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1. RESUMEN

En la investigacion se determind la capacidad bactericida y bacteriostatica de los extractos de
tres especies de chiles; chile guaque (C. annuum var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum
pubescens) y chile chiltepe (Capsicum annuum var. glabriusculum) utilizando método in vitro
empleando Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli, que se utilizan en
las valoraciones de desinfectantes y antisépticos.

Se elaboraron extractos de los frutos de los chiles referidos a razén de un gramo por cada dos
mililitros de solucién, utilizando una mezcla de etanol-agua (45:65) y se determind la
concentracién de capsaicina por cromatografia Liquida de Alta Resolucién. Asi mismo, se realizd
control de calidad microbioldgico a los extractos para comprobar la inocuidad de los mismos.

A partir de la concentracidn de capsaicina presente en cada extracto de las especies de chile, se
establecieron concentraciones con las cuales se evalud la capacidad bacteriostatica y bactericida
utilizandose para ello el método de dilucién en caldo. Seguido se utilizé el método Kirby Bauer
para los extractos que mostraron actividad bactericida o bien bacteriostatica como confirmacion
de los datos.

Para el método de dilucién en caldo, se inoculé en tubos de ensayo una cantidad conocida de
bacterias en caldo nutritivo (tripticasa soya), seguido de esto se agregé a cada tubo una cantidad
de extracto de chile de concentracién conocida y se incubdé por 24 horas. La actividad
antimicrobiana se determind de manera visual, siendo positiva para los tubos que no
presentaron turbidez.

Obtenidos los indculos que no presentaron turbidez con el método de dilucién en caldo, éstos
se resembraron en cajas de Petri con agar nutritivo (tripticasa soya). Los extractos que no
presentaron crecimiento bacteriano en las cajas de Petri se clasificaron como bactericidas. Los
extractos que presentaron crecimiento bajo de colonias bacterianas se clasificaron como
bacteriostaticos.

Utilizando los extractos que mostraron actividad bactericida y bacteriostatica, se realizaron
pruebas utilizando el método de Kirby Bauer, en el cual se impregnaron taxos con los extractos
que tuvieron actividad antimicrobiana y se determind el halo de inhibicidn.

Muestran actividad bactericida sobre E. coli, los extractos obtenidos a partir del chile guaque 80
ppm de capsaicina, chile siete caldos con 40 ppm de capsaicina. Para Staphylococcus aureus
muestran actividad bactericida el extracto de chile guaque con 60 ppm de capsaicina, chile
chiltepe con 40 ppm de capsaicina.

Las pruebas in vitro, tanto el método de Dilucién en Caldo y el método de Kirby Bauer, se
realizaron por quintuplicado, atribuyéndosele actividad bactericida o bacteriostatica a los
extractos de chile si la totalidad de los resultados fueron positivos. Los extractos que mostraron
actividad bactericida y bacteriostatica se utilizaron para elaborar una crema de uso tépico la cual
se evalué utilizando el método de Kirby Bauer para establecer la capacidad antimicrobiana de la
forma farmacéutica elaborada. La crema elaborada fue sometida a control de calidad
microbioldgico para comprobar la inocuidad y evitar sesgos en la investigacion.



2. INTRODUCCION

Uno de los lugares mds comunes en los que se desarrollan infecciones son las heridas causadas
por pequefios traumatismos o raspones, es por ello importante que se aplique un antimicrobiano
local para reducir la carga bacteriana y evitar complicaciones. Saavedra (2011) menciona que
bacterias tales como Streptococcus, Staphylococcus y Enterobacterias se alojan en heridas
cutanéas.

Guatemala posee una gran diversidad de vegetacion, dicha caracteristica se puede aprovechar
en la bisqueda de nuevos agentes antimicrobianos ya que se ha determinado actividad
antibidtica de diversos compuestos presentes en las plantas. Goldman (2009) en su libro Cecil,
Tratado de Medicina Interna, menciona que la capsaicina, presente en especies del género
Capsicum, posee capacidad analgésica y antiinflamatoria.

Debido a los diversos usos que una planta puede poseer, es necesario evaluar las posibles
aplicaciones medicinales de especies del género Capsicum que se cultivan en el pais para poder
realizar productos de origen natural para diferentes usos farmacolégicos. En un estudio reciente
realizado por Amruthraj (2013), se evalud la capacidad como antimicrobiano de las especies del
género Capsicum, obteniéndose resultados positivos para bacterias gram positivas y gram
negativas.

Tortora, G. et al. (2007) Introduccién a la microbiologia, mencionan que existen bacterias que se
utilizan para la evaluacién antimicrobiana in vitro de desinfectantes y antisépticos entre las
cuales se pueden mencionar Streptococcus, Staphylococcus y Enterobacterias.

Se estudié la capacidad bactericida y bacteriostatica sobre las bacterias presentes en las heridas
mencionadas anteriormente, utilizando extractos de tres tipos de chile; chile guaque (C. annuum
var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens)y chile chiltepe (Capsicum annuum
var. glabriusculum) para establecer si alguna de estas especies posee dichos efectos, tomando
en cuenta que segun la escala Scoville presentada por Feiertag (2013) en un articulo titulado
Capsicum annum, variedad de chile, dichos chiles poseen diferente concentracién de capsaicina.

La evaluacién antimicrobiana se realizé utilizando pruebas in vitro, inicialmente por el método
de dilucién en caldo para establecer si los extractos son bactericidas y bacteriostaticos, para
finalizar, aplicar el método de Kirby Bauer, para encontrar los halos de inhibicidn en los cuales
cada extracto posee actividad bactericida y bacteriostatica.

Con la concentracién de cada extracto a la cual posee actividad antimicrobiana se formuld una
crema de uso tdpico para probar la actividad bactericida y bacteriostatica con el método Kirby
Bauer.

La investigacion es cuantitativa, con enfoque exploratorio ya que no existen suficientes estudios
que sustenten la capacidad antimicrobiana del género Capsicum, y el andlisis se realizé de forma
descriptiva ya que se establecid el halo de inhibicidn por el método de Kirby Bauer.
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3. ANTECEDENTES

Estudio realizado por Amruthraj, N. (2013) en el Departamento de Biologia y
Biotecnologia, en Loyola College, India, se obtuvo la extraccién polar aprdtica de
capsaicinoides a partir del Capsicum pimienta fantasma para probar su actividad
antimicrobiana. Encontrdndose que los extractos realizados con acetonitrilo y acetona
son eficaces contra bacterias gram positivas y gram negativas excepto para E. coli y
Erwinia sp.

Llenque, L., Otiano R. y Otiano L., (2013) realizaron estudio sobre La Supervivencia de
Staphylococcus aureus en crema huancaina preparada con diferentes concentraciones
de Capsicum annuum var. Longum  “aji escabeche”; en el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Universidad Nacional de Truijillo, Trujillo- Perd; en donde
se concluyé que Capsicum annuum var. longum “aji escabeche” utilizado en la crema
huancaina tuvo un efecto inhibidor sobre la supervivencia de Staphylococcus aureus en
condiciones de refrigeracién (4°C).

Estudio realizado por Nascimiento, P., et al. (2013) en la Universidad Federal Rural de
Pernambuco, Brasil. Se determiné que el extracto etanolico del chile malagueta mostré
actividad antimicrobiana sobre bacterias gram positivas, gram negativas y hongos.

Estudio realizado por S. Moreno, S. Salcedo, M. cdrdenas, J. Herndndez y M. Nufiez
(2012), en la Facultad de Ciencia Bioldgicas de la universidad UANL, se evaltio el efecto
antifungico de capsaicina y extractos de Chile Piquin (Capsicum annum L. Var. Aviculare)
sobre el crecimiento in vito de Aspergillus flavus. Se determind que la inhibicién del
crecimiento de A. flavus con capsaicina y extractos de chile, es estadisticamente igual a
la inhibicién presentada con el fungicida comercial Captan; la técnica de dilucién del
extracto en agar permite una mayor difusiéon de los componentes en el medio.

Shayan, S., Saeidi,S. (2012) realizaron en la Universidad Islamica Azad, un estudio sobre
la actividad antibacterial del extracto de Capsicum annuum L, sobre el crecimiento de
cepas patdgenas comunes, siendo efectivo el extracto como antibacterial a
concentraciones desde smg/ml sobre Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli.

