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Introduccidn

En la actualidad existe un mercado creciente de ali-
mentos funcionales que incluye una variedad im-
portante de productos probidticos, estos productos
pueden otorgar al consumidor beneficios a la salud
cuando son ingeridos en cantidades adecuadas. En-
tre los principales beneficios derivados de consumo
de probidticos se encuentran, el mejoramiento en la
composicion de la microbiota intestinal, la preven-
cion y tratamiento de diarreas infecciosas, reduccion
de los sintomas de la inflamacion intestinal, disminu-
cion de los niveles de colesterol, o bien revertir en
cierto grado la intolerancia a la lactosa, entre otros [1,
2]. Sin embargo, también se conoce que en la dieta
se encuentran compuestos que pueden evitar que los

probidticos se establezcan en el intestino de los con-
sumidores o que inhiban el metabolismo de estos
Una de las caracteristicas principales que destaca
a la comida mexicana es sin duda el sabor picante, los
mexicanos no podemos concebir nuestras comidas o
golosinas principales sin dicho sabor, el ingrediente
responsable de otorgar esta caracteristica a nuestros
alimentos son los chiles. La capsaicina es un com-
puesto que se encuentra en los chiles, es la molécula
que produce sensacion picante y es responsable del
efecto de quemor e irritante tras su consumo. Se han
realizado estudios para definir si la capsaicina puede
tener en los alimentos el papel de conservador (agen-
te bacteriostitico o bactericida), ademas de aportar
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picor, la revision realizada por Omolo y colaborado-
res en 2014 [3] cita trabajos que evaluaron el efecto
de la capsaicina pura (obtenida de Sigma Aldrich®) y
extractos de diferentes especies vegetales sobre cepas
de Bacillus subtillis, Pseudomonas aeruginosa, Salmone-
lla Typhimurium, Escherichia coli y Helicobacter pylori,
en todos los casos se reportaron efectos inhibitorios
del crecimiento microbiano. Marini y colaboradores
en 2015 [4] estudiaron la actividad antimicrobiana
de la capsaicina sobre cepas de Streptococcus pyoge-
nes eritromicina resistentes, ellos reconocieron que
en un intervalo de concentracion entre 64 y 128 ug/
mL, la capsaicina tiene un efecto bactericida contra
Streptococcus pyogenes, y en concentraciones subleta-
les las cepas pierden la capacidad de invasion sobre
las células blanco. El presente trabajo tiene el objeti-
vo de evaluar el efecto de extractos de chile serrano
(Capsicum annuum L. var. serrano) sobre la viabilidad
de diferentes cepas de microorganismos probioticos

Metodologia
Fase 1: Aislamiento de cepas probidticas co-
merciales.
Se seleccionaron tres cepas probidticas
i. A partir de Yakult® se aislo la cepa probiotica
Lactobacillus casei Shirota en medio de cultivo
Agar Man Rogosa Sharpe (AMRS).
ii. A partir de Floratil® se aislo la cepa probioti-
ca Saccharomyces boulardii en medio de cultivo
Agar Dextrosa Sabourad (ADS).
iii. A partir del producto comercial Sinuberase® se
aislo 1a cepa probidtica Bacillus clausii en medio
de cultivo Agar nutritivo (AN).

Fase 2: Preparacion de extractos

Se realizaron cinco extractos con una concentracion
de 0.36 g de chile serrano por cada mililitro de agua
destilada, diferenciados por las partes del chile que
componian los extractos, 1) cuerpo, vena y semilla,
2) cuerpo, 3) cuerpo y vena, 4) semilla y 5) vena. Pos-
teriormente se realizaron 3 extractos distintos cada
uno con diferente concentracion del cuerpo del chile,
extracto A) 0.5 g/mL, B) 0.25 g/mL y C) 0.1 g¢/mL.
En todos los casos la extraccion se realizo por 24 h a
temperatura ambiente, el extracto se esterilizé en au-
toclave y fueron separados los sélidos presentes.

Fase 3. Evaluacion cualitativa del efecto de los
extractos de chile serrano sobre el crecimiento
microbiano de las cepas probiédticas de trabajo
» Evaluaciéon en medio liquido, en tubos de ensayo
estériles con capacidad de 5 mL se prepararon las
muestras para evaluar cualitativamente el efecto
de los extractos 1, 2 y 3 sobre los microorganis-
mos. La formulacion de las muestras en contacto
con los extractos fue la siguiente, muestra E1 2.5
mL de medio de cultivo y 1 mL de extracto 1,
muestra E2 2.5 mL de medio de cultivo y 1 mL de
extracto 2 y la muestra E3 con 2.5 mL de medio
de cultivo y 1 mL de extracto 3. Se empled una
muestra como control con 2.5 mL de medio de
cultivo y 1 mL de solucién salina. Los medios de
cultivo liquidos empleados fueron caldo nutriti-
vo para Bacillus clausii, caldo MRs para Lactobaci-
llus casei y caldo dextrosa Sabouraud en el caso
de Saccharomyces boulardii.
Método en césped microbiano, sobre un cés-
ped microbiano (sembrado en el mismo medio
de cultivo sdlido empleado en el aislamiento de
cada microorganismo) se colocaron 3 discos de
papel de 0.5 cm de didmetro esterilizados con luz
ultravioleta, el primer disco de papel no contenia
ningln extracto, el segundo disco contenia 50 uL
de extracto 4 y el tercer disco 50 uL de extracto 5,
las placas se incubaron de acuerdo con los reque-
rimientos ambientales de cada microorganismo
durante el tiempo correspondiente, después de
su periodo de incubacion se revisaron las placas,
la presencia de un halo generado por la ausencia
de crecimiento microbiano alrededor de los dis-
cos de papel indic6 un efecto de inhibicién.

