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RESUMEN

Objetivo: Determinar la concentracidon minima inhibitoria del aji Panca sobre las cepas Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. Métodos: Se aplicoé el método de susceptibilidad microbiana por
microdilucién a distintas concentraciones de extracto etandlico de aji panca (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0; 3,5y 4,0 mg/mL) en dos cepas indicadoras E. coli ATCC®25922™ y S. aureus ATCC®25923™.
Resultados: La concentracion minima inhibitoria hallada para E. coli fue de 4,8 mg de extracto
etanolico de aji Panca/mL de solucién y para S. aureus fue de 5,6 mg/mL de solucién. Conclusién: El
extracto etandlico de aji Pancainhibe el crecimiento microbiano de E. coliy S. aureus.

Palabras clave: Capsicum chinense, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, efecto
antimicrobiano.

ABSTRACT

Objective: Determine the minimum inhibitory concentration of Panca chili on strains Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. Methods: Was applied the method microbial susceptibility by
microdilucion to different concentrations of ethanolic extract of panca chili (0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5;
3.0;3.5and 4.0 mg/mL)intwo strains indicators E. coli ATCC®25922™ and S. aureus ATCC®25923™.
Results: The minimum inhibitory concentration found for E. coli was of 4,8 mg of ethanolic extract of
Panca chili/mL solutionandto S. aureus was 5.6 mg/mL solution. Conclusion: The ethanolic extract
of Panca chiliinhibits microbial growth of E. coliand S. aureus.

Keywords: Capsicum chinense; Escherichia coli; Staphylococcus aureus; antibacterial effect.

'Universidad Nacional Agraria La Molina



Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del aji Panca (Capsicum chinense) en Escherichia coliy Staphylococcus aureus

INTRODUCCION

El aji es uno de los condimentos mas
representativos de la cultura peruana y en la
actualidad se esta difundiendo
internacionalmente; sin embargo, los
Capsicum tienen diversas propiedades que
pueden ser aprovechadas en el ambito
alimentario. Pistivsek (2005), afirma que la
mayoria de los frutos de este género presentan
actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, siendo el principal
compuesto relacionado a dicha actividad la
capsaicina, cuyo efecto se basa en la fluidez de
la membrana inhibiendo el transporte en la
cadena de electrones. Asi también se ha
comprobado que el extracto etandlico de los
Capsicum permiten un mayor grado de
inhibicidn en Escherichia coli (Colivet, Belloso y
Hurtado, 2006).

El Peru cuenta con una gran variedad de ajies
entre los cuales uno de los mas usados es el aji
Panca. El uso de este producto se limita
basicamente a la gastronomia como
condimento o colorante. Sin embargo, los
Capsicum presentan diversas propiedades
fitoquimicas: antimicrobianas, antioxidantes,
medicinales entre otras.

Actualmente, una de las tendencias en la
industria alimentaria es encontrar sustitutos
naturales para los conservantes sintéticos. Por
lo que ¢ es importante atribuirle un nuevo uso a
los Capsicum, los cuales pueden ser capaces
de inhibir el crecimiento microbiano?

La hipotesis: La evaluacién de la actividad
antimicrobiana por medio de pruebas de
susceptibilidad como la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI), permitira saber la
concentracion a la cual el aji Panca es capaz de
inhibir el crecimiento de un microorganismo
especifico.

Por lo cual, buscamos determinar la
Concentracién Minima Inhibitoria del aji Panca
sobre las cepas de E. coli y S. aureus por el
método de microdilucién (NCCLS, 2006).

MATERIALY METODOS

Obtenciéon del extracto etandlico de aji
Panca

La extraccion etandlica se realizd en los
laboratorios de Fisicoquimica de alimentos y

los analisis microbiolégicos en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Facultad de
Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM).

Se utilizé aji Panca (Capsicum chinense)
proveniente de “El huerto” de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). Las
cepas utilizadas fueron Escherichia coli ATCC®
25922™ 'y Staphylococcus aureus sub sp.
aureus ATCC® 25923™, que fueron pasaje de
los laboratorios de La Molina Calidad Total.

El aji Panca fresco y molido fue caracterizado
mediante un analisis proximal (humedad,
proteina, grasa, fibra, carbohidratos y ceniza),
basado en los procedimientos estipulados por
la Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) (1995). Ademas se determind por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
el contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina
para el extracto etandlico de aji Panca
(Wahyuni, Ballester, Sudarmonowati, Bino y
Bovy, 2011).

