor varia en las diferentes especies de Capsicum dependiendo de
la capacidad para acumular los contenidos de capsaicinoides. El chile habanero
(C. chinense) es considerado el de mayor picor. Sin embargo, algunas
variedades de C. annuum pueden alcanzar niveles similares, en funcion de las

condiciones de cultivo (Cazares et al., 2005).

Se conocen 22 compuestos analogos diferentes del grupo de los capsaicinoides,
los cuales la capsaicina y la dihidrocapsaicina constituyen mas del 90 % del total
presente en los frutos (Bosland y Votava, 2000). Estos compuestos se han
cuantificado a través de la prueba organoléptica Scoville, en Unidades Scoville

de Picor (USP) (Krajewska y Powers, 1988).
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La estructura quimica de los capsaicinoides consiste en un nucleo fendlico unido
mediante un enlace amida a un &cido graso. La porcién fendlica es la
vainillilamina, que se forma a partir de la fenilalanina por medio de la ruta de los
fenilpropanoides. Las diferencias estructurales de los diversos capsaicinoides
residen precisamente en la naturaleza de la cadena lateral, que puede ser de 9
u 11 carbonos, con un numero variable de dobles enlaces colocados en

diferentes posiciones (Vazquez-Flota et al., 2007).

La vainilllamina se forma mediante conversiones sucesivas de la fenilalanina en
los &cidos trans-cindmico, cumarico, cafeico y ferulico por accion de las enzimas
fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (Ca4H), cumarato 3-
hidroxilasa (Ca3H) y &cido cafeico metiltransferasa (COMT). En la formacion de
la vainillilamina la primera enzima que dirige carbono del metabolismo primario a
la sintesis de capsaicinoides es la PAL y debido a la posicién que ocupa en esta
ruta de sintesis, la PAL representa un blanco biotecnoldgico potencial para

promover la biosintesis de los capsaicinoides (Ochoa y Ramirez, 2001).

La sintesis de la cadena lateral de acido graso acilo se forma a partir de la valina
o leucina (Garcia-Galindo et al., 1995). El primer paso involucra la desaminacion
de estos aminoacidos por accion de una aminotransferasa especifica (BCAT,
acronimico del inglés para Branched aminoacid Amino Transferase) para
producir B-cetoisovalerato que posteriormente se transforma en isobutiril-CoA

con la participacion de la isovalerato deshidrogenasa (IvDH).
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La isobutiril-CoA formada se convierte en 8-metil-6-nonenoil-CoA mediante la
participacién del complejo multienziméatico de la acido graso sintasa (FAS, por su
acronimico en inglés; Fatty Acid Synthase), que consiste de tres componentes:
una B-ceto acil sintasa (KAS), una proteina acarreadora de grupos acilo (ACL) y
una tioesterasa (FAT). El componente ACL es el encargado de transportar los
grupos malonilo a la isobutiril-CoA, perdiendo una molécula de CO: en cada ciclo
de elongacién. Después de tres ciclos sucesivos de elongacion, el acido graso

final es liberado por accién de la tioesterasa (Vazquez-Flota et al., 2007).

La reaccion final en la sintesis de capsaicinoides es la condensacién de la
vainillilamina con la cadena lateral acilo catalizada por una aciltransferasa
denominada capsaicinoide sintasa (CS). La actividad de esta enzima esta
relacionada directamente con el grado de picor de diferentes chiles, aunque
puede llegar a detectarse aun en extractos proteicos obtenidos de chiles no

picantes (Sutoh et al., 2006).

La importancia de los capsaicinoides se debe a que ademas de proporcionar el
sabor picante, estos metabolitos son utilizados por la industria farmacéutica,
tabacalera, cosmeética, de pinturas, entre otras, como ingrediente activo en
diversos productos. Por otra parte, la capsaicina ha sido extensamente estudiada

por sus efectos analgésicos (Salazar-Olivo y Silva-Ortega, 2004).
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La capsaicina, presenta una actividad antioxidante importante, debido a que ésta
como su dihidroderivado, la dihidrocapsaicina, son capaces de inhibir la
perooxidacion lipidica catalizada por cationes Fe3* y la oxidacion de lipoproteinas
de baja densidad producida por cationes cobre. Este efecto es atribuido a la
capacidad de estos compuestos para formar complejos con metales reducidos,

actuando ademéas como donadores de hidrégenos (Rosa, 2002).

3.10 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante que presenta un metabolito es aquella que permite
neutralizar cualquier radical libre con uno o mas electrones sin aparear (Kaur y
Kapoor, 2001). Los antioxidantes son compuestos que retrasan el indice de
oxidacion, ademas pueden realizar la desactivacion de metales, inhibir los
hidroperodxidos lipidicos interrumpiendo la produccién de volatiles indeseables y
la eliminacion del oxigeno. Es decir, un antioxidante es una sustancia quimica
que impide la oxidacién de otras sustancias y protegen los componentes clave
de las células al neutralizar los efectos de los radicales libres, subproductos

naturales que se forman del metabolismo celular (Badarinath et al., 2010).

Principalmente, en el cuerpo humano, los factores endégenos no pueden
asegurar un control riguroso y una proteccion completa del organismo contra los
radicales libres y surge la necesidad de ingerir sustancias antioxidantes
exdgenas que pueden derivar de fuentes naturales o sintéticas, como

suplementos nutricionales o productos farmacéuticos.
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Entre los antioxidantes exdgenos mas importantes se encuentran las vitaminas
C, D, E, K3 ylos metabolitos B-carotenoy flavonoides, lo cual justifica el creciente
interés del estudio de los antioxidantes (Yanishlieva-Maslarova, 2001; Pisoschi y

Negulescu, 2011).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante (Cintra y Mancini-
Filho, 2001; Antolovich et al., 2002; Moreira y Mancini-Filho, 2003). Uno de los
métodos analiticos para evaluar in vitro la capacidad antioxidante total de un
compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar su capacidad de
neutralizar un indicador cromo6foro como radical; el cambio de color ocurre de
forma proporcional con la concentracion. No obstante, las determinaciones
realizadas in vitro nos proporcionan un valor aproximado de lo que podria ocurrir

en situaciones complejas in vivo (Arena et al., 2001; Moyer et al., 2002).

Diversos compuestos cromoégenos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y FRAP) son
utiizados para determinar la capacidad que contienen los frutos y algunos
alimentos para captar los radicales libres generados. Los métodos mas usados

son ABTS y DPPH (Montoya et al., 2003).

El DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una
preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado por una
reaccion, que puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato potasio),
enzimatica (peroxidasa, mioglobulina), o electroquimica (Arnao, 2000; Imeh y

Khokhar, 2002; Kuskoski et al., 2004).
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Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica
y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico (Re
et al., 1999). El radical ABTS<+ tiene, ademas, la ventaja de que su espectro
presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico,
mientras que el radical DPPH presenta un pico de maxima absorbancia a 515 nm

(Kim et al., 2002).

Existen estudios reportados, de la actividad antioxidante en chiles de la especie
C. annum evaluados por el método del radical DPPH. Los extractos de chile rojo
han presentado mayor actividad antioxidante que los extractos de chile verde por
la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos y capsaicinoides (Matsufu;ji et
al., 2007; Sun et al., 2007). Barbero et al. (2006) encontraron que la capsaicina 'y
la dihidrocapsaicina, principales componentes en el pericarpio de la especie C.

annum, presentaron una correlacion positiva con su actividad antioxidante.

La proteccién contra los radicales libres puede mejorar por el consumo de
antioxidantes en la dieta, hay pruebas fidedignas de que los alimentos que
contienen antioxidantes pueden ser de gran importancia en la prevencion de
enfermedades (Pisoschi y Negulescu, 2011). Por lo anterior, surge el interés de
investigar y documentar a la actividad antioxidantes de chile fresco y sus

modificaciones en almacenamiento poscosecha.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacién del experimento
La presente investigacion se realizo en la Universidad Autbnoma Chapingo. En
el Departamento de Ingenieria Agroindustrial y en el laboratorio de Bioquimica
Vegetal del departamento de Preparatoria Agricola.
4.2 Factores de estudio

4.2.1 Genotipos evaluados
Frutos frescos de C. annum (Jalapefio y Serrano) y de C. chinense (habanero
criollo y habanero mejorado) fueron cosechados en madurez comercial, sin dafo
fisioldégico, ni mecénico, libres de plagas y enfermedades (Cuadro 1). Estos se
seleccionaron de acuerdo con los criterios de calidad de la norma NMX-FF-025-
SCF1-2007 (Productos alimenticios no industrializados para consumo humano-
chile fresco).

Cuadro 1. Caracteristicas de los tipos de chile evaluados.

Especie Tipo Variedad Localidad Coordenadas
Geograficas
Jalapef Crioll Tétela de
C. annum alapefio riolla Ocampo, 19° 49 LN y
' . Puebla 97° 48' LO
Serrano Criolla
Criolla Chic
C. chinense rabanero expc(:aarli%%%tal 19°43'LN y
' 99° 14' LO

Habanero Mejorada Balam Chapingo
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Los frutos de chile Jalapefio y Serrano provinieron de plantas que fueron
cultivadas a campo abierto con acolchado plastico, bajo condiciones de riego,
control fitopatoldégico y manejo agronémico convencional.

Los frutos de chile habanero provinieron de plantas de chile cultivadas en un
invernadero disefiado con doble apertura cenital. Las plantas de chile fueron
cultivadas bajo la dosis de fertilizacion 200-50-100 aplicada en el sustrato, el
fésforo y potasio se aplicaron a las dos semanas después del trasplante, mientras
que el nitrégeno se aplicdé en dos partes, la primera junto con los fertilizantes
antes mencionados y la segunda dos semanas después y aplicaciones

semanales de la solucién nutritiva universal Steineir.

4.2.2 Temperatura de almacenamiento
Los frutos de los cuatro tipos de chile se almacenaron bajo dos condiciones de
temperatura, las cuales fueron: temperatura de refrigeracion 8 + 2 °Cy HR 85 %
y temperatura ambiente 20 + 2 °C y HR 70 % (La humedad relativa se registro

con un anemémetro).

4.2.3 Periodos de almacenamiento

Los frutos de cada tipo de chile se almacenaron durante dos periodos de

almacenamiento (6 y 18 dias).
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4.3 Disefio de tratamientos

Fue un factorial 2 x 2 al considerar dos temperaturas y dos periodos de
almacenamiento. Se considerd un testigo por variedad, el cual corresponde a la
caracterizacion fitoquimica inicial de los chiles; es decir, con cero dias de

almacenamiento.

4.4 Unidad y disefio experimental
Se empled un disefio completamente al azar. La unidad experimental consistié
de 25 frutos. De cada una de las condiciones de almacenamiento se analizo 6

repeticiones.

4.5 Cosechay acondicionamiento de frutos

La cosecha de los frutos de C. chinense se colectaron en septiembre de 2013,
después de 120 dias de haberse realizado el trasplante. EI muestreo de la
especie C. annum se llevo a cabo a finales de junio de 2014. Se cosecharon
frutos del primer corte de chile, el cual fue a los 90 dias después de haberse

realizado el trasplante.

Los frutos cosechados se trasladaron al laboratorio donde se lavaron con
detergente y agua estilada, posteriormente, se formaron 30 grupos de 25 chiles,
para completar el nUmero de repeticiones por tratamiento de cada tipo de chile y
fueron almacenados separadamente en bolsas de papel y colocados en

almacenamiento.
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Una vez finalizado el periodo de almacenamiento, con el fin de realizar la
caracterizacion fitoquimica de los frutos, el pericarpio del chile se fraccioné
uniformemente (0.5 cm = 0.2 cm), se colocé en bolsas de tul (20 x 20 cm) y se
congelaron por inmersiébn en nitrégeno liquido, después las muestras
previamente congeladas (-20 °C), se deshidrataron en un liofilizador
(LABCONCO, USA) a -40 °C y 12 Pa, hasta peso constante (aproximadamente

durante 24 h).