Estudio realizado por S. Moran, Heber Aguilar, Tarsicio Corona, Fernando Castillo,
Marcos Soto y Rubén Chavez (2008) en México, determinaron los capsaicinoides de
chiles nativos de Puebla, México. Se concluyd que existe una amplia variacién en el
contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina en los chiles nativos evaluados. Destacaron
los tipos Copi con un contenido de capsaicina de 36.86 a 556.78 ug/g-1, de
dihidrocapsaicina de 30.54 a 348.26 ug g-1, y con una variacion de menor amplitud en el
tipo Miahuateco con 21.54 a 158.07 ug g-1y 19.54 a 99.24 ug g-1 para cada capsaicinoide.



4. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais agricola, que posee una gran diversidad de cultivos, entre los cuales se
puede mencionar los del género Capsicum, cuyo principal metabolito es la capsaicina. Es
importante encontrar nuevos usos de la capsaicina especialmente para la industria farmacéutica,
ya que segun menciona De la Cruz (2011), el estudio de dicho género se ha incrementado debido
a los diversos usos industriales y terapéuticos que se le han atribuido.

Considerando lo mencionado anteriormente y tomando en cuenta la tendencia al uso de la
medicina alternativa, especialmente derivada de plantas medicinales, en el presente estudio se
evalud la actividad bactericida y bacteriostatica del extracto de tres especies de chiles cultivados
en el pais, chile guaque (C. annuum var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens)
y chile chiltepe (Capsicum annuum var. glabriusculum) con el fin de encontrar un producto
alternativo de origen natural que se pueda utilizar en heridas cutdneas causadas por pequefios
traumatismos (raspones).

Para la evaluacién bactericida y bacteriostatica se utilizd, el extracto del chile completo tomando
en cuenta la cantidad de capsaicina presente en cada especie como base para obtener soluciones
de diferente concentracién de los compuestos presentes en los chiles a estudiar, en el estudio
se analizard la actividad del extracto completo, ya que De la Cruz (2011) en su Tesis titulada
Evaluacidn del porcentaje de Rendimiento y Caracterizacion Fisicoquimica de la Oleorresina de chile
blanco (Capsicum annuum A.) provenientes de tres estratos altitudinales utilizando como solvente
de extraccidn soluciones de alcohol etilico-agua, a escala laboratorio menciona que aunque la
capsaicina se presenta en diferente porcentaje en dichas especies no es el Unico compuesto
presente.

Como la concentracién de capsaicina y demas compuestos que estan presentes en las diversas
especies de chiles no es la misma, fue necesario evaluar cudl o cudles son las especies que
presentan mejor actividad bactericida o bacteriostatica.

Debido a los escasos estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana del extracto de chile,
es necesario llevar a cabo dichas evaluaciones empleando métodos in vitro, haciendo uso del
extracto obtenido de cada chile por separado para comprobar su efecto utilizando para ello
bacterias que Saavedra (2011), en su libro Infecciones bacterianas de la piel y tejidos blandos,
menciona son las que usualmente se encuentran en las heridas cutdneas siendo éstas;
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Escherichia coliy que ademas se utilizan en la
evaluacion de desinfectantes y antisépticos.

La finalidad de este trabajo fue formular una crema de uso tdpico que tenga capacidad
antimicrobiana a partir de la evaluacidn de la capacidad bactericida y bacteriostatica de los
extractos de tres chiles con diferentes concentraciones tomando como base la cantidad de
capsaicina presente, para encontrar un producto de origen natural que se pueda aplicar en la piel
para reducir la carga bacteriana en heridas cutaneas.
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5. OBJETIVOS
GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de una crema de uso tdpico elaborada a partir
del extracto obtenido de chile guaque (C. annuum var. longum Sendt), chile siete caldos
(Capsicum pubescens) y chile chiltepe (Capsicum annuum var. glabriusculum) sobre
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosay Escherichia coli.

ESPECIFICOS

Determinar la concentracidn de capsaicina presente en cada extracto obtenido a partir
del chile guaque (C. annuum var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens)
y chile chiltepe (Capsicum annuum var. glabriusculum).

Comprobar la inocuidad necesaria para cumplir con las especificaciones de control de
calidad de cada extracto de chile obtenido a partir del chile guaque (C. annuum var.
longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens) y chile chiltepe (Capsicum
annuum var. glabriusculum).

Establecer la capacidad bactericida sobre Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosay Escherichia coli, de los extractos de chiles obtenidos a partir del chile guaque
(C. annuum var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens)y chile chiltepe
(Capsicum annuum var. glabriusculum), utilizando método in vitro.

Discriminar la concentracién del extracto de chile obtenido a partir del chile guaque (C.
annuum var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens) y chile chiltepe
(Capsicum annuum var. glabriusculum), que presente mejor actividad bactericida sobre
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosay Escherichia coli.

Distinguir la concentracion del extracto de chile obtenido a partir del chile guaque (C.
annuum var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens) y chile chiltepe
(Capsicum annuum var. glabriusculum), que presente mejor actividad bacteriostatica
sobre Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli.

Elaborar una crema a partir de los extractos de los chiles que presenten la mejor
capacidad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y
Escherichia coli.

Realizar el control de calidad microbioldégico de la crema elaborada a partir de los
extractos del chile.

Evaluar la capacidad antimicrobiana de la crema realizada a partir de los extractos de los
chiles que presentaron la mayor efectividad como bactericida y bacteriostética utilizando
métodos in vitro.



6. HIPOTESIS

La crema de uso tépico elaborada con los extractos obtenidos de chile guaque (C. annuum var.

longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens) y chile chiltepe (Capsicum annuum var.
glabriusculum) tiene efecto bactericida o bacteriostdtico sobre Staphylococcus —aureus,

Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli, al emplear métodos in vitro.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1.  UNIVERSO

Tres variedades de chiles cultivados en Guatemala; chile guaque (C. annuum var. longum Sendt),
chile siete caldos (Capsicum pubescens)y chile chiltepe (Capsicum annuum var. annuum).

7-2. MUESTRA

Extractos de chile guaque (C. annuum var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum
pubescens) y chile chiltepe (Capsicum annuum var. annuum).

7.3. RECURSOS

7.3.1. MATERIALES

7.3.1.1.  REACTIVOS
e Estandar de capsaicina
e Etanol al 45%
e Acetonitrilo grado HPLC
e Etanol grado HPLC
e Metanol grado HPLC
e Aguagrado HPLC
e Agar tripticasa soya (Obtenido de LAMYR).
e Agar Mieller- Hinton (Obtendio de LAMYR).
e Bacterias

= Staphylococcus aureus, (Procedente de laboratorio
microbiologia de la carrera de Quimica biolégica).
* Pseudomona aeruginosa, (Procedente de laboratorio

microbiologia de la carrera de Quimica biolégica).
= Escherichia coli, (Procedente de laboratorio microbiologia de la
carrera de Quimica bioldgica).
e Discos para antibiogramas

7.3.1.2.  CRISTALERIA
e 3 Recipiente de vidrio de 2 litros para maceracion
e 20 Beakers 250 ml
e 6 Beakers1litro
e 10 Erlen Meyers
e 180 Tubos de ensayo



100 Cajas de Petri

20 balones aforados de 25 ml
10 pipetas volumétricas de 1 ml.
15 beaker de 10 ml

15 micropipetas de vidrio

Bulbo para micropipeta
Pipeteador

EQUIPO
Horno de conveccidn
Batidora sumergible
Equipo de maceracién

Cromatografo liquido de alta resolucién (HPLC)
Horno para incubar indculos de bacterias

Agitador eléctrico
Homogenizador

Asas para indculo

Filtros de 0.45 um de nylon
Espdtula de acero inoxidable

MATERIA PRIMA
1kg Chile guaque
1kg Chile Chiltepe
1kg Chile siete caldos
500 g Aceite mineral
500g Lanolina
300 g Silicona
500 g Cetiol
250 g Miristato de isopropilo
2000 mL Agua
180 g Glicerina
180 g Propilenglicol
60 g sorbato de potasio
60 g Metabisulfito de potasio



7.4METODOS

7.4.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

7-4.1.1. RECOLECCION
Los frutos frescos de las tres especies de chiles a utilizar, chile guaque (C. annuum
var. longum Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens) y chile chiltepe
(Capsicum annuum var. glabriusculum) de maduracién intermedia, se adquieren
en el mercado municipal del Municipio de San Andrés Itzapa, del Departamento
de Chimaltenango.

7.4.1.2. PREPARACION

Se lava con etanol al 95% el fruto sin tallo, para eliminar las impurezas que
pudieran haber sido adquiridas durante la cosecha. (Coulson, 2003).