Fase 4. Evaluacion del efecto de los extractos
de chile serrano sobre el crecimiento de las ce-
pas de Saccharomyces boulardii y Lactobacillus
casei en medio de cultivo liquido
La Tabla 1 muestra el disefio experimental del efec-
to de los extractos sobre Saccharomyces boulardii, el
experimento se llevo a cabo en microtubos y por tri-
plicado, el crecimiento microbiano fue medido por
turbidez después de 24 h de cultivo empleando un
espectrofotometro (Absorbancia a 600 nm).
Posteriormente se realizd6 una cinética midiendo
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el crecimiento a las 0, 24, 48 y 72 horas, utilizando
una suspension de Saccharomyces boulardii ajustada al
tubo # 7 de McFarland. Para esta cinética se emplea-
ron matraces Erlenmeyer de 50 mL, con un volumen
de medio de 25 mL, cada muestra se evalud por tripli-
cado. En la Tabla 2 se muestra el disefio experimental.

Se realiz6 la cinética de crecimiento para Lactoba-
cillus casei Shirota utilizando una suspension ajustada
al tubo # 5 de McFarland, el seguimiento de la cinética
se realizd de la misma forma que para Saccharomyces
boulardii. En la Tabla 3 se describe el disefo experi-
mental

Tabla 1. Disefio experimental de la cinética de crecimiento de S. boulardii en microtubos.

Volumen de

Volumen de extracto (mL) Solucién Suspension
caldo dextrosa : : :
Muestra salina microbiana
Sabouraud (mL) (mL)
(mL)
CS 0.9 - - - 0.1 -
CC 0.9 - - - - 0.1
El 0.6 0.3 - - - 0.1
E2 0.6 - 0.3 - - 0.1
E3 0.6 - - 0.3 - 0.1

CS: Control de reactivos. CC: Control de crecimiento.

Tabla 2. Disefio experimental de la cinética de crecimiento de S. boulardii

Volumen de

Volumen de extracto (mL) Solucién Suspensién
caldo dextrosa : : :
Muestra salina microbiana
Sabouraud i) (mL)
(mL)
CS 24 - - - 1 -
CC 24 - - - - 1
EA 16 8 - - - 1
EB 16 - 8 - - 1
EC 16 - - 8 - 1

CS: Control de reactivos. CC: Control de crecimiento.

Tabla 2. Disefio experimental de la cinética de crecimiento de L. casei

Volumen de extracto (mL)  Solucién Suspensién
Volumen de : : :
Muestra salina microbiana
caldo MRS (mL)
(mL) (mL)
CS 24 - - - 1 -
CC 24 - - - - 1
EA 16 8 - - - 1
EB 16 - 8 - - 1
EC 16 - - 8 - 1

CS: Control de reactivos. CC: Control de crecimiento.
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Resultados y discusién

Evaluacién cualitativa del efecto de los extrac-
tos de chile serrano sobre el crecimiento micro-
biano de las cepas de trabajo

La evaluacion visual mostr6 crecimiento de las tres
cepas probioticas en presencia de cualquier extracto
de chile serrano tal como se muestra en la Tabla 4,
las muestras que contenian extracto 3 (cuerpo y vena
del chile) fueron en las que se apreci6 un mayor cre-
cimiento visualmente, mientras que en el extracto 1
fue en el cual se observd un menor crecimiento, esto
puede deberse a que el extracto 1 estd compuesto de
todas las partes del chile y por lo tanto la diversidad
de componentes extraidos puede ser mayor.

Para comprobar si los extractos a partir de la vena
y la semilla del chile provocaban la inhibicion del cre-
cimiento sobre las cepas se emple6 la metodologia de
césped microbiano, en ningin caso se presento inhi-
bicion de crecimiento.

Evaluacién del efecto de los extractos de chile
serrano sobre el crecimiento de las cepas de
Saccharomyces boulardii y Lactobacillus casei
en medio de cultivo liquido

En la Figura 1 se observan los resultados obtenidos
de la cinética de crecimiento de S. boulardii cuando se
puso en contacto con las diferentes formulaciones de
los extractos.