Una vez liofilizadas las muestras se almacenaron en bolsas herméticas a
temperatura ambiente, sin exposicion de luz para su analisis. Para el calculo de
los contenidos de los compontes antioxidantes en peso fresco, se considero la

pérdida de agua durante el proceso de liofilizacion.

4.6 Caracteres evaluados

4.6.1 Cuantificacion de Fenoles Totales

El contenido total de fenoles fue expresado en mg equivalentes de acido galico

por cada 100 g de peso fresco (mg EAG-100 g).

Para la determinacion de este contenido se utilizé el método espectrofotométrico
descrito por Jayaprakasha y Patil (2007). A 0.2 g de fruto liofilizado se agregaron
5 ml de metanol acuoso 80 % (v / v) (Baker Reagent). La mezcla se dejo durante
20 min en bafo ultrasonico (Cole-Parmer, Pasadena, USA), posteriormente, se

filtrO para separar el residuo vegetal.
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A una alicuota de 100 pl del sobrenadante, se le agregd 10 ml de agua destilada
y 500 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu:Agua (1:1) (Sigma Aldrich, Alemania), la
mezcla se dejo en oscuridad durante 10 min. Transcurridos los 10 min a la mezcla
se agregd 1 ml de solucion de carbonato de sodio (Na2COs) al 15 % (p/Vv) y se
dej6 en oscuridad a temperatura ambiente durante dos horas. La absorbancia de

la mezcla se midid en un espectrofotdmetro (Genesys, 10s) a 765 nm.

Se construyé una curva de calibracion con base en &cido gélico en las
concentraciones de 80, 160, 240, 320, 400, 480 y 560 ppm. El blanco se preparo
de manera similar pero sin muestra. Con base en una regresion lineal (r>=0.99)
se obtuvo la relacion entre las concentraciones conocidas y la absorbancia, a
partir de la cual se obtuvo la expresion: x= (y-0.0008) / 0.0043 dbnde:

x= Concentracion de muestra y y= Absorbancia de la muestra a 765 nm.

5. 6. 2 Cuantificacion de Flavonoides

Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de quercetina por cada
100 g de peso fresco (mg EQ-100 g1).

Se determiné el contenido de esta variable con el método espectrofotométrico
propuesto por Chang et al. (2002). A una alicuota de 0.5 ml de los extractos
metanolicos preparados para la determinacion de fenoles totales, se le agregoé
1.5 ml de metanol al 95 % (v / v), 0.1 ml de solucién de cloruro de aluminio (AICl3)
al 10 % (p / v), 0.1 ml de solucién de acetato de potasio (CH3CO?K*) 1.0 My 2.8

ml de agua destilada.
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La mezcla se homogeneiz6 en un vortex y se dejé incubar a temperatura
ambiente por 30 min. Se leyo6 la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda
de 416 nm en un espectrofotdmetro (Genesys, 10s).

Para la cuantificacion de flavonoides se construy6 una curva de calibracion con
base de la flavona quercetina y después se ajusté mediante regresion lineal
(y=0.0067x — 0.0006; r? = 0.9994). De la cual se obtuvo la relacién entre la
concentracién conocida y la absorbancia, a partir de esta ecuacién se obtuvo la
siguiente expresion: x= (y-0.0006) / 0.0067, donde: x=Concentracion de la

muestra en ppm y y=Absorbancia de la muestra a 415 nm.

4.6.3 Cuantificacion de Vitamina C

Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de acido ascorbico en
100 g de peso fresco (mg EAA-100 g1).

En la presente determinacién, se utilizd el método espectrofotométrico descrito
por Dirtst (1997). Se elaboraron las siguientes soluciones de trabajo; 1) Solucién
buffer de acetato; en un matraz aforado de 200 ml se coloc6 30 g de acetato de
sodio anhidro, 70 ml de agua desionizada y 100 ml de acido acético glacial, 2)
Solucién 2,6-dicloroindofenol; se prepar6 a una concentracion de 12 ppm en agua
desionizada y 3) soluciones estandares de acido ascérbico en las siguientes
concentraciones 0, 10, 20, 30, 40 y 50 ppm disueltas en la solucién de &cido

oxdalico al 0.4 %.
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A 0.2 g de chile liofilizado se le agregaron 5 ml de la solucion de acido oxalico al
0.4 % (p / v), la mezcla se dejo en bafio ultrasénico (Cole-Parmer, Pasadena,
USA) durante 20 min. Pasado el tiempo se homogeneizé en un vortex durante 5

min y el sobrenadante fue filtrado.

Las lecturas de absorbancia de las muestras y soluciones de la curva patrén se
realizaron en un espectrofotometro (Genesys, 10s), el cual se ajusté a cero con
agua desionizada para tomar la primera lectura (L1). Esté valor represento la
absorbancia maxima del 2,6-dicloroindofenol en reaccién con el &cido oxalico.
Para obtener este valor en un tubo de ensayo se agrego6 una alicuota de 1 ml de
acido oxalico 0.4 % (p / v), 1 ml de la solucion buffer de acetato y 8 ml de la
solucién 2,6-dicloroindofenol. La lectura fue registrada inmediatamente después

de la adicion del 2,6-dicloroindofenol.

Para registrar la segunda lectura de absorbancia (L2) el equipo se ajustd
nuevamente a cero con una mezcla de 1 ml de la solucién de acido ascérbico
estandar de 10 ppm, 1 ml de la solucién buffer de acetato y 8 ml de agua
desionizada. El valor L2 es la absorbancia del remanente de 2,6-dicloroindofenol
después de su reaccion con el &cido ascoérbico. Posteriormente se obtuvieron los
valores de absorbancia L2 de cada una de las concentraciones de las soluciones
estandar de acido ascorbico de la curva de calibracién. Se agregé en tubos de
ensayo una alicuota de 1 ml de cada una de las concentraciones estandar, 1 ml
de la solucion buffer de acetato y 8 m de 2,6-dicloroindofenol y finalmente se

registran los valores de absorbancia.

25



Las mediciones de absorbancia de las muestras de chile se registraron, después
de ajustar a cero el espectrofotometro por medio de una mezcla de 1 ml del
extracto de muestra, 1ml de la solucién buffer de acetato y 8 ml de agua
desionizada. La lectura de absorbancia (L2) de cada una de las muestras se
obtuvo colocando en tubos de ensayo una alicuota de 1 ml de extracto de
muestra, 1 ml de la solucién buffer de acetato y 8 ml de 2,6-docloroindofenol. La
lectura se registré exactamente después de la adicion de 2,6-docloroindofenol.

Todas las mediciones se registraron a 520 nm.

A los valores de absorbancia L1 se le resto los valores L2 para obtener el valor
de trabajo de cada una de las soluciones estandar y de las muestras. Con las
absorbancias obtenidas de las soluciones estandar se construyo la curva patron
de calibracion y la ecuacién ajustada por regresion (y= 0.0043x + 0.0008,
r’=0.99). Para determinar la concentracion de acido ascoérbico de las muestras
se obtuvo la relacion entre la concentracion conocida de los estandares y la
absorbancia de la cual se genero la siguiente expresion: x = (y-0.0008) / 0.0043,
donde: x= Concentracion de la muestra en ppm y y= Absorbancia de la muestra

a 520 nm.

4.6.4 Cuantificacion de B-Caroteno

Los resultados fueron registrados como mg equivalentes de B-caroteno por cada

100 g de peso fresco (mg EB-C-100 g?).
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Para la extraccion de B-caroteno se siguio el método propuesto por Fish et al.
(2002). Se pesaron 0.5 g de chile liofilizado y se le agregaron 10 ml de una
solucion de acetona, etanol y hexano en una proporcion de 5:5:10. La mezcla se
mantuvo en un bafio ultrasénico durante 20 min (Cole-Parmer, Pasadena, USA)
y posteriormente se filtrd, se realizaron dos extracciones del material vegetal;
Para obtener el extracto sélido, los disolventes se evaporaron mediante una
corriente de gas nitrogeno. El proceso de extraccion se realizé en obscuridad y

con luz roja para evitar la degradacion del pigmento.

Los extractos solidos fueron resuspendidos en 2 ml de hexano grado HPLC (J.
T. Baker) y filtrados en viales color ambar con membranas nylon 0.45 um (Thermo
Scientific Titan 3) para el andlisis cromatografico. El analisis cuantitativo se
realizé en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC) Perkyn Elmer®
series 200, equipado con un detector UV-Vis, una bomba series 200 y
muestreador automético. El andlisis se llevd a cabo en fase reversa en una
columna C18 Thermo® Hipersil ODS (250 mm x 4.6 mm; 5 pm de tamarfio de

particula).

La fase movil consisti6 de una mezcla de acetonitrilo: metanol: 2-propanol
(44:54:2 v | v |/ v) grado HPLC (J.T. Baker), velocidad de flujo isocratico de 1
ml-min-t. La fase movil se filtr6 en una membrana Millipore de 0.45 pm resistente
a disolventes. El volumen de inyeccion de la muestra fue de 20 pl. El tiempo de

elucion fue de 35 min por muestra a una longitud de onda de 470 nm.
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Se cuantifico el B-caroteno mediante una curva estandar elaborada con (-
caroteno comercial (Sigma-Aldrich, Inc. EUA) en las concentraciones 0, 25, 50,
75,100, 125, 150y 175 ppm y ajustada por regresion lineal (y = 66552x — 131544,
r2 = 0.99). Mediante la cual se obtuvo la relacién entre la concentracién conocida
y el area bajo la curva, obteniéndose la siguiente expresion:

x= (y + 131544) / 66552, donde x= Concentracion de la muestra y y= area bajo

la curva (mm).

4.6.5 Cuantificacion de Tocoferoles

Los resultados fueron reportados en mg de cada tocoferol (a-, &-, y-) por cada

100 g de peso fresco (mg E a-, y-, d- T-100 g1).

La determinacion de tocoferoles se llevé a cabo por el método descrito por
Gliszczynska-Swigto y Sikorska (2004). Para la extraccion de tocoferoles se peso
1 g de muestra de chile liofilizado, se le agregaron 10 ml de tetracloruro de
carbono: metanol (60:40 v / v). La mezcla se mantuvo en un bafio ultrasénico
durante 20 min (Cole-Parmer, Pasadena, USA) y fue filtrada para remover el

material vegetal.

Para obtener los extractos soélidos de la mezcla, los disolventes se evaporaron

mediante una corriente de gas nitrdgeno y almacenados en congelacion a -18 °C

hasta su cuantificacion. Los extractos solidos fueron resuspendidos en 1 ml de
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hexano grado HPLC vy filtrados con acrodiscos nylon de 0.22 pum (Thermo
Scientific Titan 3) para su analisis.

El andlisis cromatografico se realiz6 en un cromatoégrafo de liquidos de alta
resolucion (HPLC) Perkyn Elmer® series 200, equipado con una bomba series
200, detector UV-Vis y con una columna en fase reversa C18 Thermo®, Hipersil

ODS (250 mm x 4.6 mm, 5 um de tamafio de particula).

La fase movil consisti6 de una mezcla de metanol: acetonitrilo (50:50) grado
HPLC (J.T. Baker) y un flujo isocratico de 1 ml-min. La fase mévil fue filtrada
con una membrana Millipore de 0.45 pm resistente a disolventes antes de la
aplicacion al cromatégrafo. El volumen de inyeccién de la muestra fue de 20 pl.
El tiempo de elucién fue de 15 min por muestra a una longitud de onda de 292

nm.