7.4.2. OBTENCION DEL EXTRACTO

7- 4.2.1. MOLIENDA

Se disminuye el tamafio de particula de la materia vegetal hasta un didametro
adecuado para que el solvente tenga un drea de superficie alta, utilizando una
batidora sumergible empleando etanol al 45% (Skoog, 2001).

7.4.2.2. MACERACION

El extracto se obtiene a partir de maceracion, utilizando como solvente etanol.
Se coloca la muestra molida en un recipiente al cual se le agrega el etanol al 45%
y se dejareposar en un recipiente libre de contaminacidn y evaporacion durante
24 horas. Se agita periddicamente para que el solvente este en contacto con toda
la materia vegetal para favorecer la extraccion.

Transcurrido el tiempo necesario, se pasa por un lienzo el extracto, se exprime el
residuo, y se filtra para obtener el extracto sin residuos de materia vegetal
(Fonnegra, 2007).
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7.4.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CAPSAICINA

7-4.3.1. CROMATOGRAFIA LI'QUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
Preparaciéon de estandar de capsaicina

Se prepara una solucidén utilizando el estandar de capsaicina con etanol grado
HPLC, aforando en un baldn de 25 ml, se identifica la concentracién de capsaicina.
Para leer las muestras de los extractos de la materia vegetal del chile, segin
metodologia indicada por Skoog (2008), en su libro Principios de Andlisis
Instrumental; a partir de la concentracidn obtenida se realizan las diluciones
pertinentes para obtener una curva de calibracién que tiene aproximadamente
un r:0.9996.

7.4.3.2. CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS

A partir del extracto obtenido de los chiles, se toma una alicuota de 1 mL, dichas
soluciones se filtran para eliminar las pequefias particulas en la solucién. Seguido
se colocan las muestras en el automuestreador.

El instrumento es programado para utilizar como fase estacionaria una columna
de acero inoxidable empacada con C18, 3.9 mm ID x 15 cm de longitud. Fase mdvil
se utiliza acetonitrilo, a un flujo de 1mL/min, longitud de onda de 280 nm a una
temperatura de 50°C y con un volumen de inyeccién de 20 pL (Karnka, 2002).

7-4.4. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS EXTRACTOS

Se determina la ausencia microbioldgica en los extractos obtenidos de la materia vegetal
en laboratorio externo (LAMIR), los andlisis son realizados segun el reglamento técnico
centroamericano, se debe evaluar los limites microbianos:
e Recuento total de mesdfilos aerobios <103 UFC/g
e Recuento total de mohos y levaduras < 10> UFC/g
e Ausencia de microorganismos patégenos
= Staphylococcus aureus: ausente
= Escherichia coli: ausente
* Pseudomas aeruginosa: ausente
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7.4.5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD BACTERICIDA Y
BACTERIOSTATICA DEL EXTRACTO DE CHILE

7.4.5.1. METODO DE DILUCION EN CALDO

Se toman cinco tubos de ensayo que contienen la misma cantidad de caldo
nutritivo (tripticasa soya), a cuatro tubos de ensayo se le afiade una cantidad de
extracto con una concentracién conocida (desde 0.020mg/ml), el quinto tubo no
se le agrega extracto porque sirve de control. Los tubos de ensayo son
inoculados con una suspensidn calibrada de la bacteria en estudio.

Lépez (2006) en su libro titulado Determinacién de la actividad antimicrobiana,
indica que los tubos deben serincubados durante 18 horas a una temperatura de
35°C, pasado dicho tiempo se evaltan los tubos y se establece la concentracién
del extracto que presenta actividad antimicrobiana. A partir del tubo que posee
la concentracién minima inhibitoria se toma una muestra y se inocula en una caja
de Petri, que contiene agar tripticasa soya sin extracto, para determinar si el
extracto actla sobre la bacteria como bacteriostatico o bactericida.

7.4.5.2. METODO DE KIRBY BAUER

Se toman muestras de cada uno de los extractos realizados previamente
utilizando la concentracidn del extracto que presenta concentraciéon minima
inhibitoria, y se aplican en los discos a utilizar, el disco se coloca en la superficie
del agar que es inoculado con los microorganismos en estudio.

Para realizar el inéculo, Ldpez (2006) en su libro titulado Determinacién de la
actividad antimicrobiana, indica que la concentracién bacteriana debe ser de
aproximadamente 10® microorganismos por mililitro. Para esto, tocar con un
hisopo estéril la superficie de una o varias colonias de cepas bacterianas puras,
luego sumergir el hisopo en 2 0 3 ml de caldo nutritivo hasta que la turbidez del
medio sea equivalente al estdndar 0,5 de Mc Farland cuya turbidez corresponde
a la concentraciéon de microorganismos buscada. Luego de esto, sumergir un
hisopo estéril y seco en la suspension bacteriana y eliminar el exceso de liquido
haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Inocular con ésta la
superficie de una placa de agar de Mueller-Hinton a temperatura ambiente. Se
sugiere estriar la superficie con el mismo hisopo en por lo menos tres direcciones
girando la placa en dngulos de 60° luego de cada estria. Una vez seco el indculo,
la placa esta lista para la colocacién de los discos con el extracto. Incubar a 35°C,
durante 18 horas.
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El agar utilizado es Mueller-Hinton preparado de acuerdo a indicaciones del
fabricante, utilizando placas de Petri sobre una superficie planay asegurando que
la profundidad del agar sea de 4mm. El pH debe ser controlado, para este medio
de cultivo el pH debe estar en un rango entre 7.2-7.4 después de solidificarlo para
mantener su potencia, no debe haber agua en la tapa de la placa ni en el agar
(Lépez, 2006).

Las determinaciones finales se llevan a cabo al finalizar el inéculo, para evitar
alteraciones en los halos de los antibidticos. La zona de inhibicidn es mediday se
relaciona inversamente con la concentracién minima inhibitoria (Lopez, 2006).

7.4.6. FORMULACION DE CREMA DE USO TOPICO REALIZADA A
PARTIR DEL EXTRACTO DE CHILE

Se toma de referencia las concentraciones de los extractos que presentan actividad
bactericida o bacteriostatica para realizar las cremas de uso tdpico.

De forma tentativa se propone a continuacién una formulacién de la crema a preparar,
la cual podria sufrir modificaciones dependiendo de la estabilidad de la misma.

La fase oleosa constard de aceite mineral, lanolina, silicona, cetiol, miristato de
isopropilo. Dicha fase representara el 25 al 35% de la emulsidn.

La fase acuosa estard formada por agua, glicerina, propilénglicol lo que representard
entre el 65% y el 75% de la emulsién.

Las cremas de uso tépico formuladas se utilizan para determinar su actividad bactericida
o bacteriostatica sobre las bacterias utilizadas para analizar el efecto antimicrobiano de
los extractos.
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Formulacién de crema de uso tépico de extracto de chile

MATERIA PRIMA PORCENTAJE FUNCION

ACEITE MINERAL 10% Humectante

LANOLINA 10% Lubricante

SILICONA 10% Absorbente  (Favorece
absorcidn en la piel).

CETIOL 5% Emoliente

MIRISTATO DE ISOPROPILO 3% Tensioactivo

GLICERINA 20% Humectante

PROPILENGLICOL 15% Hidratante

AGUA C.S.p. 100% Vehiculo

7.4.7. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LA CREMA DE USO TOPICO
REALIZADA A PARTIR DEL EXTRACTO DE CHILE

Se determina la ausencia microbioldgica en la crema de uso tdpico realizada a partir de
los extractos obtenidos de la materia vegetal en laboratorio externo (LAMIR), los analisis
son realizados segun el reglamento técnico centroamericano, se debe evaluar los limites

microbianos:

o Recuento total de mesdfilos aerobios <103 UFC/g
o Recuento total de mohos y levaduras < 10> UFC/g
o Ausencia de microorganismos patégenos

= Staphylococcus aureus:
= Escherichia coli:
= Pseudomas aeruginosa:

ausente
ausente
ausente
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7.4.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD BACTERICIDA Y
BACTERIOSTATICA DE LA CREMA DE USO TOPICO REALIZADA A
PARTIR DEL EXTRACTO DE CHILE

Utilizando las cremas de uso tépico, formuladas a partir de los extractos de chile que
muestran actividad bactericida o bacteriostdtica, se determina si las cremas poseen el
mismo efecto sobre las bacterias utilizadas para evaluar los extractos de cada chile.