Para la obtencién del extracto etandélico,
primero se realizé una seleccién con el fin de
eliminar la presencia de productos en mal
estado, picados, podridos, etc. Luego, se limpi6
y desinfecto los ajies a 100 ppm con cloro libre
residual (Paita y Guevara, 2002).
Posteriormente se sec6 el fruto entero hasta
llegar a una humedad menor a 10%, a una
temperatura de 65 °C (Paita y Guevara, 2002).
Finalmente, se realizd la molienda del fruto
seco de manera que pueda pasar a través de
untamiz N° 60.

La extraccion etanodlica se realizé mediante
lixiviacion entre el solvente, alcohol etilico, y el
aji (Colivet, et al., 2006). Se colocaron 50 g de
aji en polvo en un Erlenmeyer de un litro donde
se afiadié alcohol etilico 96° y en la proporcion
1:10 (soluto: solvente). Luego, se dejé por 12 h
hasta que el aji se impregne con el alcohol para
generar una extraccion homogénea del
material (Rodriguez, Arango y Urrego, 2000),
en condiciones que proporcionen el menor
contacto con oxigeno, en un lugar fresco y con
ausencia de luminosidad (Montoya, Mufioz y
Alejandro, 2002); por lo cual se cubri6 el
Erlenmeyer con papel aluminio. Luego, se
realizé el filtrado al vacio utilizando papel filtro
(Daghero y Mattea, 2000). Posteriormente, se
separé el etanol del extracto de aji panca, el
producto lixiviado se llevé a un roto-
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evaporador a 60 °C, donde se recuperé en dos
balones el alcohol etilico absorbido y el extracto
libre de solvente.

Determinacion del contenido de capsaicina
y dihidrocapsaicina del extracto etandlico
de aji Panca

Se realizd siguiendo el método propuesto por
Wahyuni et al. (2011), para lo cual se tomaron 3
muestras de aji Panca en polvo y 3 muestras de
extracto etandlico con 3 repeticiones cada una.

Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI)

La determinacion de la CMI por microdilucién
se inicid con la propagacién de las cepas
almacenadas a 4 °C en agar nutritivo inclinado,
las cepas se aislaron en medio selectivo
adecuado: Agar Levine (EMB) para E. coli;
Base de agar (BP) para S. aureus. Luego, se
preparo el inéculo en caldo Mueller-Hinton
donde se inocularon las cepas E. coli y S.
aureus y fueron llevadas a una carga
microbiana correspondiente a 0,5 McFarland
para ser diluidas hasta 10'ufc/mL.

Posteriormente se realizd la microdilucién
donde se llenaron las microplacas con 200 pl de
muestra: conteniendo 10 pl de cultivo en caldo
Mueller-Hinton ajustado a 10" ufc/mL y 190 pL
de solucién de caldo Mueller-Hinton con 10%
de Dimetilsulfoxido (DMSO) y 0,5% de Tween
80 a una concentracion de oleorresina de aji
panca de: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5y
4,0 mg/mL previamente esterilizado por
filtracién a través de un microfiltro de 0,45 um.
La micro dilucién tuvo una carga microbiana
inicial 5 x 10*ufc/mL la cual fue llevada a incubar
a 37 °C por 20 horas. Finalmente, se realizo la
lectura de las absorbancias a las 0 horas y 20
horas de incubacion (a 600 nm).

El crecimiento microbiano fue determinado
comparando la densidad optica de cada
dilucion con el control. Siendo la concentracion
minima inhibitoria aquella que redujo el
crecimiento en un 80%.

(Abs,,, - Abs,)i

(Abs,, - Abs,)c x 100

% Crecimiento =

Donde:
i: Absorbancia de la concentracion
c: Absorbancia del control

La concentracion minima inhibitoria a 20% del
crecimiento de las cepas fue estimada por
regresion lineal. Tomando como referencia el
control que presenta un 100% de crecimiento
delacepa.

Analisis estadistico

El disefio estadistico empleado fue un Disefio
Completamente al Azar (DCA), cuyo factor fue
la concentracion de extracto de aji Panca, y la
variable respuesta fue el porcentaje de
crecimiento, se realizaron 4 repeticiones por
cada concentracion.