Para la cuantificacion de los isémeros de tocoferol en la muestra, se obtuvieron
las curvas de calibracion para cada estandar (a-, y-, &-tocoferol; Sigma-Aldrich,
Inc. EUA) disueltos en hexano grado HPLC (J.T. Baker) a las siguientes
concentraciones: 56, 112, 168, 224 y 280 ppm para a-tocoferol y 52, 104, 156,
208 y 260 para y- y 6- tocoferol. De las cuales se obtuvieron las relaciones entre
las concentraciones conocidas y el area bajo la curva, que se presentan en las
siguientes expresiones: x = (y-47235) / 5654.7, para a-Tocoferol, x = (y-19871) /
5401.4, para d-tocoferol, x = (y-7764.4) / 5152.3 para y-tocoferol, dénde x =

concentracion de la muestra en ppm y, y = Area bajo la curva (mm-2).

29



4.6.6 Cuantificacién de Capsaicinay Dihidrocapsaicina

Los valores fueron reportados en mg de capsaicina y de dihidrocapsaicina por

cada 100 g de peso fresco (mg EC y D-100 g1).

La determinacion de los capsaicinoides (CAP y DIHI) se adaptdé el método
propuesto por Parris (1996). Se pesaron 0.5 g de chile liofilizado, se mezclé con
5 ml de acetonitrilo y se colocaron en bafio Maria a 60 °C durante 5 h; de cada
una de las repeticiones se hicieron dos extracciones.

Del sobrenadante se tomé una alicuota de 1ml y previa filtracién con acrodiscos
nylon de 0.45 pm de poro y 25 mm de didametro (Thermo Scientific Titan 3), se
deposit6 en viales de vidrio de color &mbar para evitar la posible degradacion de
compuestos fotosensibles.

La cuantificacion de capsaicina y dihidrocapsaicina se realiz6 en un cromatografo
de liquidos de alta resoluciéon (HPLC) Perkyn Elmer serie 200, equipado con una
bomba series 200 y detector UV-Vis.

Se utilizé una columna C18 Thermo® Hipersil ODS, Sigma Co. (150 mm de largo
X 4.6 mm de didmetro y 5 um de tamafio de particula). Se inyectaron 20 pl de
cada extracto, el tiempo de andlisis para cada muestra fue de 5 min. La fase movil
consistié en una mezcla con proporciones variables de acetonitrilo y una solucion

amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 35 mM.
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La fase mévil previamente filtrada (membrana Millipore de 0.45 um) en diferentes
gradientes: a) 55:45 v /v en el intervalo de 0.0 a 2.59 min; b) 75:25v/vde 2.6 a
3.0 min; ¢) 55:45 v /v de 3.01 a 3.6 min; d) 75:25 v /v de 3.61 a 4.5 min; y e)
55:45 v / v de 4.51 a 5 min. El flujo de la fase mévil en fase reversa fue 1.7
ml-min~'y la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm (Collins
et al., 1995).

La cuantificacion de CAP y DIHI se realizé mediante las curvas de calibracion de
los estandares 8-metil-Nvanillil-6-nonenamida (Capsaicina, Sigma Co.) (0.1,
0.05, 0.025 mg ml't en metanol), y 8-metil-N-vanilliinonamida (dihidrocapsaicina,
Sigma Co.) (0.22, 0.11, 0.055 mg-ml~!' en metanol). Mediante las cuales se
obtuvieron las relaciones entre la concentracion conocida y el area bajo la curva
que se presenta en las siguientes expresiones: x = (y + 130426) / 120198 para
capsaicina y x = (y-385140) / 353588 para dihidrocapsaicina, dénde x =

concentracion de la muestra (mg-mi?) y, y = Area bajo la curva (mm).

4.6.7 Actividad Antioxidante

4.6.7.1 Método ABTS y porcentaje de inhibicién

La actividad antioxidante de los resultados fue reportada en mg equivalente a
Trolox por cada 100 gramo de chile (AAET, mg ET-100 g1). Se evalué la actividad
antioxidante por el método espectrofotométrico del radical ABTS++ descrito por

Re et al. 1999 y Kuskoski et al. 2005.
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El radical ABTS++ se gener6 al mezclar el ABTS (7 mM) con persulfato de
potasio (K2S20sg) 2.45 mM e incubar la mezcla en la oscuridad a temperatura
ambiente (£ 25 °C), durante 16 h previo a su uso, debido a que la mezcla de color
azul/verde intenso permanece estable durante 48 h.

Una vez formado el radical ABTSe+, éste se diluy6 con etanol (a 1 ml del radical

se le adicion6 de 75 a 100 ml de etanol) hasta obtener un valor de absorbancia
entre 0.70+£ 0.1 a 734 nm a 30 °C.
A una alicuota de 40 pl del extracto preparado previamente se le agregaron 4 ml
de la solucion del radical ABTSe+ diluido con etanol. La mezcla se agitd en un
vortex, se incub6 a 30 °C en bafio Maria. Posteriormente, se registraron las
lecturas de absorbancia a 734 nm de las muestras al minuto uno y a los siete min
de incubacion.

El antioxidante de referencia fue Trolox (evaluado de 0 a 2 mM). La actividad

antioxidante fue determinada mediante la siguiente expresion:

A-Dlupy
m _ mg de TROLOX
g de pf

AAET :(

Doénde:

A = Absorbancia después de adicionar la muestra problema o referencia.
m = Pendiente de la curva de la referencia

b = Ordenada al origen de la curva patrén de la referencia

PM = Peso molecular de la referencia (g mol?)

C = Concentracion de la muestra (g-I'%).
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El porcentaje de inhibicion del radical libre ABTS** se determin6 empleando la
férmula: % de inhibicion = [(Ao — AF) / Ao]*100. D6nde: Ao = Absorbancia inicial
del radical libre a 734 nm y Ar = Absorbancia final de la reaccion con la muestra

analizada.

4.7 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza, pruebas de comparaciones multiples de
medias (Tukey) a un nivel de significancia p < 0.05 y correlaciones de Pearson
del contenido de compuestos fitoquimicos con la actividad antioxidante, mediante

el paquete estadistico SAS (Statistical Analisys System) version 9.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Pérdida de peso y componentes antioxidantes en chile jalapefio

El andlisis de varianza detecto diferencias significativas (P < 0.05) en la pérdida
de peso (Anexo 2). Los frutos almacenados a 8 °C perdieron de 8 a 13 % de peso
a los 6 y 18 d, respectivamente. Mientras que los frutos almacenados a 20 °C
perdieron 15y 24 % de peso a los 6 y 18 d (Figura 1). Esta pérdida podria indicar
una limitada aceptacion comercial. Sin embargo, los frutos podrian ser materia
prima de fitoquimicos (oleorresinas) para utilizarse en la industria alimentaria

(Dominguez-Cafiedo et al., 2014).

N W
(O -]
a

o
O
Q 70
[
o< 15 ]
L 4
5 10 P
Q 5 ”
a e
o L d
S 0 .,’
5 0 5 10 15 20

Dias de almacenamiento

—te— Refrigeracion (8 °C) B -- Ambiente (20 °C)

Figura 1. Porcentaje de pérdida peso en chile jalapefio.

El principal problema de los productos hortofruticolas en poscosecha es la
pérdida de peso. Esta pérdida se debe principalmente a transpiracion y
porcentajes mayores a 10 % pueden representar un producto comercialmente

inaceptable (Tucker, 1993).
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El andlisis de varianza para los componentes antioxidantes indicd efectos
significativos (P < 0.05) en las concentraciones de fenoles totales, flavonoides,
vitamina C, y-Tocoferol, a-Tocoferol y actividad antioxidante por efecto de las
temperaturas de almacenamiento de los frutos de chile. Por otra parte el periodo
de almacenamiento modificoO todas las variables evaluadas. Asi mismo, se
detecto efectos significativos (P < 0.05) de la interaccion temperatura x periodo
en todos los caracteres evaluados excepto en -caroteno (Cuadros 2 y 3).

Los coeficientes de variacion fueron 9.71 para fenoles totales, flavonoides (6.17),
vitamina C (23.36), actividad antioxidante ABTS (8.88) y porcentaje de inhibicion
(5.22), B-Caroteno (14.01), y-tocoferol (21) a-tocoferol (4.63), capsaicina (6.73) y
dihidrocapsaicina (0.29).

Cuadro 2. Cuadrados medios y nivel de significancia para el contenido de

fitoquimicos y actividad antioxidante de pericarpio de chile Jalapefio (C. annum)
almacenado durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrados Medios

FVv GL FEN FLA VITC ABTS INHI
TEM 1 3385** 2237** 58034* 42680* 140*
PER 1 36012** 233** 4317* 147835** 639**

TEM*PER 1 40165** 368** 196225** 4995 142
REP 5 2036 99 20140 46251 229
DUP (REP) 12 39 3 27 44 8
Error 51 457 24 10830 6291 46
TOTAL 71
MEDIA 220.07 80.25 445.41 898.24 44.67
CV (%) 9.71 6.17 23.36 8.88 15.22

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacion; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccion temperatura x periodo. GL: Grados
de libertad; CV, Coeficiente de variacién; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT
C: Vitamina C; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de
inhibicion del radical ABTS.
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Cuadro 3. Cuadrados medios y nivel de significancia para fitoquimicos
cuantificados por HPLC en el pericarpio de chile Jalapefio (C. annum)
almacenados durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrados Medios

FV GL PB-CAR y-TOC a-TOC CAP DIHI
TEM 1 0.65 561** 0.02*  0.205**  0.00067823**
PER 1 1.67* 1326** 1.61* 0.837**  0.00175285**

TEM*PER 1 0.11 671** 0.24**  0.083** 0.0009804**
ERROR 8 0.28 22 0.003 0.002 0.0000323
TOTAL 11
MEDIAS 3.84 22.74 1.08 0.741 0.60215

CV 14.01 21.02 4.63 6.73 0.29

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacion; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccién temperatura x periodo; GL: Grados
de libertad; CV: Coeficiente de variacion; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol.

Se observo que la temperatura mas conveniente fue 8 °C debido a que mostro
concentraciones mayores de fenoles totales, flavonoides, vitamina C, 3-caroteno,
a-Tocoferol y actividad antioxidante (Cuadro 4). La temperatura a 20 ° C mostro
mayor contenido de capsaicinoides y y-Tocoferol. Lo cual indica, que las
propiedades antioxidantes incrementan a temperatura de refrigeracion con
respecto a los contenidos antioxidantes de los frutos expuestos a temperatura
ambiente. Sin embargo, a temperatura ambiente se incremento el picor de los
chiles.

Con respecto al periodo de almacenamiento de los frutos, el periodo a los 6 d fue
el mas conveniente debido a que presenté mayores concentraciones de fenoles,
vitamina C, 3-caroteno, dihidrocapsaicina, y- tocoferol. Sin embargo, en los frutos
de chile el periodo de almacenamiento a los 18 dias mostré mayor contenido de

flavonoides, capsaicina, a-tocoferol y actividad antioxidante (Cuadro 5).
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En general Gil et al. (2007) reportan que durante almacenamiento poscosecha
se ha observado minimo impacto sobre la reduccién de la actividad antioxidante
y contenido de compuestos nutracéuticos tanto en frutas como en hortalizas. En
general, el deterioro en la calidad visual tiene lugar con anterioridad a que se

produzcan pérdidas significativas en los contenidos antioxidantes.
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Cuadro 4. Efecto global del factor temperatura de almacenamiento (8 6 20 °C) en el contenido de fitoquimicos y
actividad antioxidante en el pericarpio de chile Jalapefio después de 6 y 18 d.