La determinacidn se realiza utilizando el método de Kirby Bauer, para lo cual se toman
muestras de cada crema de uso tdpico realizadas previamente y se aplican en los discos
a utilizar, el disco se coloca en la superficie del agar que es inoculado con los
microorganismos en estudio.

Para realizar el indculo, Lépez (2006) en su libro titulado Determinacién de la actividad
antimicrobiana, indica que la concentracién bacteriana debe ser de aproximadamente 108
microorganismos por mililitro. Para esto, tocar con un hisopo estéril la superficie de una
0 varias colonias de cepas bacterianas puras, luego sumergir el hisopo en 2 0 3 ml de
caldo nutritivo hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estdndar 0,5 de Mc
Farland cuya turbidez corresponde a la concentracidon de microorganismos buscada.
Luego de esto, sumergir un hisopo estéril y seco en la suspensidn bacteriana y eliminar
el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Inocular
con ésta la superficie de una placa de agar de Mueller-Hinton a temperatura ambiente.
Se sugiere estriar la superficie con el mismo hisopo en por lo menos tres direcciones
girando la placa en dngulos de 60° luego de cada estria. Una vez seco el indculo, la placa
esta lista parala colocacidon de los discos con el extracto. Incubar a 35°C, durante 18 horas.

El agar utilizado es Mueller-Hinton preparado de acuerdo a indicaciones del fabricante,
utilizando placas de Petri sobre una superficie planay asegurando que la profundidad del
agar sea de 4mm. El pH debe ser controlado, para este medio de cultivo el pH debe estar
en un rango entre 7.2-7.4 después de solidificarlo para mantener su potencia, no debe
haber agua en la tapa de la placa ni en el agar (Lépez, 2006).

Las determinaciones finales se llevan a cabo al terminar el indculo, para evitar
alteraciones en los halos de los antibidticos. La zona de inhibicidn es medida y se
relaciona inversamente con la concentracién minima inhibitoria (Lopez, 2006).

Los resultados obtenidos se comparan con los resultados obtenidos a partir de los
extractos de los chiles, para determinar si el extracto de chile presenta la misma actividad
de manera aislada como en una formulacién.
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8. DISENO DE LA INVESTIGACION

Esta investigacién es del tipo cuantitativo con alcance inicial exploratorio y finaliza
siendo del tipo de descriptivo, pues se determina el didametro de los halos de inhibicién
dependiendo de la concentracién y el tipo de chile que se utilice.

Se trabaja con tres (3) tipos de chiles diferentes y se realiza un extracto de cada uno de
los chiles; los cuales se prueban in vitro con tres (3) tipos de bacterias, en las cuales se
determina si tienen alguna actividad bacteriostatica o bactericida, para finalmente
elaborar una crema a partir de los resultados la cual se prueba nuevamente in vitro con
el mismo tipo de bacterias.

8.1 DISENO ESTADISTICO

El disefio estadistico es del tipo de bloques al azar en el cual se utilizan tres (3)
tratamientos de extractos de los chiles los cuales se prueban en tres (3) unidades
experimentales in vitro de las bacterias. Cada prueba in vitro se realiza por
quintuplicado por cada tratamiento experimental y su nivel de significancia es de
5% (o= 0.05).

La prueba de hipdtesis que se realiza estda basada en un disefio estadistico
binomial donde la ausencia del efecto serd Ho con p=0.5 y la presencia del mismo
serd Ha con un p > 0.5. Para rechazar la hipétesis nula (Ho) se requiere que los
cinco (5) resultados tengan efecto, o sea que todos los resultados sean positivos
(con efecto).

Los extractos se diluyen en concentraciones iniciales en 50% por vez hasta
determinar la concentracién minima de inhibicién (CIM). Cada dilucién se realiza
por quintuplicado (5 veces). Con la concentracién minima inhibitoria se realiza
pruebas con el método Kirby Bauer, para determinar halos de inhibicidn
bactericidas y bacteriostaticos de cada extracto de chile. Cada prueba se realiza
por quintuplicado (5 veces).

Utilizando los resultados obtenidos in vitro de los tres chiles se formula una
crema en base a pruebas de ensayo - error. Posteriormente se comprueba el
efecto in vitro de dicha crema realizando cinco (5) lotes piloto a los cuales se le
mide el efecto bactericida in vitro utilizando las mismas tres cepas bacterianas de
las pruebas iniciales de los extractos.
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9. RESULTADOS

9.1. CUANTIFICACION DE CAPSICINA

Para obtener los extractos de las tres especies de chiles; chile guaque (C. annuum var. longum
Sendt), chile siete caldos (Capsicum pubescens)y chile chiltepe (Capsicum annuum var. annuum)
se llevé a cabo una maceracién utilizando una solucién de etanol al 45%, a razén de 2ml de
solucion por cada gramo de material vegetal.

IMAGEN No. 1
Extracto de chile guaque, chile siete caldos y chile chiltepe

Fuente: Fase experimental.

Utilizando cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), se determiné la concentracidn de
capsaicina presente en los extractos de cada especie de chile, realizando para ello una curva de
calibracién para obtener las concentraciones exactas de capsaicina.

TABLA No. 1
Curva de calibracién del estandar de capsaicina
ESTANDAR CONCENTRACION DE Area
CAPSAICINA (ppm)
1 41.6 763.13977
2 104 2111.32471
3 208 5230.20947
4 416 1.13289e*
Coeficiente de correlacién 0.9978

y =mx (m:26.44349)
Fuente: Fase Experimental, UVG.

Para determinar la concentracién de capsaicina por medio de HPLC fue necesario realizar una
maceracion utilizando etanol al 45%, a razén de 1ml de solucién por cada gramo de material
vegetal con la finalidad de obtener un extracto mas concentrado en el cual pudiera ser detectada



17

la capsaicina. Las muestras fueron analizadas por duplicado. Se observa en la Grafica No. 1, que
la concentracidn de capsaicina presente en cada extracto fue diferente.

Posterior al analisis se realizaron los calculos necesarios para determinar la concentracién de
capsaicina en miligramos por cada litro de solucidn de etanol al 45%, presente en los extractos
realizados inicialmente a razén de 2 ml de solucién por cada gramo de material vegetal como se
puede observar en la Tabla No. 2.

Grafica No. 1
Concentracién de Capsaicina determinada en extractos de chile guaque, chile chiltepe, chile
siete caldos con HPLC

60000
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|
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&
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chiltepe
20000 o
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10000
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 CONCENTRACION (PPM)

Fuente: Fase Experimental, UVG
En la gréfica se muestra la curva de calibracidn realizada a partir del estandar de capsaicina y sobre ella la
concentracién de capsaicina presente en los extractos de chile guaque, chile chiltepe y chile siete caldos
utilizando para ello el drea bajo la curva de cada muestra. Para determinar la concentracidon de cada
extracto se inyectaron 20 pL, a temperatura de 50°C y un flujo de 0.5 ml/min.

Tabla No. 2
Concentracion de capsaicina en extracto de chile guaque, chile chiltepe, chile siete caldos
Chile Concentracién de Concentracion de Promedio Concentracion
capsaicina (ppm) capsaicina (ppm) de capsaicina (ppm)
chile guaque 223 242 233
chile chiltepe 469 441 455
chile siete caldos 82 87 85

Fuente: Fase Experimental, UVG
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9.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE EXTRACTOS DE CHILE

Debido al tipo de investigacidn realizada, se necesitaba que los extractos de chile cumplieran con
ciertos parametros de inocuidad para poder realizar las pruebas in vitro, ya que se trabajo con
bacterias. Es por ello que fue necesario llevar a cabo control de calidad microbioldgico a cada
muestra, con la finalidad de no utilizar extractos que pudieran provocar falsos negativos al
momento de realizarse las pruebas in vitro. Los resultados y el dictamen se muestran en la Tabla
No. 3. Resultados originales en anexo, Figura No. 22y 23.

Tabla No. 3
Analisis microbioldgico de extractos de chile guaque, chile chiltepe y chile siete caldos

MUESTRA RESULTADO
Extracto de chile chiltepe <10 UFC/ml * estimado
Extracto de chile guaque <10 UFC/ml
Extracto de chile siete caldos <10 UFC/ml

Fuente: Laboratorio Microbiolégico de Referencia-LAMIR
*UFC/ml: Unidades formadoras de colonia por mililitro de muestra analizada.
En conclusidn, las muestras no presentan contaminacién de origen bacteriano, por lo que cumple con el
criterio de inocuidad.