Se utilizé el paquete estadistico IBM, SPSS,
Statistics 21. Previo a la ejecucion del analisis
de varianzas (ANOVA) para el analisis del
porcentaje de crecimiento a las distintas
concentraciones de aji Panca, se verificaron los
supuestos de Normalidad con lo cual se obtuvo
que la distribucién del Crecimiento es normal
tanto para los datos con E. coli y S. aureus, asi
también se verifico la homogeneidad de
Varianzas. Posteriormente, se aplicd la
comparacion de medias de Dunnet con un
control, sin extracto de aji Panca, y una
comparacion de todos los promedios utilizando
lapruebade Duncan.
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Figura 1. Flujo de operaciones para la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria por micro dilucion

Basado en: Alvistur (1975), Rodriguez (2000), NCCLS (2006).
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RESULTADOS
Caracterizacion del aji Pancafrescoy seco

El analisis proximal (humedad, proteinas,
grasa, fibra, carbohidratos y cenizas), de la
muestra aji panca en estado fresco y seco
dieron como resultados un mayor porcentaje de
fibra (7,37%) Tabla 1.
Tabla 1. Composicion proximal del aji
panca fresco

Humedad Prot. Grasa Fibra Ceniza CHO
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

7717 1,91 1,20 7,37 6,62 5,73

La extraccion y cuantificacion del contenido de
capsaicina y de la dihidrocapsaicina con el uso
de etanol, la cantidad fue mayor de capsaicina
(10,074 £ 0,480 mg/g de muestra seca) Tabla 2.

Tabla 2. Contenido de capsaicina y
dihidrocapsaicina en el extracto etandlico de aji Panca

Compuesto Extracto etanodlico
de Aji Panca
(mg/ g de muestra seca)
Capsaicina 10,074 + 0,480'
Dihidrocapsaicina 6,807 + 0,173

" Desviacion estandar.

El crecimiento de E. coli con respecto a la
concentracion de aji Panca se puede visualizar
en la Tabla 3 y en la Figura 2. La prueba de la
accion inhibitoria sobre el crecimiento de E. coli
demostr6 que a mayor concentracién de
extracto de aji panca (mg/mL) disminuia el
crecimiento (%) de estos microorganismos,
siendo la concentracion minima inhibitoria para
esta cepa de 4,82 mg de extracto/mL de
solucion.

Tabla 3. Porcentaje de crecimiento de E. coli a
distintas concentraciones de aji Panca
Concentracion de

Aji Panca
(mg/mL solucidn)

Media * Desv. Est'

(%) Significancia

0,00 100,00 + 6,88" Control
0,50 56,62 + 4,70% 0,000*
1,00 56,67 + 7,05™ 0,000*
1,50 53,59 + 9,12* 0,000*
2,00 63,34 + 12,11° 0,000*
2,50 44,64 + 1417 0,000*
3,00 44,68 + 10,34" 0,000*
3,50 39,27 + 11,25° 0,000*
4,00 45,20 + 10,00* 0,000*

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05, con respecto al
control (prueba t de Dunnet)
' Superindice: Prueba de Duncan.
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100

y=-10,14x + 76,281
R=0,682
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S
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B Crecimiento -4~ Regresion

Concentracion de extracto de Aji Panca (mg/mL)
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Figura 2. Curva de la Concentracion Minima Inhibitoria In-vitro del Extracto Etandlico de Aji Panca sobre E. coli
para un intervalo de confianza de 95%
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El crecimiento de S. aureus con respecto a la concentracion de aji Panca se puede visualizar en la
(Tabla 4 y Figura 3). La prueba de accién inhibitoria sobre el crecimiento de S. aureus presentd una
CMlde 5,61mg/mL porlo que la CMI paraambas cepas es la mayor obtenida de (5,6 1mg/mL).

Tabla 4. Porcentaje de crecimiento de S. aureus a distintas concentraciones de aji Panca

Media * Desv. Est'

Concentracion de Aji Panca

Significancia

(mg/mL solucién) (%)
0,00 100,00 + 12,83° Control
0,50 79,43 + 8,77 0,002
1,00 64,69 + 4,36° 0,000*
1,50 54,20 + 4,89% 0,000*
2,00 63,01 + 6,53° 0,000*
2,50 49,44 + 7,65° 0,000*
3,00 44,50 + 3,12° 0,000*
3,50 61,05 £ 2,48° 0,000*

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05 con respecto al control (prueba t de Dunnet)
' Superindice: Prueba de Duncan.