Temperatura de
almacenamiento FEN FLA VITC PB-CAR CAP DIHI  y-TOC a-TOC ABTS INHI

°C

8 226.93a* 85.82a 473.80a 3.60a 0.611b 0.594b 15.58b 1.12a 916.58a 46.07a

20 213.21b 74.67b 417.02b 4.07a 0.872a 0.609a 29.58a 1.04b 867.89b 43.27b
DMSH 3.21 0.96 2.71 0.71 0.066 0.0024 6.36 0.06 3.4 15

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol.; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI:
Porcentaje de inhibicion con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso
fresco (mg-100 g?).

Cuadro 5. Efecto global del factor periodo de almacenamiento (6 6 18 d) en el contenido de fitoquimicos y actividad
antioxidante en pericarpio de chile Jalapefio almacenado a 8 y 20 °C.

Periodode gy FLA VITC B-CAR CAP DIHI y-TOC o-TOC ABTS INHI
almacenamiento (dias)

6 242.44a* 78.44b 453.15a 4.21a 0.658b 0.614a 33.25a 0.71b 846.92b 41.69b
18 197.71b 82.05a 437.66b 3.46b 0.825a 0.590b 12.22b 1.45a 937.55a 47.65a
DMSH 3.21 0.96 2.7 0.71 0.066 0.0024 6.36 0.06 3.4 15

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: -Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH:
Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI:
Porcentaje de inhibicion con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso
fresco (mg-100 g?).
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En la interaccion temperatura x periodo se observé comportamientos similares
entre las concentraciones de los compuestos evaluados (Cuadro 6). Se encontrd
para la temperatura de refrigeracién (8 °C) en almacenamiento a 6 d y 18 d
disminucioén de los contenidos de vitamina C y dihidrocapsaicina. Mientras que la

concentracion de a-tocoferol aumento, asi como la actividad antioxidante.

Durante el almacenamiento a temperatura ambiente (20 °C) los contenidos de
fenoles, dihidrocapsaicina y y-tocoferoles disminuyeron de seis a 18 dias. En
este periodo de almacenamiento incrementdé el contenido de flavonoides,
vitamina C, capsaicina, a-tocoferol y actividad antioxidante (Cuadro 6). Lo cual
indica que la temperatura ambiente durante periodos prolongados de
almacenamiento incremento la calidad nutracéutica de los frutos, sin embargo,
por pérdida de peso se pueden considerar frutos inaceptables para su

comercializacion.
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Cuadro 6. Contenido de fitoquimicos y actividad antioxidante en pericarpio de chile Jalapefio (C. annum)
almacenado durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Factores FEN FLA VITC B-CAR CAP DIHI y-TOC a-TOC ABTS INHI
Tem (°C) Per (dias)

8 6 225.67b* 86.28a 518.26a 3.13a 0.611b 0.597b 18.93b 0.90c 862.94c 44.49b

8 18 228.18b 85.36a 429.33c 4.07a 0.611b 0.591c 12.86b 1.34b 970.22a 47.65a

20 6 259.20a 70.61c 357.07d 3.79a 0.705b 0.630a 47.57a 0.53d 830.90d 38.89c

20 18 167.23c 78.73b 476.96b 4.35a 1.039a 0.588c 11.58b 1.55a 904.87b 47.66a

DMSH 6.2 1.85 5.23 14 0.13 0.0047 125 0.13 6.57 2.89

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: -Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH:
Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI:
Porcentaje de inhibicién con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g* de peso
fresco (mg-100 gb).
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Mediante contrastes ortogonales, se realizé la comparacién del testigo con cada
una de las interacciones temperatura x periodo (Cuadro 7). Se muestra que el
contenido de fenoles totales increment6 21 % en frutos almacenados durante seis
dias bajo refrigeracion y 39 % en los frutos almacenados durante el mismo
periodo a temperatura ambiente, con respecto al testigo. En esta variable se
observé un descenso del 9 % de fenoles totales en los frutos almacenados
durante 18 dias a temperatura ambiente (Cuadro 7). Estas diferencias se podrian
explicar debido a la posible sintesis de compuestos fendlicos por un aumento de
la actividad de la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) como respuesta
fisioldgica a la pérdida de agua y el ataque de microrganismos patdégenos (Reyes

et al., 2007).

El comportamiento del contenido de fenoles totales en los frutos de chile fresco,
difiere a lo reportado por Gil et al. (2006) quienes indican que en frutos como el
meldn, mango y pifia, los compuestos fendlicos presentaron un comportamiento

relativamente estable durante 9 dias de almacenamiento a 5 °C.

Al igual que los compuestos fendlicos se muestra un comportamiento similar en
el contenido de flavonoides. Sin embargo, las variaciones de los compuestos
fendlicos y flavonoides en diferentes condiciones de almacenamiento no se

encuentran reportadas en chile.
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En cuanto al contenido de flavonoides se observé un incremento del 20 % de los
frutos almacenados a 6 y 18 dias en refrigeracion, con respeto al contenido del
testigo. Esto indica que el estrés producido por la disminucion de la temperatura
también afectdé el contenido de estos compuestos, pero alcanzaron mas

rapidamente su equilibrio que los fendlicos (Vifia y Chaves, 2007).

En otra investigacion Gil et al. (2006) reportaron para fresas enteras y frescas un
comportamiento estable del contenido de flavonoides durante nueve dias de
almacenamiento a 5 °C. Con respecto al contenido de este metabolito encontrado
en el presente trabajo el valor de la concentracion es mayor al que reportan
Mackelmann et al. (2015) para C. annum (2.2 and 13.2 mg-100 g de muestra)

(Cuadro 8).

La cuantificacion de B-caroteno mostré (anexos, Figura 5) que el pigmento
aumenta 94 % en los frutos almacenados a los 18 dias en ambas temperaturas
con respecto al contenido de testigo. Un incremento del 89 % de la concentracion
de B-caroteno fue observado de manera similar en naranja entera almacenada
durante 12 dias bajo temperatura de refrigeracion (8 °C). Incrementos de este
pigmento se han relacionado con una estimulacion en la biosintesis de

carotenoides durante la conservacion frigorifica (Crespo et al., 2008).
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En los frutos de chile jalapefio, el contenido de vitamina E, (expresada por
diferentes tipos de tocoferoles) y representada en este tipo de chile por el
contenido de y- y a- tocoferol (Anexo, Figura 9), se observé un incremento de 88
% para y-tocoferol en los frutos almacenados durante sies dias a temperatura
ambiente y posteriormente, un descenso del 49 % en chiles almacenados durante

18 dias tanto en refrigeracién como al ambiente.

Para el caso de a-tocoferol disminuyé 50 % durante los primeros 6 dias de
almacenamiento a 8 °C y 20 °C; 11 % a los 18 dias de almacenamiento en ambas
temperaturas de almacenamiento (Cuadro 7).

Osuna-Garcia et al. (1999) reportan contenidos mayores de y-tocoferol y a-
tocoferol de 23.6 mg 100 g* p. f. y 3.9 mg 100 g p. f, respectivamente. Ademas
sefalan que el y-tocoferol se encuentra en mayores proporciones en semillas y
el a-tocoferol se encuentra en mayores proporciones en el pericarpio de chile. En
el presente estudio no se evalud el contenido de este metabolito en semillas,

Unicamente en pericarpio.

En los frutos de esta hortaliza los contenidos que se encontraron de capsaicina y
dihidrocapsaicina fueron de 51 % y 49 %, respectivamente (Anexo, Figura 13).
Orellana-Escobedo et al. (2013) reportaron para algunas variedades de C. annum
la presencia de capsaicina y dihidrocapsaicina en relacion 1:1 y sefialan que las
diferentes proporciones en que se encuentran, tanto en variedades como

especies de Capsicum se debe a factores ambientales y genéticos.
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Los contenidos de capsaicina en los frutos almacenados durante 6 dias a
temperatura ambiente aumentaron 14 % y llegaron a incrementarse hasta un 68
% en los frutos almacenados durante 18 dias a la misma temperatura con
respecto al contenido del testigo. Durante la refrigeracion en ambos periodos de
almacenamiento la capsaicina se mantiene estable con respecto al contenido del
testigo. Caso inverso en el contenido de dihidrocapsaicina que disminuye el 54
% en chiles almacenados durante 18 dias a temperatura ambiente, con respecto
al contenido del testigo. Esto indica que el chile jalapefio aumenta parcialmente
su picor, durante el periodo de almacenamiento a temperatura ambiente y
durante refrigeracion el picor se mantiene.

En comparacién con otra investigacion, Kozukue et al. (2005) reportaron para
chile jalapefio contenidos de capsaicina entre 2.6-1.187 mg g* de peso fresco,
sefialando que la gran variabilidad de este metabolito y proporciones de sus

contenidos depende del cultivar, madurez y las condiciones pre y poscosecha.

La actividad antioxidante de chiles mostré un incremento del 30 % durante los
primeros seis dias de almacenamiento en ambas temperaturas de
almacenamiento, con respecto a la actividad del testigo y un incremento del 42
% en los frutos almacenados durante 18 dias en ambas temperaturas. Las
variaciones de los resultados podian deberse a los cambios en los metabolitos

de analisis (Cuadro 8).
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Comportamiento que difiere a lo reportado por Lana y Tijskens, (2006) quienes
reportan para el caso de tomate una disminucién de la capacidad antioxidante
medida por el radical ABTS de extractos lipofilicos y la estabilidad de la capacidad
antioxidante en extractos hidrofilicos, durante 9 d de almacenamiento a 5 °C. Sin
embargo, no se encontr6 correlacion del contenido de fitoquimicos con la

actividad antioxidante de los frutos de chile.

En general, los compuestos fitoquimicos analizados incrementan la
concentraciéon en los primeros dias de almacenamiento, con respecto al testigo,
este comportamiento concuerda con Pastrana et al. (2013). quienes sefalan que
bajo un periodo corto de almacenamiento (9 dias), los fitoquimicos tienden a
aumentar debido a las condiciones de estrés a las que son sometidos los frutos

o pulpas y posteriormente decrecen y/6 permanecen sin variacion.
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Cuadro 7. Contrastes ortogonales y comparacion de medias del contenido de fitoquimicos y capacidad
antioxidantes del testigo con cada uno de los contenidos de la interaccion temperatura x periodo en el pericarpio

de chile Jalapefio (C. annum).

CONTRASTE FEN FLA VIT C B-CAR CAP DIHI y-TOC a-TOC ABTS % INHI
TESTIGO 185.73 70.92 467.79 2.22 0.61 0.62 25.28 1.76 655.83 35.36
TESTIGO VS (8°C 6D) 225.67** 86.28** 518.26** 3.13 0.61 0.59** 18.93 0.90** 862.94** 44.49*
TESTIGO VS (8°C 18D) 228.18** 85.36** 429.34** 4.07* 0.61 0.59** 12.86** 1.34* 970.22**  47.65
TESTIGO VS (20°C 6D) 259.20* 70.61 357.07** 3.79* 0.70* 0.63* 47.57** 0.53* 830.90** 38.89

TESTIGO VS (20°C 18D) 167.23* 78.73* 476.96** 4.35* 1.03* 0.58* 11.68* 1.55* 904.87** 47.66**

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: -
Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI: Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol.; ABTS; Actividad antioxidante
con el radical ABTS; % INHI: Porcentaje de inhibicién con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada
fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg-100 g).
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5.2. Pérdida de peso y componentes antioxidantes de chile Serrano

El analisis de varianza mostro diferencias significativas (p < 0.05), para la variable
pérdida de peso (Anexo 2). La pérdida de peso del chile Serrano estuvo
comprendida entre el 3 % y el 15 % a los 6 dias de almacenamiento en
refrigeracion y bajo temperatura ambiente, respectivamente (Figura 2). A los 18
d de almacenamiento se puede observar que se presentaron pérdidas del 8 al 22
%. Los chiles almacenados en refrigeracion presentaron pérdidas de peso dentro

del rango de comercializacion (5 %-10 %)
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Figura 2. Porcentaje de pérdida peso en chile Serrano.