9.3. DETERMINACION DE ACTIVIDAD BACTERICIDA Y BACTERIOSTATICA IN VITRO DE
EXTRACTOS DE CHILE

La evaluacidn de la capacidad bactericida y bacteriostatica de cada extracto se realizé con tres
bacterias, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa.

Al determinar la concentracidn de capsaicina que se encuentra presente en cada extracto de
chile, se establecieron las concentraciones que se utilizaron pararealizar las pruebas in vitro. Las
cuatro concentraciones utilizadas fueron 20, 40, 60 y 80 ppm de capsaicina. La concentracién
mas alta y la mds baja fue determinada tomando en cuenta la concentracién que se utiliza en
cremas de uso tépico para el dolor reumatico, que suelen utilizar entre el 0.075% y el 0.025% de
capsaicina. De las cuales se establecid las concentraciones que tienen actividad bacteriostatica
y bactericida utilizando el método de Dilucidn en Caldo. Los resultados se muestran en la Tabla
No. 4.

Para determinar que extracto tuvo efecto bactericida o bacteriostdtico, se seleccionaron
Unicamente los extractos de chile, en que la totalidad de los tubos con extracto no presentd
turbidez luego de aproximadamente 48 horas de incubacién. Dichos tubos se resembraron en
cajas de Petri, en caso de haber crecimiento bacteriano procedente de algin indculo de los tubos
sin turbidez en alguna caja se clasificd como bacteriostaético, si dichas resiembras no presentaron
crecimiento bacteriano, el extracto en dicha concentracién se clasificd como bactericida. Ver
anexo, Tabla No. 1,2y 3.
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Actividad bactericida o bacteriostética de los extractos de chile sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa

Concentracién de capsaicina en
extractos de chiles

Chile

Chile guaque

Chile chiltepe

Chile siete
caldos

Concentracion
capsaicina en
extracto de chile
20
40
60
80
20
40
60
80
20
40
60
80

Escherichia coli

Bactericida

Bacteriostatica

*Actividad significativa segin prueba binomial (p= 0.0312).
Los extractos que muestran actividad ya sea bactericida o bacteriostatica, muestran un “+” segin corresponda.
Asi mismo, se utilizd un control negativo, que no tenia extracto y un blanco que contenia mezcla de etanol-agua, para descartar que el alcohol

tuviera alguna actividad antimicrobiana.

utilizando método dilucién en caldo.

Staphylococcus aureus

Bactericida

Bacteriostatica

Pseudomona aeruginosa

Bactericida Bacteriostatica

+
1

+
1

AN ENE NN N N NENANE

Fuente: Fase Experimental.
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Una vez determinadas las concentraciones de los extractos que presentaron actividad
bactericida y bacteriostatica se establecieron las concentraciones a ser analizadas por medio del
Método Kirby Bauer. Con dicho método se determinaron los halos de inhibicidn de cada extracto
con actividad bactericida y bacteriostatica. Los resultados se muestran en la Tabla No. 5,6y 7.

Tabla No. 5
Halos de inhibicion de los extractos efectivos con capacidad bactericida y
Bacteriostatica sobre Escherichia coli.

Chile Concentracién Promedio Halos de
capsaicina en inhibicién en Escherichia coli
extracto de chile (mm) * desviacién estandar
(ppm)
Chile guaque 40 8.29 +
80 9.00%
Chile chiltepe 40 8.46
80 10.11 %
Chile siete caldos 40 14.71+

Fuente: Fase Experimental.

Tabla No. 6
Halos de inhibicién de los extractos efectivos con capacidad bactericida y Bacteriostatica sobre
Staphylococcus aureus

Chile Concentracién Promedio Halos de inhibiciéon
capsaicina en extracto en Staphylococcus aureus

de chile (ppm) (mm) * desviacion estandar
Chile guaque 40 9.50 =
60 9.69 +
80 8.20+
Chile chiltepe 20 11.29 +
40 8.52 +

Fuente: Fase Experimental.
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Para analizar la Pseudomona aeruginosa, se seleccionaron concentraciones que presentaron
actividad bactericida y bacteriostatica con las otras bacterias, ya que todos los resultados fueron
positivos para Pseudomona aeruginosa en el caso del método de dilucién en caldo, sin embargo,
con el método de Kirby Bauer no presentd ningun halo de inhibicidn con las concentraciones
utilizadas.

9.4 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE CREMA DE USO TOPICO

Finalmente, en base a los datos obtenidos, las concentraciones que mostraron mayor tamano de
halo de inhibicién fueron utilizadas para realizar la crema de uso tdpico. Se realizaron cinco lotes,
a los cuales antes de probar su actividad, se les realizé control de calidad microbioldgico, para
evitar falsos negativos en las pruebas antimicrobianas.

Tabla No. 7
Andlisis microbiolégico de la crema de uso tépico a base de extracto de chile guaque, chile
chiltepe y chile siete caldos.

ENSAYO RESULTADO
Recuento aerébico en placa de bacterias <10 UFC/g* estimado
Recuento aerébico de mohos y levaduras <15 UFC/g estimado
Estimado de coliformes totales* (valor <1 UFC/g estiado
estimado)

No se aislé Escherichia coli
Fuente: Laboratorio Microbioldgico de Referencia-LAMIR
*UF(C/g: Unidades formadoras de colonia por gramo de muestra analizada.
Conclusidén: Desde el punto de vista microbiolégico y en base a los resultados obtenidos de la muestra, no
presentan contaminacién con Escherichia coli, por lo que cumplen con el criterio establecido en el
Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 11.03.56.09 productos farmacéuticos. Productos Naturales
Medicinales para uso humano. Verificacion de la Calidad.
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9.5 DETEREMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE CREMA DE USO TOPICO

Para la elaboracién de la crema de uso tépico a base de extracto de chile, se utilizaron las
siguientes concentraciones de capsaicina; chile guaque 80 ppm, chile chiltepe 80 ppm y chile
siete caldos 40 ppm. Se realizaron pruebas in vitro para determinar la eficacia de la crema. Los
resultados se muestran en la Tabla No. 8.

Tabla No. 8
Evaluacién capacidad bactericida de la crema de uso tépico realizada a base de extracto de
chile guaque, chile chiltepe y chile siete caldos.

BACTERIA RESULTADO
Escherichia coli ATCC 25929 Sensible
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sensible
Pseudomona aeruginosa ATCC 27835 Sensible

Fuente: Fase Experimental



23

10. DISCUSION

Ao largo de la historia las plantas han sido utilizadas para el alivio de diferentes enfermedades
que aquejan al hombre por lo que los extractos de las plantas son una alternativa de tratamiento
para algunas enfermedades. Es preciso explotar la diversidad de flora que se tiene en el pais, e
investigar los posibles usos terapéuticos de los mismos, contando con un respaldo cientifico,
dependiendo de la propiedad terapéutica que se le atribuya a cada planta. Para esto es necesario
que se estudien inicialmente con métodos in vitro, para luego corroborar su eficacia en seres
humanos.

Se han realizado diversas investigaciones en las cuales se han buscado nuevos agentes que
tengan accion antimicrobiana, tal es el caso de Amruthraj en 2013, Llenque L. y Nascimiento en
el mismo afio, en los cuales comprobaron que los extractos de frutos de ciertos chiles son
eficaces contra bacterias gram positivas y gram negativas. Tomando en cuenta dichos estudios
en la investigacion realizada, se evalud la capacidad bactericida y bacteriostatica de una crema
de uso tépico elaborada a partir de extractos de tres frutos de especies del genero Capsicum que
se cultivan en Guatemala evaluadas con tres tipos de bacterias diferentes empleando dos
métodos in vitro.

Con la finalidad de obtener datos confiables y objetivos en la evaluacidon de la capacidad
antimicrobiana de los extractos de chile, fue necesario estandarizar los extractos de los
diferentes chiles, por lo que se utilizaron ciertos parametros cuantitativos, utilizando paraello la
concentracién de capsaicina que segiin Reyes (2011), es un compuesto que se encuentra en todas
las especies de chile en concentraciones diferentes. Para obtener dichos parametros se
cuantificd la capsaicina utilizando HPLC en cada extracto de chile. Como se observa en la grafica
No.1,y tabla No. 2, la concentracién de cada extracto fue diferente, siendo el chile chiltepe el que
presentd la mayor concentracién de capsaicina, seguido por el chile guaque y por ultimo el chile
siete caldos.