120
y=-11,529x + 84,717
R=0,743
100
g
[e]
c
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Concentracion de extracto de Aji Panca (mg/mL)
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Figura 3. Curva de la Concentracion Minima Inhibitoria In-vitro del Extracto Etanélico de Aji Panca sobre Staphylococcus aureus para
un intervalo de confianza de 95%

DISCUSION componente que se encontré6 en mayor
abundancia fue el contenido de fibra que
representdé un 7,32% y 32,27% en base
humeda y seca, respectivamente. Alvistur
(1975) encontr6 que el aji panca fresco

Caracterizacion del aji Pancafresco

El contenido promedio de humedad fue de

77,17% en el aji panca fresco. Estos valores
denotan el alto contenido de humedad en el
producto fresco.

En la Tabla 1 puede observarse que el

presenta un menor valor fibra bruta igual a
13,44% b.s. no obstante hall6 un alto contenido
de carbohidratos, 59,78% b.s. superior al doble
del valor al hallado para el producto fresco
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25,11%. El contenido de proteina fue de 1,91y
8,37%, expresado en base humeda y base
seca, respectivamente, en el aji panca fresco.
Alvistur (1975) encontré un contenido de
proteinas en base seca de 9,63%. Con
respecto al contenido de grasa en el aji panca
fresco fue de 1,2 + 0,02% expresados en base
hameda. Los contenidos de grasa hallados
para el fruto fresco fue de7,8%, sin embargo,
Paita y Guevara (2002) encontraron valores
bastante bajos de grasa 0,12% (b.h.). El
contenido de ceniza en el aji panca fresco es de
29% (b.s.) para lo cual Alvistur (1975) hallé un
contenido 11,85% (b.s.). Cabe resaltar que los
Capsicum presentan una gran variabilidad en
su composicion, debido a que existen varios
factores durante la siembra, cosecha y post
cosecha que permiten desarrollar algunos
compuestos mas que otros en las distintas
temporadas de recoleccién (Fernandez-
Trujillo, 2007).

Contenido de capsaicinoides mayoritarios
en el extracto etandlico de aji Panca

Los valores encontrados para el extracto
etandlico de capsaicina y dihidrocapsaicina
(Tabla 2) fueron 10,074 y 6,807 mg/g de
muestra seca del extracto etanolico,
respectivamente. Estos valores son superiores
a los encontrados por Rodriguez, Arango y
Urrego (2000), que fueron entre 5,675y 1,685
mg/g de capsaicinoides en muestras de
Capsicum chinense. Fernandez-Truijillo (2007)
menciona que el contenido de capsaicinoides
de la oleorresina depende de la variedad del
Capsicum, y que normalmente pueden superar
los 5 mg/g de muestra de oleorresina,
representando generalmente el 70% por la
capsaicina, y el 20% la dihidrocapsaicina.

Concentracion minima inhibitoria (CMI) por
microdilucion del extracto etandlico de aji
Panca en Escherichia coliy Staphyloccocus
aureus

Segun la NCCLS (2006), la lectura del punto
final de la concentracibn minima inhibitoria
debe ser = 80% de reduccion del crecimiento,
comparado con un control. En las pruebas in-
vitro con E.coliy S. aureus se tuvo un control, el
cual no contenia extracto de aji panca. Por lo
que el control presentdé un crecimiento del
100% luego de 20 horas de incubacién a 37 °C.

El porcentaje de crecimiento debe ser menor o
igual al 20%; sin embargo las concentraciones
de aji panca con las que se trabajé no llegaron a
obtener esta inhibicion sobre las cepas en
estudio; por lo que se ajustd una regresion
lineal para obtener la concentracion minima
inhibitoria, debido a que el coeficiente de
regresion fue superior al de otras funciones.

A. Concentracion minima inhibitoria en E.
coli

En la Tabla 3 y Figura 2, la funcién con la que
cambia la carga microbiana nos permite hallar
la concentracion minima inhibitoria al 20% de
crecimiento total, el cual fue de (4,82 mg/mL).

