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RESUMEN

Capsicum annuum L. var. glabriusculum (chiltepin) representa una fuente de compuestos bioactivos benéficos para
el ser humano. Dentro de tales compuestos se encuentran los compuestos fenolicos, cuya bioaccesibilidad no es
muy alta, debido a que algunos compuestos se encuentran embebidos en la fraccién indigestible del fruto, afectando
asi su liberacion y absorcion, por tanto, estos llegan al colon para ser aprovechados por la microbiota durante la
fermentacion. Durante este proceso se producen acidos grasos de cadena corta, y se liberan y metabolizan los
compuestos fendlicos embebidos en la fraccidn indigestible del fruto. Por esta razon, el objetivo de este trabajo fue
cuantificar los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) e identificar los compuestos fenélicos obtenidos del proceso
de fermentacidn colonica in vitro de chiltepin colectado en el estado de Sonora (Mazocahui Moctezuma, Nacori
Chico y Taunitas). Las cuatro localidades de colecta presentaron un comportamiento similar ante el proceso de
fermentacion in vitro, respecto a la generacion de AGCC. En cuanto a los compuestos fenolicos identificados, los
chiltepines de Taunitas y Moctezuma mostraron una liberacion de compuestos fenolicos durante la fermentacion.
Por lo anterior este trabajo, podria ser una base para comparar como influyen las especies de Capsicum sobre la
microbiota col6nica.
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ABSTRACT

Capsicum annuum L. var. glabriusculum (chiltepin) represents a source of bioactive compounds benefic for the
human being. Among such compounds are the phenolic compounds, which bioaccessibility is not high, due that
some compounds are embebed in the indigestible fraction of the fruit affecting its release and absorption, then
reaching to the colon to be fermented by the microbiota. During this process short chain fatty acids (SCFA) are
produced, as well as phenolic compounds are released from the indigestible fraction and metabolized. The aim of
this work was to quantify SCFA and identify phenolic compounds obtained from the in vitro colonic fermentation
of chiltepin collected from the Sonora state (Mazocahui, Moctezuma, Nacori Chico y Taunitas). All localities
showed a similar trend during the in vitro colonic fermentation regarding to the SCFA production. Regarding to
phenolic compounds chiltepin from Taunitas and Moctezuma showed a phenolic compound release during all the
fermentation process. Therefore, this work could be the base to study how the Capsicum species have an influence
on the colonic microbiota.
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INTRODUCCION

El fruto C. annuum L. var. glabriusculum (chiltepin) es una variedad de Capsicum que se encuentra
distribuida desde México; a lo largo de la costa del pacifico, desde Sonora hasta Chiapas, siendo méas
comun en el norte del territorio, hasta ciertas zonas de Centroamérica (Hayano-Kanashiro y col., 2016).
El chiltepin al igual que otros frutos del género Capsicum es un alimento fuente de compuestos fendlicos,
tanto complejos y simples. Los compuestos fendlicos se clasifican en compuestos flavonoides
(caracterizados por una mayor complejidad estructural) y los no flavonoides (conformado por estructuras
en su mayoria mas simples) (Mercado-Mercado y col., 2013; Gutiérrez-Grijalva y col., 2016). La
presencia del grupo fenol y grupos hidroxilo en dichos compuestos otorga propiedades bioldgicas a la
molécula, como su ampliamente conocida actividad antioxidante (Gutiérrez-Grijalva y col., 2016), y el
de facilitar una mayor interaccion con la matriz alimentaria mediante uniones tipo covalente, éter y éster
(Shahidi y Yeo, 2016). Estas interacciones evitan que estos compuestos fendlicos sean totalmente
absorbidos durante el proceso de digestion, y que algunos queden embebidos en la fraccion indigestible
(FI) del fruto (Gutiérrez-Grijalva y col., 2016; Ovando-Martinez y col., 2018). La FI es aquella fraccion
gue no es digerida ni absorbida en el intestino delgado, por tanto, esta disponible para su fermentacion
en el intestino grueso (Saura-Calixto y col., 2000). Dicha fraccion esta conformada por celulosa, pectina
y otros compuestos resistentes al proceso de digestion como compuestos fendlicos, proteinas y
compuestos asociados (Holscher, 2017; Saura-Calixto y col., 2000). Los compuestos fendlicos
embebidos en la FI pueden resultar benéficos, ya que son susceptibles a presentar actividad prebiotica y
antioxidante a nivel coldnico. Durante la fermentacion, esta interaccién puede actuar como metabolito
para la microbiota coldnica para formar AGCC, asi como generar un ambiente antioxidante (Bindels y
col., 2015), y una actividad regulatoria en el colon (Parkar y col., 2013). Por lo tanto, se considera que
el chiltepin es una fuente de compuestos fendlicos asociados a la Fl, los cuales al llegar al colon se
fermentan y forman metabolitos de interés que generen beneficios en el colon. Por lo anterior, el objetivo
de este trabajo fue realizar el proceso de fermentacion colénica in vitro de la FI total (FIT) de chiltepin,
y determinar el contenido de AGCC, monitorear el pH, e identificar los compuestos fendlicos liberados
en dicho proceso. En este trabajo se analizaron cuatro muestras de chiltepin rojo colectadas en el estado
de Sonora (Mazocahui, Moctezuma, Nacori Chico y Taunitas). En general se observé que las muestras
no presentaron diferencias significativas en el contenido de FIS, sin embargo, su comportamiento durante
el proceso de fermentacion mostro una disminucion de pH, relacionada con la fermentacién de la FIS y
la produccién de AGCC. En cuanto a estos ultimos, se observé que en general el cido acético se generd
de manera principal, y valores equivalentes entre los acidos butirico y propionico. Respecto a los
compuestos fenolicos durante la fermentacion, se detect6 la presencia de acidos fendlicos simples y un
compuesto flavonoide conjugado, los cuales podrian estar asociados a la FIT de las muestras del
chiltepin.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich. El fruto de chiltepin rojo se colecto en cuatro
localidades del estado de Sonora: Mazocahui, Taunitas, Moctezuma y Nacori Chico. El fruto se sec6 a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. Una vez seco, se almacend a -20 °C hasta posteriores
analisis.