Segun la escala Scoville, la pungencia de cada chile estd determinada por la concentracion de
capsaicina presente en cada especie, el chile siete caldos, segin dicha escala es el mas pungente
entre los tres chiles utilizados en la investigacidn, sin embargo, al momento de correr la muestra
en el HPLC, se determind que posee menos concentracion de capsaicina comparado con dos
chiles menos pungente que presentaron mayor concentracion de capsaicina, es por ello que la
capacidad pungente no se debe Unicamente a la capsaicina, sino a otros compuestos junto con
la capsaicina presente en cada especie que permite acentuar la pungencia del chile.

Ademas, otro factor que interviene en la pungencia que posee el chile es la maduracidn del fruto.
En la investigacion se utilizaron frutos de maduracién intermedia para las tres especies, sin
embargo, en el transcurso de la investigacion se determind que en el caso de la especie del chile
siete caldos, cuando los frutos poseen mayor maduracién tienen mayor pungencia.

Cabe resaltar, al momento de correr en el HPLC cada uno de los extractos, se obtuvo un drea
bajo la curva ligeramente mas amplia que con los estandares. La razdn por la cual se provocé
esta situacién es debido a los homdlogos saturados e insaturados que presenta la solucion, ya
gue aunque se cuantifico Unicamente la capsaicina, el extracto del chile posee otras sustancias
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que tienen estructuras muy similares a la capsaicina, tales como la dihidrocapsaicina,
norhidrocapsaicina, homodihidrocapsaicina y la homocapsaicina, y tienen por lo tanto
caracteristicas similares, como lo es la polaridad, que provoca que eluyan en un tiempo muy
similar a la capsaicina, esto se demuestra con los otros picos que se muestran en los graficos. Ver
anexo, Figuras No. 13 a No. 21.

Debido a lo expuesto sobre la concentracidn de capsaicina y la pungencia de los frutos, se utilizé
el extracto completo obtenido de cada chile y no se aislé la capsaicina, ya que se buscaba
demostrar que todo el extracto posee capacidad antimicrobiana y no solamente la capsaicina, ya
que los demds compuestos presentes también pueden presentar capacidad bactericida o
bacteriostética o un efecto sinérgico.

Obtenidos los extractos de los chiles, fue necesario realizar pruebas de control de calidad
microbioldgicas para asegurar la inocuidad de éstos y evitar que los resultados sobre la
evaluacidon de la capacidad bactericida y bacteriostatica estuvieran alterados a causa de
microorganismos presentes en dichos extractos.

Una vez estandarizados los extractos de cada chile y realizadas la pruebas de control
microbioldgico, se evalud la actividad antimicrobiana de éstos, en la Tabla No. 4 se muestran los
extractos que presentaron actividad bactericida o bacteriostatica sobre cada bacteria.

Para Escherichia coli, se observa que tanto el chile guaque y chile siete caldos tuvieron actividad
bactericida, mientras que el chile chiltepe presentd actividad bacteriostatica. Los tres chiles
presentaron actividad antimicrobiana en diferentes concentraciones de capsaicina,
evidenciandose que es el extracto el que presenta dicha actividad y no la capsaicina de manera
aislada. Por lo que se asume que la capacidad bactericida o bacteriostatica no es exclusiva de la
presencia de capsaicina, sino inherente a la familia y el resto de los compuestos presentes en los
frutos.

En el caso de Staphylococcus aureus, tiene actividad bactericida el chile guaque y el chile chiltepe.
La actividad bacteriostatica se presenté con el chile guaque, de igual forma que con E. coli, con
concentraciones diferentes de capsaicina, siendo bactericida el chile guaque con
concentraciones de 40 y 60 ppm de capsaicina y chile chiltepe con 20 y 40 ppm de capsaicina,
siendo bacteriostatico el chile siete caldos con 40 ppm de capsaicina, como se observa extractos
con diferentes concentraciones de capsaicina presentan actividad antimicrobiana, confirmando
de nuevo que es el extracto completo de cada chile, el que posee actividad antimicrobiana sobre
S. aureus y no la capsaicina de manera aislada ya que ciertos extractos con concentraciones
mayores de capsaicina no tuvieron efecto bactericida ni bacteriostatico.

Es importante mencionar que es posible que el chile chiltepe presente actividad bactericida
sobre Staphylococcus aureus y no sobre Escherichia coli, debido al tipo de bacteria ya que
Escherichia coli, al ser una enterobacteria es mas resistente, siendo Staphylococcus aureus mucho
mas sensible, por lo que el chile chiltepe pudo ejercer su accién sobre dicha bacteria.

El chile siete caldos, tuvo actividad bacteriostatica a una concentracién de 40 ppm y ninguna
actividad bactericida a concentraciones mas altas. Se deduce que los compuestos presentes en
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el extracto tienen un mecanismo de accidn diferente sobre las bacterias grampositivas, y no esta
relacionada la actividad antimicrobiana con la concentracién de capsaicina sino con otros
compuestos en el extracto.

Los tres extractos de chile tuvieron actividad bactericida para Pseudomona aeruginosa utilizando
el método de dilucidn en caldo, es posible que la bacteria muriera con todos los extractos porque
no se encontraba en el medio ideal de crecimiento, siendo este agar cetrimida, ya que se utilizd
tripticasa soya como medio de cultivo para las tres bacterias utilizadas en la investigacion para
disminuir la serie de variables que pudieran afectar el estudio ya que en dicho medio crecen de
manera adecuada la mayoria de bacterias.

Una vez establecidos los extractos de chile que tuvieron actividad bacteriostatica o bactericida,
se procedié a determinar los halos de inhibicidn utilizando el método de Kirby Bauer, utilizando
Unicamente los extractos de los chiles con concentraciones de capsaicina que presentaron
actividad antimicrobiana.

En la Tabla No. 5, se muestra el didametro de los halos de inhibicién determinados con los
extractos de cada chile sobre Escherichia coli, se puede observar que todos los extractos
produjeron halos de inhibicién, por lo que dichos extractos presentaron actividad
antimicrobiana, bien sea bactericida o bacteriostatica sobre Escherichia coli. Se observa asi
mismo, que el extracto de chile que tuvo el halo de mayor tamafio fue el chile siete caldos con
40 ppm de capsaicina, confirmando nuevamente que es posible que los chiles posean otros tipos
de compuestos en concentraciones diferentes a la capsaicina que también tienen actividad
antimicrobiana sobre las bacterias estudiadas.

Los halos de inhibicion de los extractos que tuvieron actividad bactericida y bacteriostdtica sobre
Staphylococcus aureus, se muestra en la tabla No. 6. Al igual que en el caso de E. coli, todos los
extractos presentaron actividad antimicrobiana ya que presentan halos de inhibicién. Se puede
observar que el extracto de chile que tuvo el halo de mayor tamafio fue el chile chiltepe con 20
ppm de capsaicina por lo que es el extracto el que posee actividad antimicrobiana y no solo la
capsaicina ya que otros extractos con mayor concentracidon de capsaicina no presentaron el
efecto antimicrobiano ni halos de inhibicién de mayor tamafio.

Para evaluar la Pseudomona aeruginosa por el método de Kirby Bauer, se seleccionaron extractos
de chile con concentraciones de capsaicina que tuvieron actividad antimicrobiana con las otras
dos bacterias utilizadas en la investigacion, sin embargo, ninguno de los extractos utilizados tuvo
halos de inhibicién. Aunque se obtuvieron resultados positivos para la actividad bactericida en el
método de dilucién en caldo para dicha bacteria, en el método de Kirby Bauer se utilizé un medio
que es ideal para el crecimiento de todo tipo de bacterias, por lo cual no tuvo ninguna dificultad
de crecimiento la bacteria en este medio de cultivo, confirmando que el medio utilizado en el
método de dilucidn en caldo interfirié en los resultados con esta bacteria.
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A partir de los halos de inhibicidn determinados con el método de Kirby Bauer, se establecieron
los extractos de chile a ser utilizados para la elaboracién de la crema de uso tdépico, empleando
para ello, los extractos de chile que tuvieron mayor tamano de halo de inhibicién, con la finalidad
de obtener mejores resultados de la crema de uso tdpico.

Se elaboraron cinco lotes de crema de uso tdpico a base de extracto de chile con las siguientes
concentraciones de capsaicina; chile guaque 80 ppm, chile chiltepe 8o ppm y chile siete caldos
40 ppm. A los cuales, se les realizé control de Calidad Microbiolégico, para obtener datos
confiables al corroborar la actividad antimicrobiana por medio del método de Kirby Bauer. Ver
tabla No. 7.