El crecimiento de la levadura en el medio de culti-
vo sin la adicion de ningtn extracto (Control de creci-
miento en el medio de cultivo) se encuentra por deba-
jo del crecimiento presentado por la levadura cuando
se pone en contacto con los diferentes extractos (A,
By C). Se puede observar que el cultivo con extracto
A presentd un 18% mads crecimiento en comparacion
con el control de crecimiento, un 7% mas crecimiento
en comparacion con el extracto By un 13% mas cre-
cimiento en comparacion con el extracto C.

En la Figura 2 se observan los resultados obteni-
dos de la cinética de crecimiento de L. casei cuando
se puso en contacto con diferentes formulaciones de
extractos.

El crecimiento de L. casei en el medio de cultivo sin

la adicion de ningtn extracto se encuentra por debajo
del crecimiento presentado por los medios de cultivo
adicionados con algiin extracto. Se observa que el me-
dio de cultivo adicionado con extracto A presenta un
37% mas crecimiento en comparaciéon con el medio
de cultivo sin extracto (cc), un 2% mas en compara-
cion con el extracto B y un 5% mas en comparacion
con el extracto C.

Se ha reportado un efecto antimicrobiano de ex-
tractos de Capsicum annuum sobre microorganismos
Gram negativos como Salmonella typhimurium, Pseu-
domonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphylo-
coccus aureus y Bacilllus cereus [ 5], este efecto se le ha
atribuido principalmente al contenido de capsaicinoi-
des, sin embargo se conoce que algunos otros compo-
nentes también son responsables de dicho efecto tales
como el 2H-Tetrahidrotiopirano, acido a-hidroxido-
decanoico, a-D-glucopiranosido, entre otros [6], sin
embargo, los resultados obtenidos al emplear extrac-
tos formulados con las diferentes partes que compo-
nen al fruto, mostraron que no existe un efecto in-
hibitorio sobre Saccharomyces boulardii, Lactobacillus
casei y Bacillus clausii tanto en medio liquido como en
medio solido, lo efectos de inhibicion referenciados
se realizaron con microorganismos patégenos a dife-
rencia de nuestro estudio.

Los resultados de ambas cinéticas de crecimiento
muestran en todos los casos que, a mayor concentra-
cion de chile en el extracto, mayor crecimiento in-
distintamente del microorganismo empleado, estos
resultados probablemente se deban a la presencia de
componentes del fruto que puedan servir de sustrato
de los microorganismos probidticos.

En recientes estudios donde se han realizados
caracterizaciones bioquimicas de frutos del género
Capsicum, se ha encontrado un contenido de carbo-
hidratos que oscila en 9.5% de su peso seco, de los
cuales 1.75% corresponde a fibra, una descripcion
mas detallada de la composicion de los carbohidratos
presentes indica la existencia de cierto porcentaje de
almidén, pectina y algunos azdcares reductores dis-
ponibles como Gal, Rha, Ara, Xyl y Glc.

Otro hallazgo importante indica que una de las
fracciones de las pectinas esta constituida de arabino-
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Tabla 4. . Evaluacién cualitativa del efecto de los extractos de chile serrano sobre el crecimiento microbiano
de las cepas de trabajo.

Lactobacillus Bacillus Saccharomyces
Muestra : o z
casei clausii boulardii
Control ++ ++ ++
Extracto 1 + + +
Extracto 2 ++ ++ ++
Extracto 3 +++ +++ +++
Extracto 4 ++ + ++

(+) Presencia de crecimiento, (++) crecimiento notable, (+++) crecimiento abundante.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de S. boulardii en muestras control (CS y CC) y extractos (EA, EBy EC)alas 0O h, 24 h, 48 y
72 h. CS) medio de cultivo y solucién salina, CC) medio de cultivo y suspensién de S. boulardii, EA) extracto con una concen-
tracion de 0.5 g/mL, EB) extracto con una concentracion de 0.25 g/mL y EC) extracto con concentracién de 0.1 g/mL.

Cinética de crecimiento Lactobacillus casei
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Figura 2. Cinética de crecimiento de L. casei en muestras control (CS y CC) y extractos (EA, EBy EC)alasOh, 24 h, 48 h,y
72 h. CS) medio de cultivo y solucién salina, CC) medio de cultivo y suspension de L. casei , EA) extracto con una concentra-
cién de 0.5 g/mL, EB) extracto con una concentracién de 0.25 g/mL y EC) extracto con concentraciéon de 0.1 g/mL.

Efecto de extractos de chile serrano (Capsicum annuum L. var. serrano) sobre cepas probidticas 5=



galactanos del tipo I y I, los cuales se han identificado
como sustratos que incrementan significativamente
las poblaciones de lactobacilos en intestinos de adul-
tos [6-8], los resultados obtenidos, en conjunto con
lo citado anteriormente vislumbran la posibilidad de
que ciertos componentes de los extractos obtenidos
pudiesen ser considerados sustratos prebioticos.

Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos se concluye que
los extractos empleados de chile serrano (Capsicum
annuum) no solo no presentan efecto de inhibicion
sobre las cepas probidticas empleadas, sino que, pro-
mueven su crecimiento, vislumbrando un posible
efecto prebiotico.
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