Para obtener la FI total del fruto se realizé un proceso de digestion in vitro, siguiendo la metodologia
propuesta por Brodkorb y col. (2019). ElI método consistio en la simulacion de las etapas de digestion
estomacal e intestinal, con una ligera modificacion, la cual consistié en simular un proceso de difusion
pasiva mediante dialisis contra agua (absorcion in vitro) (Ovando-Martinez y col., 2018). De dicho
proceso de digestion se determiné la fraccion Fl soluble (FIS), insoluble (FII) y total (FIT), siguiendo la
metodologia de Saura-Calixto y col. (2000). Donde, la determinacion de la FIS se realizé mediante una
determinacion de azucares reductores por DNS (Englyst y Cummings, 1988), y la FII mediante un
método gravimétrico. La FIT se determiné como la suma de la FIl y FIS. El proceso de fermentacion in
vitro se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por Flores-Silva y col. (2017). En dicho proceso
de realizaron tomas de muestras durante los tiempos 0,2,4,6,8,12 y 24 h. En cada muestreo se determind
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el pH, AGCC (Martin-Carrén y Gofii, 1998; Menezes y col., 2010), y se extrajeron los compuestos
fendlicos para su identificacion.

Los compuestos fendlicos se extrajeron mediante una extraccion liquido-liquido (Ovando-Martinez y
col., 2018). Los extractos se disolvieron en metanol al 70% y se identificaron mediante espectrometria
de masas (LC-QTOF-MS), utilizando un volumen de inyeccion de 10 yL. Para identificar el perfil de
tales metabolitos se inyectaron los estandares de &cido 2-hidroxi-fenilacético, acido gentisico, acido
protocateico, acido 3,2-dihidroxifenilacético, acido vanilico, &cido siringico, &cido sinapico, acido
fenilacético, quercitrina.

La determinacién de FlI, FIS, y FIT se realizd por triplicado, mientras que los analisis de fermentacion
in vitro se realizaron por duplicado. Los resultados se expresaron como la media + desviacidn estandar.
Se realiz6 un ANOVA de una via utilizando el programa estadistico JMP version 11. Las diferencias
estadisticas significativas (p<0.05) entre medias se realizaron con una prueba de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla | muestra el contenido de FIl y FIS del fruto de chiltepin, resultante del proceso de digestion
in vitro. Se observé que chiltepin de Mazocahui presentd el mayor contenido de FIl, mientras que el
chiltepin de Taunitas mostro el valor méas bajo,

mostrando ambas localidades diferencias estadisticas significativas (p<0.05). Respecto a la FIS, no se
observaron diferencias significativas entre localidades (p>0.05). Estos valores muestran que el fruto de

Tabla I. Contenido de fraccion indigestible insoluble (FII), fgléheglr;lgge:%u; ﬂg?ocﬁn;%r:}'g: ggcli:rlé,l
soluble (FIS). F n indigestible (a/100 mostrar un efecto prebidtico (Ovando-
Poblacién r"l":CICI'O” Indigestible (gFI S 9) Martinez y col., 2018). Por un lado, el
. valor de FII en las muestras, sé puede
Mazocahui 77.86 + 13'87: 4'761’2'052 relacionar a que esta fraccion tiene
Moctezuma 33.07+6.43 6.47+3.24 compuestos fendlicos asociados, que
Nacori Chico 37.15+13.27° 464+141° llegaran al colon y podran ser
Taunitas | 20.7+£1.25 ° 448+ 1.75° metabolizados por la microbiota
Media + desviacion estandar, Valores en cada columna | colgnica (Shahidi y Yeo, 2016). Del
con diferente subindice (a-b) indican diferencias | otro lado, es importante considerar
estadisticas significativas (p<0.05), Prueba de Tukey.
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que la FIS serd la fraccion principal