Es importante mencionar que no se midid el halo de inhibicién que se obtuvo porque a la
temperatura de 36 grados Celcius la crema se empieza a fundir y a dispersarse alrededor del taxo
que la contiene, por lo que el tamafio de los halos es mucho mas grande que el original. La crema
fue eficaz para la inhibicién de las tres bacterias, como se muestra en la Tabla No. 8.

Fue necesario Unicamente una determinacion cualitativa del efecto, sin medicién de halos de
inhibicién, ya que lo que se buscaba con dichas pruebas era confirmar que ningtin excipiente
utilizado en la crema interfiriera con el efecto de los extractos.
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11. CONCLUSIONES

Debido al alcance exploratorio de la investigacion, no es posible generalizar la actividad
antimicrobiana a todas las especies de Capsicum, es necesario realizar investigaciones
mas profundas que sustenten los resultados obtenidos en el presente trabajo.

La actividad antimicrobiana in vitro del chile guaque, chile chiltepe y chile siete caldos de
maduracién intermedia depende tanto de la concentracién de capsaicina como de otros
compuestos presentes en el fruto.

Las tres especies de chile utilizadas muestran actividad antimicrobiana sobre Escherichia
coli, Staphylococcus aureusy Pseudomona aeruginosa al evaluarlos por métodos in vitro.

Los extractos de chile guaque y chile chiltepe muestra actividad bactericida frente a
Staphylococcus aerus.

La crema de uso tépico muestra actividad antimicrobiana in vitro sobre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa.
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12. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas con extractos obtenidos con frutos del género Capsicum que
pertenezcan a la misma especie para determinar si existe diferencia de la actividad
antimicrobiana entre ellos.

Utilizar frutos de las especies del género Capsicum que tengan una maduracidn diferente
a la utilizada en el estudio para evaluar si existe diferencia de la actividad antimicrobiana.

Aislar los otros compuestos que puedan estar presentes en las especies del género
Capsicum para evaluar su capacidad antimicrobiana.
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14. ANEXOS

MARCO TEORICO

14.1. GENERO CAPSICUM

Todas las formas de pimiento, chile o aji utilizados por el hombre pertenecen al género
Capsicum. El nombre cientifico deriva del griego: segtin algunos autores de kapso (picar), segun
otros autores de kapsakes (capsula). Este género se incluye en la extensa familia de las
Solandceas.

Se encuentra en la divisidn Spermatophyta; de la linea XIV, dngiospermae; clase A,
Dicotyledones. Pertenece a la familia Solanaceae.

Actualmente se considera que esta familia estd formada por unos 90 géneros, los cuales se
encuentran divididos entre 2 subfamilias Solanoideae y Cestroideae. La diferencia entre estas
dos subfamilias se basa en diferentes modelos de desarrollo del embridn. En Solanoideae el
embridn estd enrollado y es de un didmetro mds o menos uniforme. En las Cestroideae el
embrién es tipicamente recto o ligeramente curvado. Ademads, un gran nimero de diferencias
morfoldgicas, quimicas y citogenéticas acompafa esta divisién basica.

En las Gltimas décadas se ha efectuado un esfuerzo intenso para clarificar la taxonomia de las
especies de Capsicum utilizadas por el hombre y, en particular, de las especies domesticadas.
Al anadlisis morfoldgico tradicional se han incorporado métodos de analisis multivariante
(taxonomia numérica), variabilidad isozimica y de flavonoides, andlisis citogenético, asi como
nuevos datos relativos a las dreas de distribucion.

Dentro de las especies utilizadas por el hombre, se considera que son cinco las especies
cultivadas (Nuez, 2003).

Todas las especies del género Capsicum, siendo originarias de América, han sido utilizadas
desde hace mas de 20 siglos, por la gran mayoria de culturas prehispénicas (Olmecas, Aztecas,
Mayas, Incas etc.), que han habitado este continente, las cuales conociendo de las propiedades
que dicha planta presenta, la han utilizado de diversas formas, desde el uso culinario (en el
sazonamiento de comidas), hasta el empleo en la medicina tradicional (De la Cruz, 2011).

14.1.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL GENERO CAPSICUM

Son plantas herbdceas o arbustos, anuales o perennes capaces de alcanzar los 4 metros
de altura, aunque la mayoria no llega a los 2 m. Las hojas son de 4-12 cm de largo. Las
plantas del género presentan muy frecuentemente las hojas enteras o lobuladas y en
pares; las flores e inflorescencias, axilares. Las flores estan en racimos de 3 a 20y estan
formadas por cinco sépalos, cinco pétalos y cinco estambres. Son hermafroditas y
tienen la forma poligonal regular de una estrella de cinco puntas, son el tipo comun en
las Solanaceas, llamadas actinomorfas. Su ovario es stpero y su fruto es una baya de
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tipo carnoso hueca y en forma de capsula, en donde se encuentran las semillas. En las
plantas silvestres la fruta al madurar es una baya roja ovoide, comestible para los
pdjaros que dispersan sus semillas (Ver figura No.1).

En lamayoria de las especies del género, el follaje como el resto de la planta es irritante.
Se desarrollan en todo tipo de terrenos con preferencia por las zonas himedas y
bosques hiimedos. Junto con otras trepadoras crean un ambiente impenetrable y
oscuro donde se resguardan diversos animales. El género aparece desde el nivel del
mar en las islas del Pacifico sur hasta los 2400 msnm en la zona ecuatorial de los Andes
(Nuez, 2003).

Figura No. 1
Estructura morfoldgica del chile

Fuente: botanicus, 2003

14.1.2 COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRITIVO DEL GENERO

CAPSICUM
El contenido nutricional del pimiento es alto en comparacion con otras hortalizas de
amplio consumo, como por ejemplo el tomate.

Entre los compuestos nutricionales que posee se puede mencionar el agua,
carbohidratos, lipidos, proteinas, sodio, calcio, hierro, potasio, fésforo, acido
ascorbico, retinol (vit. A), tiamina (vit. B1), riboflavina (vit. B2), 4cido fdlico (vit. B3).
Esta especie vegetal tiene altos indices de demanda, debido a sus propiedades de
sabor acre-pungente y su capacidad de coloracién (De la Cruz, 2011).
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TABLA NO. 2
COMPOSICION QUIMICAY VALOR NUTRITIVO DE
PIMIENTOS DULCES Y PICANTES POR 100G DEL PRODUCTO

Composicion Pimiento dulce Pimiento picante
Materia seca (%) |8 34.6
Energia (kcal) 26.0 116.0
Proteina (g) 1.3 6.3
Fibra (g) 1.4 15.0
Calcio (mg) 12.0 86.0
Hierro (mg) 0.9 3.6
Carotenos (mg) | 1-8 6.6
Tiamina (mg) 0.07 0.37
Riboflavina (mg) | 0-08 0.51
Niacina (mg) 0.8 2.5
Vitamina C (mg) | 103.0 96.0

Fuente: Nuez, 2003.

14.1.3. CAPSAICINOIDES

Existe un grupo de compuestos que le confiere al género capsicum la pungencia
carateristica del chile, los capsaicinoides. El compuesto principal encontrado es la
capsaicina, considerado inicialmente como una sola sustancia, demostré muy pronto
ser una mezcla de dos homdlogos insaturados y tres saturados. Entre los otros
compuestos se encuentra la dihidrocapsaicina  (8-metil-N-Vanillil-nomamida),
nordihidrocapsaicina (7-metil-N-Vanillil-octamida), homodihidrocapsaicina (9-metil-N-
vanillil-decamida), y homocapsaicina (trans-9-metil-N-vanillil-7-decenamida). La
capsaicina y la dihydrocapsaicina conforman el 90% de los capsaicinoides totales
presentes en la planta, dichos compuestos son los capsaicinoides mds potentes y sus
moléculas solo difieren en la saturacién de la cadena acilo que presentan (Reyes, 2011).
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14.1.3.1 CAPSAICINA

La capsaicina (trans-8-metil-N-Vanillil-6-nonenamida) (Ver figura No. 2) con una férmula
molecular condensada C18H27NO3, es un compuesto incoloro, cristalino, amargo.
Tiene un peso molecular de 305,46g/mol, un punto de fusién de 65°C, un punto de
ebullicién entre 221-220°C, presion de vapor de 40 N-m? y densidad de vapor de 1,59
(aire = 1). La Capsaicina es ligeramente soluble en agua, pero soluble en grasas,
alcoholes y aceites.