El analisis estadistico de los resultados
muestra que existen diferencias significativas
entre los porcentajes de crecimiento a distintas
concentraciones de extracto con respecto a un
control. A pesar de esto, no todos presentan
diferencias significativas entre si. También se
puede observar que la grafica esta dividida en
dos, la primera (de 0 a 0,5 mg/mL de solucion)
denota una caida de la biomasa, mientras que
en la segunda (concentraciones mayores a 0,5
mg/mL) parece mantenerse casi constante.
Hernandez (2003), realizé una curva de
letalidad para E. colicon distinta concentracion
de extracto acuoso de ajo, de la cual obtuvo que
a concentraciones bajas habia un detrimento
acelerado de la carga microbiana, mientras que
en mayores concentraciones la disminucién era
paulatina casi constante, sin embargo, llega a
visualizarse la concentracién a la cual el
extracto inhibe por completo la carga
microbiana. Al parecer, a bajas
concentraciones los E. coli detectan el extracto,
disminuyendo su crecimiento aceleradamente.
Luego, la concentracion va en aumento y estos
saturarian sus receptores, por lo cual el
crecimiento disminuiria lentamente.

La capsaicina presenta una actividad
moderada sobre E. coli la mayor resistencia de
las bacterias Gram negativas a los aceites
esenciales ha sido atribuida en parte a la gran
complejidad de la doble membrana
conteniendo la envoltura celular de estos
microorganismos en contraste con la
membrana de estructura simple de las Gram
positiva (Bussatta, Mossi, Alves, Cansian y de
Oliveira, 2007). Esto puede corroborarse en la
presente investigacion al comparar las

g
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pendientes de las curvas de inhibicién para E.
coli (10,14% por cada mg de extracto/mL de
solucion) y S. aureus (11,59% por mg/mL),
siendo mas susceptible la bacteria Gram
positiva por presentar una pendiente mayor.

B. Concentracion minima inhibitoria S.
aureus

En la Tabla 4 y Figura 3 donde se relaciona la
carga microbiana con la concentracion de
extracto de aji. Nos permite obtener una
concentracion minima inhibitoria, o crecimiento
de 20% del total, de 5,61 mg/mL Monroy, Garcia
y Totosaus (2009) hallaron que la
concentracion minima inhibitoria para el chile
ancho de 1,0 mg/mL de solucién, la cual fue
mayor que encontrada para Salmonella y
Listeria.

El analisis estadistico de los resultados expone
que existen diferencias significativas entre los
porcentajes de crecimiento en las distintas
concentraciones de extracto con respecto a un
control. Sin embargo, los distintos niveles de
concentracion no presentan diferencias
significativas entre si. El grafico nos permite
visualizar la manera en la que se inhibe alos S.
aureus que a diferencia de E. coli presentan
una tendencia mas uniforme, disminuyendo la
carga microbiana cuanto mayor es la
concentracion de extracto de aji panca.

Pistivsek (2005), menciona que la actividad
antimicrobiana de los ajies se debe a la
capsaicina, la cual actia sobre la fluidez de la
membrana inhibiendo el transporte en la
cadena de electrones. El S. aureus por ser un
Gram positivo presenta una membrana celular
mas simple, haciéndolo mas susceptible.

Monroy, et al. (2009), mencionan que las
bacterias Gram positivas son generalmente
mas susceptibles a los compuestos
polifendélicos no polares que los
microorganismos Gram negativos. Del mismo
modo, estos componentes presentan mas de
tres grupos hidroxilos, tienen una alta actividad
antimicrobiana, esto debido a que impiden la
captacion de iones hierro e hidrégeno que son
vitales para la sintesis de proteinas en la célula.
De igual forma, algunos flavonoides tienen su
participacion en la inhibicion debido a que estos
agentes generalmente se relacionan con la
inhibicién de sintesis del ADN y ARN y otras
macromoléculas.

Los compuestos fendlicos, presentes en los
Capsicum, también tienen propiedades
antimicrobianas. El efecto téxico sobre los
microorganismos, estan relacionados
directamente con los lugares y el numero de
grupos hidroxilo (OH) en el anillo, de forma que
un aumento en la hidroxilacion esta ligado a
una mayor toxicidad. El mecanismo parece
estar relacionado con la inhibicién enzimatica
por los compuestos oxidados, mediante
reacciones de grupos sulfidrilo o por
interacciones no especificas con proteinas. Las
proteinas de las bacterias Gram positivas se
encuentran en la unica membrana
citoplasmatica interior envuelta por el péptido
glucano, mientras que en las Gram negativas
las proteinas estan en la membrana externa e
interna. Estudios sobre el efecto de la
capsaicina en una membrana bifasica, denotan
que la capsaicina a altas concentraciones
aumenta la rigidez de una membrana
experimental contiendo diferentes fosfolipidos
y colesterol (Tsuchiya, 2001).
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