Moctezuma Taunitas en aportar substratos para la

Mazocahui Nacori Chico generacion de AGCC, alimento para

los colonocitos (Flores-Silva y col.,
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680 ; o_btuweron muestras cad_a_ cierto
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. . fermentada por la  microbiota
Figura 1 Cambios de pH du_rante eI_ procesc; de colonica, generando AGCC. Se
fermentacidn. Los valores son la media + desviacion estandar observé que, a partir de las 2 h de
(barras de error). fermentacion, el pH disminuy6, lo

cual estd relacionado con la
generacion de AGCC debido a la fermentacién de la FIT. Es importante mencionar, que en este proceso
se pueden liberar compuestos que lleguen a influir tanto en el valor de pH como en la composicion de la
misma microbiota col6nica (Holscher, 2017). Para corroborar la fermentacion de la FIT de las muestras
de chiltepin, se determin6 la concentracion de AGCCC como acético, propidnico y butirico (Tabla I1).
Los resultados mostraron un incremento gradual respecto al tiempo de fermentacién, en la concentracién
de los acidos grasos acético, butirico y propionico. Para confirmar la liberacion de compuestos fendlicos
asociados a la FI durante el proceso de fermentacion in vitro, se llevé a cabo la identificacion de estos
mediante HPLC-QTOF. Los compuestos fendlicos predominantes identificados durante el proceso de
fermentacidn en la mayoria de las muestras fueron el 4cido 3,2-dihidroxifenilacético, acido protocateico,
acido sinapico, el acido siringico y la quercitrina. Es importante recalcar que la poblacion de Taunitas
mostro presencia del acido 3,2-dihidroxifenilacético, asi como del acido protocateico y acido sinapico
durante las 24 hrs de estudio. Por otra parte, chiltepin colectado en la poblacién de Moctezuma mostré
la presencia de quercitrina en todo el proceso de fermentacién. De los compuestos fendlicos detectados
es importante reconocer que solo la quercitrina es un compuesto flavonoide conjugado, mientras que los
demas compuestos identificados corresponden a los acidos fendlicos. La presencia de estos &cidos indica
gue estos son liberados de la FIS o son metabolitos resultantes de una fermentacion fendlica. Con estos
resultados se concluye que el chiltepin podria ser un alimento funcional, ya que proporciona
carbohidratos fermentables capaces de generar AGCC, asi como liberar compuestos fenolicos asociados,
que una vez liberados en el colon pueden influir en una regulacion de la microbiota. A su vez este trabajo
puede ser base para analizar como otros compuestos fitoquimicos con menos énfasis de estudio
(carbohidratos fermentables, compuestos fenolicos), presentes en las diferentes especies de Capsicum,
influyen en la microbiota col6nica. Esto permitiria promover al género Capsicum como alimento
funcional.
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Tabla 1. Concentracion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) generados durante el proceso de
fermentacion in vitro
Acido Tiempo (h)
graso 0 2 4 6 8 12 24
Acético 0 0P 0.70° | 2.72°¢ | 4.09P | 38532 | 10.432
Mazocahui Butirico 0@ 0P 0.41°P¢ | 0.56° 0.432 0.49° 0.71°
Propidnico 0@ 0.232 | 0.782 | 1.483b | 1.21° 2.88¢ 3.69%
Acético 172 0.12 2.1° 3.6ab 4.623P 5.3°P 5.1°P
Moctezuma | Butirico 042 | 0.52°b 09¢ 132 158 178 219
Propibnico | 1.72 0.1¢@ 092 1.2 222 228 3.7%
Acético 0@ 0P 0.19° 2.15¢ | 4263 | 4.87° 5.87°
Butirico 0@ 0P 0.39°¢ 0.55° 1402 | 1.113P | 1.41°
Propionico 0 0.172 | 0712 1.552 0.98° 2722 3.192
Acético 3.862 | 0532 | 1.043 | 3.97° 5472 4.38" 6.90°
Taunitas Butirico 1.462 | 0442 | 0.51° 1122 1.27°2 1.43% 1.89°
Propionico | 1.062 | 0.202 | 0572 1.632 2252 2.532 3.852

Valores en cada columna con diferente subindice (a-c), para cada &acido graso, indican
diferencias estadisticas significativas (p<0.05), Prueba de Tukey. Valores reportados en
uMol/mL

Localidad

Nacori
chico
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