Vazquez et al. (2010) analizaron las pérdidas de peso de 19 variedades
mejoradas de chile serrano, cultivadas a campo abierto y sefialan que los valores
encontrados se deben a factores genéticos. Ellos reportaron pérdidas de peso
del 9 al 21 % durante los primeros seis dias de almacenamiento y pérdidas del
16 % al 35 % a los 12 dias de almacenamiento. Valores mayores a los que se

encontraron en la presente investigacion.
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En el andlisis de varianza de los componentes antioxidantes se observé
diferencias significativas (p < 0.05) para el factor temperatura en las
concentraciones de fenoles totales, flavonoides, vitamina C, dihidrocapsaicina y
O-tocoferol. Para el factor periodo se encontro diferencias significativas (p < 0.05)
en los contenidos de vitamina C, y-tocoferol, &-tocoferol capsaicinoides y
actividad antioxidante. La interaccion temperatura por periodo también mostro
diferencias significativas (p < 0.05) en las contracciones de los metabolitos
analizados excepto en vitamina C, B-caroteno y a-tocoferol (Cuadros 8 y 9).

Los coeficientes de variacion fueron 11.9 para fenoles totales, flavonoides (5.75),
vitamina C (18.99) actividad antioxidante ABTS (13.57) y porcentaje de inhibicion
(18.82), B-Caroteno (9.83), y-tocoferol (10.74) a-tocoferol (10.19), d-tocoferol

(11.2) capsaicina (11.7) y dihidrocapsaicina (0.86).

Cuadro 8. Cuadrados medios y nivel de significancia para el contenido de
fitoquimicos y actividad antioxidante de pericarpio de chile Serrano (C. annum)
almacenado durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrados Medios

FV GL FEN FLA VIT C ABTS INHI
TEM 1 20450**  1483** 99061** 7393 36
PER 1 2761 41 128212** 464236** 1458**

TEM*PER 1 7350* 1111* 928 705922** 136
REP 5 2709 37 8619 18185 102
DUP (REP) 12 73 4 24 610 17
Error 51 745 19 4200 10214 36
TOTAL 71
MEDIA 227.65 76.52 341.25 744.43 32.25
CV (%) 11.99 5.75 18.99 13.57 18.82

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacién; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccion temperatura x periodo; GL: Grados
de libertad; CV, Coeficiente de variacion; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT
C: Vitamina C; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de
inhibicién con el radical ABTS.
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Cuadro 9. Cuadrados medios y nivel de significancia para fitoquimicos
cuantificados por HPLC en el pericarpio de chile Serrano (C. annum) almacenado
durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrados Medios

FV GL B-CAR y-TOC a-TOC &-TOC CAP DIHI

TEM 1 0.049 0.39 0.015 168.67** 0.7824168 0.00144216**

PER 1 0.877 155.41* 1.8 79.46** 1.11216517** 0.00711606**
TEM*PER 1 0.927 15.68** 19.008 99.33** 3.95893950** 0.00020036*
ERROR 8 0.222 0.6 0.097 1.99 0.06215997 0.00002953

TOTAL 11
MEDIAS 479 726 307 126 2.129 0.625
CV (%) 9.83 10.74 1019 11.2 11.70 0.86

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacion; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccién temperatura x periodo; GL: Grados
de libertad; CV: Coeficiente de variacion; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH:
Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol; 8-TOC: d-Tocoferol.

Para el factor temperatura se observé mayores contenidos de fitoquimicos a 8 °C
para los contenidos de flavonoides, vitamina C y dihidrocapsaicina. En la
temperatura a 20 °C se presentaron mayores contenidos de fenoles totales, ©-

tocoferol y actividad antioxidante (Cuadro 10).

En el factor periodo se aprecié que los chiles almacenados durante seis dias
presentaron mayor contenido de vitamina E (a, 8, y-Tocoferol) y capsaicina. El
almacenamiento durante 18 dias presenté mayores contenidos de fenoles
totales, flavonoides, vitamina C, dihidrocapsaicina y actividad antioxidante
(Cuadro 11).

Con base a los contenidos se puede afirmar que la temperatura a 8 °C a los 6
dias de almacenamiento es la mejor condicion para mejor el aprovechamiento de

los compuestos antioxidantes del chile.
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Cuadro 10. Efecto global del factor temperatura de almacenamiento (8 6 20 °C) en el contenido de fitoquimicos y
actividad antioxidante en el pericarpio de chile Serrano después de 6y 18 d.

Temperatura (°C) FEN FLA VITC B-CAR y-TOC a-TOC &-TOC CAP DIHI ABTS INHI

8 210.79b* 81.06a 378.35a 4.72a 7.44a 3.03a 8.85b 2.04a 0.63a 734.29b 31.96a
20 244.50a 71.98b 304.16b 4.85a 7.07a 3.107a 16.35a 2.21a 0.614b 754.56a 32.54a
DMSH 4.39 1.04 2.54 062 103 041 188 0.331 0.0072 12.69 2.12

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: 3-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol; 5-TOC: &-Tocoferol, ABTS; Actividad antioxidante con el radical
ABTS; INHI: Porcentaje de inhibicién con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada
100 g de peso fresco (mg-100 g1).

Cuadro 11. Efecto global del factor periodo de almacenamiento (6 6 18 d) en el contenido de fitoquimicos y actividad
antioxidante en pericarpio de chile Serrano almacenado a 8 y 20 °C.

Periodo (dias) FEN FLA VITC B-CAR y-TOC a-TOC &-TOC CAP DIHI ABTS |INHI2

6 221.45b* 75.77b 207.81b 4.51a 10.86a 3.45a 15.17a 2.43a 0.60b 664.13b 27.75b
18 233.84a 77.28a 474.70a 5.06a 3.66b 2.68b 10.03b 1.84b 0.64a 824.73a 36.75a
DMSH 4.39 1.04 2.54 062 103 041 188 0.33 0.0072 12.69 2.12

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: 3-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol; 8- TOC: &-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical
ABTS; INHI: Porcentaje de inhibicién con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada
100 g de peso fresco (mg 100 g?).
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En la interaccion temperatura x periodo se observaron variaciones similares entre
las variables evaluadas. El almacenamiento a 8 °C en ambos periodos mostré un
incremento de las concentraciones de flavonoides, vitamina C, a-tocoferol y
dihidrocapsaicina. Asi mismo se observaron las diminuciones de las
concentraciones de fenoles totales, vy-tocoferol capsaicina y actividad

antioxidante (Cuadro 12).

Hubo un incremento de las concentraciones de fenoles totales, vitamina C, &-
tocoferol, dihidrocapsaicina y actividad antioxidantes de seis a 18 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente. En estas mismas condiciones
disminuyeron, las concentraciones de flavonoides, y- tocoferol, a-tocoferol

(Cuadro 12).
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Cuadro 12. Contenido de fitoquimicos y actividad antioxidante en pericarpio de chile Serrano (C. annum)
almacenado durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Factores

FEN FLA VITC B-CAR y-TOC a-TOC &-TOC CAP DIHI ABTS INHI

Tem (°C) Per (dias)

8
8
20
20
DMSH

6
18
6
18

214.70c* 76.38b 241.31c
206.89c 85.75a 515.38a
228.21b 75.16b 174.31d
260.79a 68.81c 434.01b
8.47 2.01 4.9

4.17a
5.27a
4.86a
4.84a
1.23

12.18a 2.16¢

2.70c

9.53b

4.62c
2.04

3.90b

4.75a
1.46¢c
0.81

9.15b 2.92a 0.607c 753.01b 29.84b
8.55b 1.16c 0.664a 715.57c 36.08a
10.90b 1.94b 0.593c 575.25d 25.66¢
21.80a 2.47ab 0.634b 933.88a 37.42a
369 065 0.014 2446 4.08

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: -Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH:
Dihidrocapsaicina: y-Toc: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje
de inhibicién con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso fresco

(mg-100 gd).
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Mediante contrastes ortogonales, se realizé la comparacion del testigo con cada
una de las medias de las interacciones temperatura x periodo y se encontraron
diferencias significativas en cada uno de los contrastes ortogonales (Cuadro 13).
Se encontro en el contenido de fenoles totales un incremento del 12 al 16 % en
frutos almacenados en refrigeracion durante seis y 18 dias con respecto al
contenido del testigo. Ademas un incremento del 23 al 41 % en frutos
almacenados a temperatura ambiente durante seis y 18 dias, con respecto al
testigo. En el contenido de flavonoides se disminuyé del 2 al 8 % con respecto al
testigo en frutos almacenados en refrigeracion durante seis dias y 18 dias de

almacenamiento (Cuadro 13).

Los frutos de chile son hortalizas con el contenido de acido ascorbico mas alto.
Se ha sefialado que el consumo de 100 g de esta hortaliza aportan del 100 al 200
% de la ingesta recomendada de &cido ascérbico (Lee y Kader, 2000). En el
contenido de Vitamina C de esta investigacion, se observo una pérdida del 36 %
en frutos almacenados a 20 °C durante los primeros dias de almacenamiento,
con respecto al del testigo. En contraste Martinez et al. (2005), reportaron una
pérdida menor (25 %) del contenido de acido ascoérbico durante los primeros 10

dias de almacenamiento a 20 °C en el chile Fresno de la Vega (C. annum).
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El andlisis por HPLC permitié identificar a 3-caroteno en el pericarpio de chile
serrano en estado fresco (Anexo, Figura 6). El pigmento B-caroteno aumento el
contenido de 18 al 35 % en los fruto almacenados en refrigeracion y 24 % en los
frutos almacenados a temperatura ambiente durante los seis y 18 dias de

almacenamiento, con respecto al testigo (Cuadro 13).

En los frutos de chile Serrano se identificé por medio de HPLC los tres tipos de
compuestos analizados (Anexo, Figura 10). El contenido de y-tocoferol aumento
tres veces el contenido inicial durante los primeros seis dias almacenamiento
bajo refrigeracion. Mientras que a- y ©&-tocoferol perdieron el 62 % y 22 %
respectivamente en la misma condicion de almacenamiento con respecto al
testigo. Sin embargo, d-tocoferol si incrementa al doble con respecto al testigo,

al final del almacenamiento a temperatura ambiente.

En los frutos de chile serrano se encontré una proporcion de capsaicina y
dihidrocapsaicina de 72 % y 28 %, respectivamente (Anexo, Figura 19). A si
mismo se encontrd una disminucién de capsaicina y un aumento de
dihidrocapsaicina del 25 y 8 % respectivamente durante 18 dias de
almacenamiento a 8 °C. Lo cual indica que aunque la capsaicina disminuyo el

picor del chile no se perdié durante el almacenamiento.

La actividad antioxidante aumentd 23 %, con respecto al testigo durante el
almacenamiento a 20 °C y 18 dias. Sin embargo, durante 18 dias de

almacenamiento a 8 °C la actividad antioxidante de los frutos disminuyé el 2 %.
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No se presentd correlacion de cada uno de los componentes antioxidantes con
la actividad antioxidante. Esto refleja un panorama general de que los
compuestos fitoquimicos ejercen efectos sinérgicos o inhibitorios dentro de los

frutos (Kuskosky et al., 2005).

55



Cuadro 13. Contrastes ortogonales y comparacién de medias del contenido de fitoquimicos y capacidad antioxidantes del
testigo con cada uno de los contenidos de la interaccion temperatura x periodo en el pericarpio de chile Serrano (C. annum).

CONTRASTE FEN FLAV VITC B-CAR y-TOC a-TOC &TOC CAP DIHI ABTS % INHI(ABTS)
TESTIGO 184 83.53 273.12 6.44 4.24 578 1183 156 0.6 763.93 30.6
TESTIGO VS (8°C 6D) 214.7** 76.38* 241.31** 4.17* 12.18* 2.16** 9.15 292* 0.6 753.01 29.84

TESTIGO VS (8°C18D) 206.89** 85.75** 515.38** 5.27** 2.70* 3.90* 855 1.16 0.66** 715.57** 36.08**
TESTIGO VS (20°C6D) 228.21** 75.16** 174.31** 4.86** 9.53b** 4.75** 1090 1.94 0.59 575.25* 25.66**
TESTIGO VS (20°C18D) 260.79** 68.81** 434.01** 4.84** 4.62b 1.46** 21.80** 2.47** 0.63** 933.88** 37.42**

** *: Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; 3-CAR: 3-Caroteno;
CAP: Capsaicina; DIH: Dihidrocapsaicina: y-TOC: y-Tocoferol; a-TOC: a-Tocoferol, 8-TOC: d-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante
con el radical ABTS; % INHI (ABTS): Porcentaje de inhibicion con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada
fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg-100 g1).
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5.3. Pérdida de peso y componentes antioxidantes en chile habanero
(criollo)

El analisis de varianza detect6 diferencias significativas (p < 0.05) en la pérdida
de peso durante almacenamiento poscosecha de los frutos de chile habanero
(Anexo 2). Como se muestra en la figura 3 los frutos de chile habanero
presentaron una pérdida menor al 10 % durante el almacenamiento bajo
refrigeracion (3 y 8 %). Los frutos almacenados a temperatura ambiente

perdieron del 15 al 20 % de su peso a los 6 y 18 dias de almacenamiento.
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Figura 3. Porcentaje de pérdida de peso de chile habanero criollo (Chic).

Esto indica que los frutos de chile habanero criollo son comerciables durante el
periodo de almacenamiento en refrigeracion. En contraste, los frutos
almacenados a temperatura ambiente perdieron del 15 al 20 % a los 6 y 18 d;
esta pérdida podria indicar una limitada aceptacion comercial.

Sin embargo, los frutos podrian ser materia prima de fitoquimicos (oleorresinas)

para utilizarse en la industria alimentaria (Dominguez-Cariedo, et al., 2014).
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En el andlisis de varianza de las variables antioxidantes, se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) con el factor temperatura en las
concentraciones de fenoles totales, flavonoides, vitamina C y capsaicina. Pero en
el periodo de almacenamiento sélo se detect6 diferencias significativas en las
variables flavonoides, vitamina C, a-tocoferol, capsaicina y actividad antioxidante.
No hubo diferencias significativas en la interacciobn temperatura x periodo

unicamente en el contenido de 3-caroteno y dihidrocapsaicina (Cuadros 14 y 15).

Los coeficientes de variacion fueron 11.32 para fenoles totales, flavonoides
(10.75), vitamina C (19.43) actividad antioxidante ABTS (20.5) y porcentaje de
inhibicién (25-53), B-Caroteno (20.75), a-tocoferol (19.2), capsaicina (10.77) y
dihidrocapsaicina (26.78).

Cuadro 14. Cuadrados medios y nivel de significancia para el contenido de

fitoquimicos y actividad antioxidante de pericarpio de chile habanero criollo (Chic)
(C. chinense) almacenado durante 8 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrados Medios

FV GL FEN FLA VITC ABTS INHI
TEM 1 529% 3369  1815% 2215 2.71
PER 1 156 16* 11019%  868229*  2289*

TEM*PER 1 81* 38* 0.56* 32587+ 919+
REP 5 142 1722 687 245122 1000
DUP (REP) 12 23 14 7 18651 54
Error 51 58 133 194 35891 131
TOTAL 71
MEDIA 67.72  107.38 71.82 923.9 44.86
CV (%) 11.32  10.75 19.43 20.5 25.53

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacion; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccion temperatura x periodo; GL: Grados
de libertad; CV, Coeficiente de variacion; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT
C: Vitamina C; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de
inhibicion con el radical ABTS.
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Cuadro 15. Cuadrados medios y nivel de significancia para fitoquimicos
cuantificados por HPLC en el pericarpio de chile habanero Criollo (Chic) (C.
chinense) almacenado durante 8 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrado Medios

FV GL B-CAR CAP DIHI a-TOC
TEM 1 9 1836* 115 0.24
PER 1 44 16186** 10 3.11*

TEM*PER 1 2 305* 51 1.02*
ERROR 8 16 198 25 0.32
TOTAL 11
MEDIA 19.66 130.93 18.77 2.95

Cv 20.75 10.77 26.78 19.2

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacion; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccion temperatura x periodo; GL: Grados
de libertad; CV: Coeficiente de variacion; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina; ALFA: a-Tocoferol.

En el factor temperatura se observé que el almacenamiento a 8 °C favorecioé un
incremento del contenido de fenoles totales, flavonoides y capsaicina. Sin

embargo, el almacenamiento a temperatura ambiente incremento el contenido de

vitamina C (Cuadro 16).

Para el factor periodo, los contenidos altos de flavonoides, vitamina C, a-tocoferol
y capsaicina se observaron en los chiles almacenados durante 6 dias. No
obstante, el almacenamiento a 18 dias presentd mayor actividad antioxidante
(Cuadro 17). Estos resultados sugieren que a temperatura de refrigeracion,
durante los primeros seis dias de almacenamiento favorecen el incremento de
componentes antioxidantes, con respecto a los contenidos encontrados a los 18

dias.
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Cuadro 16. Efecto global del factor temperatura de almacenamiento (8 6 20 °C) en el contenido de fitoquimicos y
actividad antioxidante en el pericarpio de chile habanero criollo (Chic) después de 6y 18 d.

Temperatura °C FEN FLA VITC B-CAR a-TOC CAP DIHI ABTS INHI
8 114.23a* 70.43a 66.80b 20.56a 3.09a 143.30a 21.87a 929.46a 44.66a
20 100.54b 65.009b 76.84a 18.76a 2.8a 118.56b 15.67a 918.36a 45.054a
DMSH 1.94 2.49 1.45 5.43 0.75 18.77 6.69 70.13 3.77

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: 3-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina: a-TOC: a-Tocoferol. ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI2: Porcentaje de inhibicién con
el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg-100 g?).

Cuadro 17. Efecto global del factor periodo de almacenamiento (6 6 18 d) en el contenido de fitoquimicos y actividad
antioxidante en pericarpio de chile habanero criollo (Chic) almacenado a 8 y 20 °C.

Periodo (dias) FEN FLA VITC B-CAR a-TOC CAP DIHI ABTS INHI
6 106.91a* 69.19a 84.19a 21.59a 3.46a 167.66a 19.72a 814.10b  39.22b
18 107.86a 66.24b 59.45b 17.72a 2.44b 94.206b 17.82a 1033.72a 50.49a

DMSH 1.94 2.49 1.45 5.43 0.75 18.77 6.69 70.13 3.77

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH:
Dihidrocapsaicina: a-TOC: a-Tocoferol. ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de inhibicion con
el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg-100 g2).
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Para el caso de la interaccion temperatura x periodo se observé comportamiento
similar entre las concentraciones de los componentes antioxidantes analizados
(Cuadro 18). En el caso de fenoles totales, la temperatura de refrigeracion
incrementd el contenido de estos compuestos, con respecto al contenido de los
frutos almacenados a temperatura ambiente. Para los contenidos de flavonoides,
vitamina C y capsaicina se presentdé un descenso durante el periodo de
almacenamiento de seis a 18 dias a 8 °C. En esta condicion de almacenamiento

se incremento la actividad antioxidante (Cuadro 18).

Los contenido de vitamina C, a-tocoferol y capsaicina disminuyeron en los frutos
almacenados a temperatura ambiente de sies a 18 dias. Mientras que la actividad
antioxidante aument6 en esta condicion de almacenamiento Dominguez et al.
(2014), senala para el caso de vitamina C, que altas temperaturas de
almacenamiento puede reducir el contenido de &cido ascorbico hasta en un 88%

tras el almacenamiento a 20 ° durante tiempos prolongados (9 dias).
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Cuadro 18. Contenido de fitoquimicos y actividad antioxidante en pericarpio de chile habanero criollo (C. chinense)
almacenado durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Factores FEN FLA VITC B-CAR a-TOC CAP DIHI ABTS INHI
Tem (°C) Per (dias)
8 6 114.48a* 72.97a 79.26b 20.19a 3.31ab 174.98a 24.91a 886.91b 42.60bc
8 18 113.98a 67.89b 54.34d 17.32a 2.88ab 111.62b 18.84a 971.99ab 46.73b
20 6 99.34b 65.41b 89.12a 22.99a 3.6la 160.33a 14.54a 741.27c 35.84c
20 18 101.75b 64.59b 64.56c 18.12a 2.00b 76.78b 16.80a 1095.44a 54.26a
DMSH 3.74 4.8 2.79 10.67 1.48 36.87 13.15 135.15 7.28

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: 3-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina; a-TOC: a-Tocoferol. ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de inhibiciéon con
el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg-100 g?).
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Con base en la comparacion del testigo mediante contrastes ortogonales de chile
habanero criollo con la interaccion de cada uno de los factores (Cuadro 19) se
observé una pérdida de 10 % del contenido de fenoles totales de frutos
almacenados durante seis dias a temperatura ambiente (99.34 mg-EAG 100 g*
de peso fresco), con respecto al testigo (110.57 mg-100 g* de peso fresco).
Meckelmann et al. (2015) reportaron valores de fenoles totales de 2.77 mg-EAG
100 g* de peso fresco, para C. chinense. Segura et al. (2013) reportaron
contenidos de fenoles totales de seis genotipos de C. chinense Jacq. var.
Habanero de 20.54 a 20.75 mg-100 g de peso fresco y sefialan que los niveles
de compuestos fendlicos varian durante el crecimiento y maduracion (Nadeem et

al., 2011).

Se observé una pérdida del 10 % en el contenido de flavonoides en frutos
almacenados durante 18 dias a temperatura ambiente (64.59 mg EAG 100 g* p.
f.), con respecto al testigo (72.37 mg-100 g). De igual manera se encontré esta
pérdida de porcentaje para el contenido de [-caroteno, bajo las mismas

condiciones de almacenamiento (Cuadro 19).

Los carotenoides desempefian un papel importante en la coloracion de algunos
frutos, especificamente en los frutos de Capsicum; estos pigmentos también
actian como importantes antioxidantes y previenen algunas enfermedades
(cancer) (Tapiero et al.,, 2004). En los frutos almacenados en ambas
temperaturas y durante ambos periodos de almacenamiento no se observo

variacion de este metabolito.
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En la presente investigacion se realizd inyecciones de tres estandares
comerciales de a-, y-, y d-tocoferol. Sin embargo, en los frutos de chile habanero
criollo solo mostraron presencia de a-tocoferol (Anexo, Figura 11). No obstante,
Meckelmann et al. (2015) identificaron en 11 accesiones de chile habanero el
contenido de vitamina E encontrando intervalos de 0.23 a 29 mg-100 g* de peso
fresco correspondientes a a-, B-, y-tocoferol. Estas diferencias entre la presencias
de tocoferoles en pericarpio de chile pudieran deberse a las condiciones

ambientales, maduracién y contenido de lipidos (Howard y Wilmand, 2007).

Las condiciones de andlisis de capsaicinoides por HPLC permitieron identificar
a la capsaicina como el compuesto en mayor proporcion (85 %) con respecto al
contenido de dihidrocapsaicina (15 %) en frutos de chile habanero en el momento
de corte (Anexo, Figura 15). Con respecto al contenido de capsaicinoides se
observé una disminucién del 55 % y 40 %, respectivamente para capsaicina y
dihidrocapsaicina en los frutos almacenados durante 18 dias a temperatura
ambiente y una pérdida menor de 32 % de capsaicina y 18 % de
dihidrocapsaicina cuando los frutos se mantuvieron almacenados en refrigeracion
(Cuadro 19). Por lo que se podria inferir que durante el periodo de
almacenamiento en ambas temperaturas los frutos perdieron parcialmente su

picor.
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Esta disminucién en el contenido de capsaicina podria ser debido a la
descomposicion quimica por reacciones fotooxidativos o, como se ha sugerido
recientemente, debido a la accién de algunas enzimas tales como peroxidasas
(Diaz et al., 2004). Meckelmann et al. (2015) reportaron valores mayores de
capsaicinoides en C. chinense (de 630 a 1515 mg 100 g*) a los encontrados en
el presente trabajo (100 g a 174 mg 100 g de peso fresco). Las diferencias
observadas en estos contenidos podria deberse a que los frutos de chile
cultivados en invernadero mantienen condiciones controladas en contraste a los
frutos que se desarrollan a campo abierto (Cazares-Sanchez et al., 2005; Zewdie

y Bosland, 2000).

La actividad antioxidante aument6 24 % con respecto a la del testigo durante su

almacenamientoa ambas temperaturas. El contenido de compuestos fitoquimicos

no se correlaciono con la actividad antioxidante.

65



Cuadro 19. Contrastes ortogonales y comparacién de medias del contenido de fitoquimicos y capacidad
antioxidantes del testigo con cada uno de los contenidos de la interaccion temperatura x periodo en el pericarpio
de chile habanero criollo (Chic) (C. chinense).

CONTRASTE FEN FLA VITC B-CAR a-TOC CAP DIHI ABTS % INHIB (ABTS)
TESTIGO 110.57 72.37 44.73 11.33 2.68 169.96 28.05 877.81 48.08b
TESTIGO VS (8°C6D) 114.48 72.97 79.26* 20.19* 3.31 17498 2491 886.91 42.60**
TESTIGO VS (8°C18D) 113.98* 67.89** 54.34* 17.32*  2.88 111.62 18.84 971.99* 46.73*
TESTIGO VS (20°C6D) 99.34**  65.41* 89.12* 22.99*  3.61 160.33 14.54  741.27* 35.84**
TESTIGO VS (20°C18D) 101.75** 64.59** 64.56** 18.12* 2.0069 76.78** 16.8 1095.44** 54.26**

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: -
Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH: Dihidrocapsaicina; a-TOC: a-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS;
% INHIB (ABTS): Porcentaje de inhibicioén con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por
cada 100 g de peso fresco (mg-100 g?).

66



5.4. Pérdida de peso y componentes antioxidantes en chile habanero
(mejorado).

El andlisis de varianza mostro diferencia significativa ((p < 0.05) el porcentaje de
pérdida de peso del chile habanero mejorado (Anexo 2). Como se puede observar
en las Figuras 4 los frutos de chiles habanero presentaron perdidas de peso en
refrigeracion menores del 10 % durante 18 dias de almacenamiento. Sin embargo

a temperatura ambiente se observo pérdidas de 12y 17 %.
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Figura 4. Porcentaje de pérdida de peso de chile habanero mejorado (Balam).

La conservacion refrigerada bajo condiciones 6ptimas permite reducir las
pérdidas cualitativas y cuantitativas de la calidad, debidas a desoérdenes
fisiologicos y podredumbres, retrasar la maduracion y senescencia y prolongar la
vida comercial de los frutos de chile mejorado, con calidad idonea para consumo
en fresco. En contraste la conservacion a temperatura ambiente ocasiono la
perdida de agua en mayores proporciones y por lo tanto frutos inaceptables para

su comercializacion.
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Con base en el andlisis de varianza de las variables antioxidantes se detectaron
diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) en el factor temperatura en las
concentraciones de fenoles totales, flavonoides, vitamina C, [B-caroteno y
actividad antioxidante. De la misma manera se observo para el factor periodo
efectos sobre la concentraciones de fenoles totales, flavonoides y vitamina C
(Cuadros 21y 22). Efectos significativos se detectaron en la interaccion en todas

las variables evaluadas con excepcion de [3-caroteno (Cuadros 20 y 21).

Los coeficientes de variacion fueron 14.78 para fenoles totales, flavonoides
(13.22), vitamina C (20.42) actividad antioxidante ABTS (14.14) y porcentaje de
inhibicién (17.58), B-Caroteno (28.97), a-tocoferol (5.47), capsaicina (16.03) y
dihidrocapsaicina (28.91).

Cuadro 20. Cuadrados medios y nivel de significancia para el contenido de

fitoquimicos y actividad antioxidante de pericarpio de chile Habanero mejorado
(Balam) (C. chinense) almacenado durante 8 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrados Medios

FV GL  FEN FLA VITC ABTS INHI
TEM 1 104 70~ 527**  202733*  1370*
PER 1 12049%  95*  1057** 4597 107

TEM*PER 1 1922* Q.78 3767**  128236*  982**
REP 5 470 116 449 192806 1299

DUP (REP) 12 5 8 9 10963 72

ERROR 51 141 86 54 17893 120

TOTAL 71

MEDIA 80.33 7027  35.76 945.78 62.41
cV 1478 1322  20.42 14.14 17.58

***. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacion; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccién temperatura x periodo; GL: Grados
de libertad; CV: Coeficiente de variacién; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT
C: Vitamina C; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de
inhibiciéon con el radical ABTS.
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Cuadro 21. Cuadrados medios y nivel de significancia para fitoquimicos
cuantificados por HPLC en el pericarpio de chile Habanero Criollo (Balam) (C.
chinense) almacenados durante 8 6 18 d a 8 6 20 °C.

Cuadrados Medios

FV GL B-CAR CAP DIHID a-TOC
TEM 1 9.1* 7807 1.6 1.21*
PER 1 2.8 17161 31 0.76

TEM*PER 1 0.7 60* 41* 1.4
ERROR 8 14 486 3 0.016
TOTAL 11
MEDIA 4.19 137.55 6.72 2.32

Cv 28.97 16.03 28.91 5.47

** *. Altamente significativo, Significativo (a=0.05); FV: Fuentes de variacion; TEM:
Temperatura; PER; periodo; TEM*PER; Interaccién temperatura x periodo; GL: Grados
de libertad; CV: Coeficiente de variacion; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina; a-TOC: a-Tocoferol.

En el Cuadro 22 se observa que los contenidos mayores de fenoles totales, [3-
caroteno y capsaicina se encontraron en chiles almacenados en refrigeracion (8
°C). En contraste, los chiles almacenados a temperatura ambiente (20 °C),
presentaron niveles mayores de flavonoides, vitamina C, a-Tocoferol,

dihidrocapsaicina y actividad antioxidante.

En el factor periodo se observo que las concentraciones de fenoles totales,

flavonoides, vitamina C, a-tocoferol y capsaicinoides fueron mayores en frutos

almacenados a los 6 dias (Cuadro 23).
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Cuadro 22. Efecto global del factor temperatura de almacenamiento (8 6 20 °C) en el contenido de fitoquimicos y
actividad antioxidante en el pericarpio de chile habanero mejorado (Balam) después de 6 y 18 d.

Temperatura °C FEN FLA VITC B-CAR a-TOC CAP DIHI ABTS INHI

8 81.54a* 69.28b 33.05b 5.07a 2.007b 163.06a 6.35a 892.72b 58.04b
20 79.13b 71.26a 38.47a 3.32b 2.64a 112.05b 7.08a 998.85a 66.77a
DMSH 1.23 1.49 1.56 1.61 0.169 29.37 2.58 53.77 4.37

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: 3-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIHI:
Dihidrocapsaicina; a-TOC: a-Tocoferol.; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de inhibicion con
el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg 100 g?).

Cuadro 23. Efecto global del factor periodo de almacenamiento (6 6 18 d) en el contenido de fitoquimicos y actividad
antioxidante en pericarpio de chile habanero mejorado (Balam) almacenado a 8 y 20 °C.

Periodo (dias) FEN FLA VITC B-CAR a-TOC CAP DIHI ABTS INHI
6 93.74a* 71.42a 39.59a 1l.6la 2.57a 175.37a 8.34a 937.80a 61.18a
18 69.12b 66.92b 31.93b 3.71a 2.07b 99.74b 5.09b 953.78a 63.63a

DMSH 1.23 1.49 1.56 1.61 0.16 29.37 2.58 53.772 4.37

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, a=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH:
Dihidrocapsaicina; a-TOC: a-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de inhibicion con
el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg 100 g2).
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En la comparacion de medias de la interaccidon se observo la disminucion de las
concentraciones de fenoles totales, flavonoides, vitamina C y capsaicina durante
el almacenamiento a 6 y 18 dias bajo refrigeracion (8 °C). Con respecto a los
frutos almacenados a temperatura ambiente, de igual manera, los contenidos de
fenoles totales, a-tocoferol, y capsaicina disminuyeron. Sin embargd, a la misma
temperatura, el contenido de vitamina C y actividad antioxidantes incrementaron

durante el almacenamiento de seis a 18 dias (Cuadro 24).
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Cuadro 24. Contenido de fitoquimicos y actividad antioxidante en pericarpio de chile habanero mejorado (C.
chinense) almacenado durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.

Factores FEN FLA VITC B-CAR A-TOC CAP DIH ABTS INH
Tem (°C) Per (dias)
8 6 100.11a* 70.53ab 44.12a 4.33a 1.91b 198.63a 9.84a 926.93b 60.51b
8 18 68.02b 62.96d 21.98c 5.8la 2.09b 127.49bc 6.84ab 858.51b 55.57b
20 6 87.37b 72.30a 35.07b 3.08a 3.23a 152.11ab 2.86b 948.65ab 61.85b
20 18 70.88c 70.21ab 41.87a 3.56a 2.04b 71.98c 7.33ab 1049.04a 71.69a
DMSH 2.37 2.88 3.02 3.18 0.33 57.68 5.08 103.62 8.43

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente (Tukey, 0=0.05). DMSH, Diferencia minima
significativa honesta; FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: B-Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH:
Dihidrocapsaicina; a-TOC: a-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS; INHI: Porcentaje de inhibicion con
el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada 100 g de peso fresco (mg-100 g2).
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Con respecto al Cuadro 25 en la comparacion mediante contrastes ortogonales
del testigo con cada una de las interacciones, se observo para la variable fenoles

totales una pérdida de 12 % de compuestos fendlicos al final del almacenamiento.

En el contenido de flavonoides se observo un incremento del 7 % en frutos
almacenados durante 18 dias en refrigeracién. Las concentraciones de
flavonoides que se reportan en esta investigacion son mayores con respecto a
los que reportan Meckelmann et al. (2015) (1.3 and 13.8 mg 100 g peso fresco)
para C. chinense. En esta misma condicién de almacenamiento se mostrdé una
pérdida del 40 % de vitamina C. Millan et al. (2007) establecen que el tiempo de
vida de la calidad nutricional de un material vegetal, est4 determinado por el
tiempo requerido para que el &cido ascérbico se degrade en un 50 %. Por lo tanto
y basados en los resultados de vitamina C de los frutos almacenados durante 18

dias, la calidad no concluyd, debido a que no se perdio6 el 50 % de vitamina C.

El analisis por HPLC permitié identificar a p-caroteno como el metabolito en
menor proporcion en los frutos de chile habanero mejorado (Anexo, Figura 8).

El contenido de B-caroteno se incrementa al doble del contenido inicial. Esto se
debe al cambio de color que presentan los frutos del chile. En un analisis de los
carotenoides en 63 accesiones de C. chinense, Antonious et al. (2009)
encontraron que la accesion PI-355817 (de Ecuador) contenia las

concentraciones mas altas B-caroteno (8 mg g de peso fresco).
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Esta accesion fue identificada como candidata potencial para la produccion de
nuevos hibridos con potencial para la salud. Incrementos de este pigmento se
han relacionado con una estimulacion en la biosintesis de carotenoides durante

la conservacion frigorifica (Crespo et al., 2008).

La vitamina E (tocoferoles) también se considera un potente antioxidante por la
capacidad de neutralizar radicales libres (Sayago et al., 2007). En la presente
investigacion se realizd inyecciones de tres estandares comerciales de a-, y-, y
o-tocoferol. Sin embargo, los frutos de chile mejorados s6lo mostraron presencia
de a-tocoferol (Anexo, Figura 12).

Los contenidos de esta investigacion superan a los encontrados por Wahyuni et
al. (2011) quienes reportan contenidos de a-tocoferol de 0.84 mg 100 g de peso
fresco en C. chinense y mayor proporcion de este compuesto en sus frutos de
analisis. Diferencias que pudieran deberse a las condiciones ambientales,
maduracion y contenido de lipidos (Osuna-Garcia et al., 1998). Por su picor, la
ingesta de un gramo de este tipo de chile aporta en la dieta diaria 0.26 % de la

ingesta diaria recomendada para adultos (15 mg Ea-T) de vitamina E.

En cuanto al contenido de capsaicinoides se presenta una pérdida del 44 % de
capsaicina, en los frutos almacenados a 20 °C durante 18 dias. Sin embargo, en
frutos almacenados bajo temperatura ambiente pierden el 60 % de
dihidrocapsaicina. Por lo que se podria sugerir una pérdida parcial del picor en

los frutos.
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Meckelmann et al. (2015) reportaron contenidos de capsaicinoides para la
especie C. chinense de 630 a 1515 mg 100 g* de peso fresco, niveles mayores
a los que se reportan en esta investigacion. Las diferencias observadas en estos
contenidos podria deberse a que los frutos de chile cultivados en invernadero
mantienen condiciones controladas en contraste a los frutos que se desarrollan
a campo abierto (Zewdie y Bosland, 2000; Cazares-Sanchez et al., 2005)

(Cuadro 25).

La actividad antioxidante de los frutos de chile almacenados en refrigeracion
disminuyd el 13 % y 19 % durante seis y 18 dias de almacenamiento, con
respecto a la actividad antioxidante de los frutos testigo. Los furos almacenados
a temperatura ambiente durante seis dias, disminuyeron el 11 % su actividad
antioxidante. En contrate, la actividad antioxidante de los frutos almacenados a
temperatura ambiente durante 18 dias, permanece estable (Cuadro 25). Sin
embargo, el contenido de componentes antioxidantes no se correlaciono con la

actividad antioxidante.
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Cuadro 25. Contrastes ortogonales y comparaciéon de medias del contenido de fitoquimicos y capacidad
antioxidantes del testigo con cada uno de los contenidos de la interaccion temperatura x periodo en el pericarpio
de chile habanero mejorado (Balam) (C. chinense).

CONTRASTE FEN FLAV VITC B-CAR a-TOCO CAP DIHI ABTS % INHI(ABTS)
TESTIGO 81.19 67.2 37.22 1.72 2.69 13047 7.2 1067.04 74.05
TESTIGO VS (8°C 6D)  100.11** 70.538** 44.12** 4.33* 1.91** 198.63* 9.85 926.93* 60.51*
TESTIGO VS (8°C 18D)  62.96* 62.96** 2198 5.81* 2.09* 127.49 6.84 858.51* 55.57*
TESTIGO VS (20°C6D) 87.37* 72.30* 35.07 3.08* 3.23* 152.11 2.86* 948.65* 61.85*
TESTIGO VS (20°C 18D) 70.88* 70.21b** 41.87** 3.56** 2.04**  71.98* 7.33 1049.04 71.69

** * Altamente significativo, Significativo (a=0.05). FEN, Fenoles totales; FLA: Flavonoides; VIT C: Vitamina C; B-CAR: -
Caroteno; CAP: Capsaicina; DIH: Dihidrocapsaicina; a-TOC: a-Tocoferol; ABTS; Actividad antioxidante con el radical ABTS;
% INHI (ABTS): Porcentaje de inhibicion con el radical ABTS. Los resultados se expresan en mg de cada fitoquimico por cada
100 g de peso fresco (mg-100 g?).
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6. CONCLUSIONES

La condicion de refrigeracion por periodos cortos de almacenamiento (6 d)

incrementd los componentes nutracéuticos en los cuatro tipos de chile fresco.

En los frutos de chile jalapefio almacenados a los seis dias a 8 °C se increment6
el contenido de fenoles totales, flavonoides, vitamina C y la actividad
antioxidante. El periodo de almacenamiento durante 18 dias a 8 °C disminuyo el

contenido de vitamina C, dihidrocapsaicina y y-tocoferol.

Los frutos de chile serrano almacenados durante seis dias a 8 °C incrementaron
el contenido de fenoles, y-tocoferol y capsaicina. El periodo de almacenamiento

durante 18 dias a 8 °C incremento el contenido de vitamina C y a-tocoferol.

En los frutos de chile habanero criollo el almacenamiento durante seis dias a 8
°C se incrementd el contenido de fenoles totales, flavonoides, vitamina C y a-
tocoferol. Posteriormente el almacenamiento durante 18 dias a 8 °C disminuyo el

contenido de flavonoides, vitamina C y capsaicina.
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En los frutos de chile habanero mejorado el almacenamiento durante seis dias a
8 °C se incrementd el contenido de fenoles, flavonoides, vitamina C, (3-caroteno
y capsaicina. Posteriormente el almacenamiento durante 18 dias a 8 °C
disminuyo el contenido de los compuestos mencionados con excepciéon del B-

caroteno.

En los frutos de los cuatro tipos de chile no se encontré correlacion de la

actividad antioxidante con el contenido de compuestos nutracéuticos.
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8. ANEXOS
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Figura 5. Cromatograma representativo de identificacion de B-caroteno en
pericarpio de chile jalapefio (1) B-caroteno. Columna C18 OD. Fase reversa.
Flujo 1 ml-min-t. 470 nm de absorbancia.
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Figura 6. Cromatograma representativo de identificacion de B-caroteno en
pericarpio de chile serrano (1) B-caroteno. Columna C18 OD. Fase reversa. Flujo
1 ml-min-t. 470 nm de absorbancia.
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Figura 7. Cromatograma representativo de identificacion de B-caroteno en
pericarpio de chile habanero criollo (1) p-caroteno. Columna C18 OD. Fase
reversa. Flujo 1 ml-min-t. 470 nm de absorbancia.
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Figura 8. Cromatograma representativo de identificacion de B-caroteno en
pericarpio de chile habanero mejorado (1) B-caroteno, (2) n. i.= no identificado.
Columna C18 OD. Fase reversa. Flujo 1 ml-min-t. 470 nm de absorbancia.
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Figura 9. Cromatograma representativo de identificacion de tocoferoles en
pericarpio de chile jalapefio (1) a-Tocoferol, (2) y-tocoferol (3 y 4) n. i.= no
identificado. Columna C18 OD. Fase reversa. Flujo 1 ml-mint. 292 nm de
absorbancia.
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Figura 10. Cromatograma representativo de identificacion de tocoferoles en
pericarpio de chile serrano (1) a-Tocoferol, (2) y-tocoferol (3) &-Tocoferol.
Columna C18 OD. Fase reversa. Flujo 1 ml-min-t. 292 nm de absorbancia.
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Figura 11. Cromatograma representativo de identificaciéon de tocoferoles en

pericarpio de chile habanero criollo (1) a-Tocoferol. Columna C18 OD. Fase

reversa. Flujo 1 ml-min-t. 292 nm de absorbancia.
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Figura 12. Cromatograma representativo de identificaciéon de tocoferoles en

pericarpio de chile habanero criollo (1) a-Tocoferol. Columna C18 OD. Fase

reversa. Flujo 1 ml-min-t. 292 nm de absorbancia.

100



>3 C

Capsaicinoides (Capsaicinay dihidrocapsaicina)

Tiempo de retencién

Figura 13. Cromatograma representativo de identificacion de capsaicinoides en
el pericarpio de jalapefio (1) capsaicina, (2) Dihidrocapsaicina. Columna C18 OD.
Fase reversa. Flujo 1.7 mL-min-t. 280 nm de absorbancia.
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Figura 14. Cromatograma representativo de identificacion de capsaicinoides en
el pericarpio de serrano (1) capsaicina, (2) Dihidrocapsaicina. Columna C18 OD.
Fase reversa. Flujo 1.7 mL-min-t. 280 nm de absorbancia.
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Figura 15. Cromatograma representativo de identificacion de capsaicinoides en

el pericarpio de chile habanero criollo (1) capsaicina, (2) Dihidrocapsaicina.
Columna C18 OD. Fase reversa. Flujo 1.7 mL-min-t. 280 nm de absorbancia.
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Figura 16. Cromatograma representativo de identificacion de capsaicinoides en

el pericarpio de chile habanero mejorado (1) Capsaicina, (2) Dihidrocapsaicina.
Columna C18 OD. Fase reversa. Flujo 1.7 mL-min-t. 280 nm de absorbancia.

9. ANEXO 2

Cuadro 27. Andlisis de varianza para la pérdida de peso de los cuatro tipos de
chile frescos.

Cuadrados Medios

FV GL JALAPENO SERRANO CHIC BALAM
TEM 1 484** 1026** 436** 595%*
PER 1 304** 221** 91** 214**

TEMXPER 1 31** 5.95 0.584 0.51
ERROR 15 1.37 3.6 1.83 0.43
TOTAL 23
MEDIA 15.34 12.05 9.55 9.23
CV (%) 7.62 15.74 14.18 6.62

***  Altamente significativo (0=0.05); TEM=Temperatura, PER= periodo;
TEMXPER= Temperatura por periodo, GL=Grados de libertad. Cv=coeficiente de

variacion.
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Cuadro 28. Efecto global del factor temperatura de almacenamiento (8 6 20 °C)
en la pérdida de peso de cuatro tipos de chile.

de ;fnrgggﬁat%ﬁ o JALAPENO  SERRANO  CHIC  BALAM
0) (% PP) (% PP) (% PP) (% PP)
8 10.85b* 5.5b 5.280  4.94b
20 19.83a 18.59a 13.8la 14.90a
DMSH 1.01 1.65 1.17 0.57

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente
(Tukey, a=0.05). % PP= pérdida de peso.

Cuadro 29. Efecto global del factor periodo de almacenamiento (8 6 20 °C) en la
pérdida de peso de cuatro tipos de chile.

Am':;(:g]daom‘?smo JALAPENO SERRANO CHIC  BALAM
(Dia) (% PP) (% PP) (% PP) (% PP)
6 11.78b* 9.01b 7.60a 6.93a
18 18.90a 15.08a 115a  12.91b
DMSH 1.01 1.65 1.17 0.57

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente
(Tukey, a=0.05). % PP= Pérdida de peso.

Cuadro 30. Porcentaje de pérdida de peso de cuatro tipos de chile frescos
almacenados durante 6 6 18 d a 8 6 20 °C.
TEMPERATURA PERIODO JALAPENO SERRANO CHIC BALAM

°C dias (% PP) (%PP) (%PP) (%PP)
8 6 8.43c* 2.96d 3.17d 1.80d
8 18 13.26D 8.06¢c 7.39¢ 8.08c
20 6 15.12b 15.07b  12.02b  12.05b
20 18 24.54a 22.11a  15.6la 17.74a
DMSH 1.94 3.15 2.25 1.09

*Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente
(Tukey, a=0.05). % PP= Pérdida de peso.
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