La capsaicina es producida por glandulas que se encuentran en el punto de unién de la
placentay la pared de la vaina. La capsaicina se extiende de manera dispersa a través
del interior de la vaina y se concentra mayormente en el tejido placentario (De la Cruz,
2011).

Es sintetizada por las plantas como un medio de defensa ante el ataque de animales: el
picor los espanta. Este picor, al igual que en los humanos, es detectado por unreceptor
general del dolor: al entrar en contacto con a capsaicina se facilita la entrada de iones
calcio alas células, lo cual es transmitido al cerebro como un mensaje. Este mensaje se
traduce como una sensacién de quemazdén o calor.

El grupo amida es fundamental para que la capsaicina produzca picor. El capsiato, (Ver
figura No. 3) un isémero de la capsaicina en que el grupo amida se ha intercambiado
por un éster, posee las mismas propiedades analgésicas que la capsaicina pero no
presenta picor (Cedrdn, 2013).

Figura No. 2
Estructura quimica de Capsaicina

HO
T s \
HsCO

Capsaicina

Fuente: Cedroén, 2013.
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Figura No. 3
Estructura del Capsiato
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Fuente: Cedrén, 2013.

14.1.3.2. DIHIDROCAPSAICINA

La dihidrocapsaicina (8-metil-N-Vanillil-nomamida) (Ver figura No. 4) con férmula
molecular condensada C18H29NO3, con un peso molecular de 307,49 g/mol, apariencia
blanca sdlida, es un capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se
encuentra en los chiles capsicum. Como la capsaicina, ésta también es irritante.

La dihidrocapsaicina es aproximadamente el 22% del total de la mezcla de
capsaicinoides y tiene una pungencia muy parecida a la propia capsaicina. La
dihidrocapsaicina pura es un compuesto lipofilico, sin olor, ni color, de consistencia
cristalina, esta es soluble en dimetil sulféxido y 100% en alcohol etilico (De la Cruz, 2011).

Figura No. 4
Estructura quimica de Dihidrocapsaicina

HO
O
H;CO
Dihidrocapsaicina O

Fuente: Cedron, 2013.

14.1.3.3. NORDIHIDROCAPSAICINA

La nordihidrocapsaicina (7-metil-N-Vanillil-octamida) (Ver figura No. 5) con férmula
molecular condensada C17H27NO3, con un peso molecular de 293,41 g/mol, es un
capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se encuentra en los chiles
capsicum. Al igual que la capsaicina, también es irritante. La nordihidrocapsaicina es
aproximadamente el 7% del total de la mezcla de capsaicinoides y tiene la mitad de
pungencia de la capsaicina. La nordihidrocapsaicina pura es un compuesto lipofilico,
sin olor, ni color, de consistencia cristalina. En la escala Scoville cuenta con 9 100 000
SHU (unidades de calor) (De la Cruz, 2011).
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Figura No. 5
Estructura quimica Nordihidrocapsaicina
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Fuente: ChemicalBook, 2010

14.1.3.4. HOMODIHIDROCAPSAICINA

La homodihidrocapsaicina (9-metil-N-vanillil-decamida) (ver figura No. 6) con férmula
molecular condensada C19H31NO3, con un peso molecular de 321,46 g/mol, es un
capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se encuentra en los chiles
Capsicum. Como la capsaicina, ésta también es irritante. La homodihidrocapsaicina es
aproximadamente el 1% del total de la mezcla de capsaicinoides y tiene la mitad de
pungencia de la capsaicina.

La homodihidrocapsaicina pura es un compuesto lipofilico, sin olor, ni color, de
consistencia cristalina. Esta produce una quemadura e insensibilidad en la garganta y
es una de las mas prolongadas y dificil de eliminar su efecto. En la escala Scoville cuenta
con 8 600 000 SHU (unidades de calor) (De la Cruz, 2011).

Figura No. 6
Estructura quimica homodihidrocapsaicina
HO R
H
“ I
O

Fuente: ChemicalBook, 2010

14.1.3.5. HOMOCAPSAICINA

La homocapsaicina (trans-9-metil-N-vanillil-7-decenamida) (Ver figura No. 7) con
férmula molecular condensada C19H29NO3, con un peso molecular de 319,43 g/mol, es
un capsaicinoide, parecido y derivado de la capsaicina que se encuentra en los chiles
capsicum. Como la capsaicina, ésta también es irritante. La homocapsaicina es
aproximadamente el 1% del total de la mezcla de capsaicinoides y tiene la mitad de
pungencia de la capsaicina. La homocapsaicina pura es un compuesto lipofilico, sin
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olor, ni color, de consistencia cristalina. En la escala Scoville cuenta con 8 600 000 SHU
(Dela Cruz, 2011).

Figura No. 7
Estructura quimica de Homocapsaicina
HO
0O 1l ]
0

Fuente: ChemicalBook, 2010

14.2 ESCALA SCOVILLE

En 1912, el quimico Wilbur Scoville desarrolld una escala que mide el grado de picor de un
pimiento. En dicha escala se le asigna el valor de cero a los pimientos dulces, mientras que en
el otro extremo se le asignd el valor de dieciséis millones a los pimientos que eran los mas
picantes.

Para realizar dicha valoracién, se elabord con un factor de dilucién, en la cual la sustancia en
mencion deja de picar, es decir, para un pimiento dulce no es necesario realizar una dilucién
para que deje de picar, mientras que para el pimiento extremadamente picante es necesaria
que sea diluida en un factor de 16 millones para que el sentido del gusto (lengua) no perciba
el picor (Ver anexo No.1) (Cedrdn, 2013).

Dado que la escala Scoville tienen una base organoléptica y varian entre catadores, se usa con
mds precision la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para determinar la
concentracién de capsaicinoides, que se menciond anteriormente poseen las propiedades de
picor del pimiento (De la Cruz, 2011).

14.3 CHILE SIETE CALDOS (Capsicum pubescens )

Distribuido en regiones de clima templado y frio, se cultiva en huertos familiares; es uno de los
mas pungentes de los presentes en Guatemala, presenta 1,000,000 SHU, unidades segun la
escala scoville, se prefiere comer en encurtido. Plantas perennes, pubescencia abundante en
tallos y hojas, flores violeta, anteras purpura, frutos inmaduros color verde, al madurar son
rojos o amarillos, semillas negras, frutos en promedio de 6.12 cm de largo, 4.46 cm de ancho.
No se cruza con ningun otro material genético de chile presente en Guatemala (Azurdia, 2014).
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14.4 CHILE GUAQUE (Capsicum annum var. Longum Sendt. )

Cultivado principalmente en el altiplano central y en algunas localidades de Solola. El fruto se
consume en estado inmaduro de color verde-negruzco, y en estado seco en diferentes
preparaciones de la gastronomia guatemalteca. Es altamente apreciado por su olor y sabor, es
poco pungente, entre 3,500-8,000 SHU, unidades segun la escala scoville. Es el chile simbolo
de San Andrés Itzapa, Chimaltenango, en donde se hace la comida local llamada “Cherepe”. El
fruto tiene en promedio 9.78 cm de largo y 3.23 cm de ancho. Perteneciente a Capsicum annum,
este cultivar se puede cruzar con cualquier otra de la misma especie, asi como con su pariente
silvestre mas cercano (Azurdia, 2014).

14.5 CHILE CHILTEPE (Capsicum annum var. glabriusculum.)

Se encuentra en los bosques secos, himedos y muy hiimedos; pocas veces en bosques rocosos
y hasta una altura de 1200 msnm. Se encuentra reportada su mayor produccién en los
departamentos de El Petén, Izabal, Zacapa, Chiquimula, Jalapa, Huehuetenango, Jutiapa,
Escuintla, Suchitepéquez. Esta especie esta distribuida tanto en la franja costera del pacifico
como en la del Atldntico de Guatemala; se caracteriza por la forma globosa y ovoide del fruto
y el color anaranjado del mismo y principalmente por su sabor especial y grado medio de
pungencia, entre 50,000-100,000 SHU, unidades segun la escala scoville. Es utilizado en la
preparacién de chirmol, salsas picantes y en forma de curtido (Azurdia, 2014).

14.6 USOS DE LA CAPSAICINA

Los usos de los frutos de Capsicum son multiples, se utiliza en una variedad de areas, debido a
las propiedades que se han determinado. Ademas de ser ampliamente utilizada en el drea
alimenticia, también se utiliza en la industria farmacéutica y la industria de pinturas (Peralta,
2007).

14.6.1 ALIMENTOS

El uso de los frutos del género capsicum se pueden utilizar frescos o procesados, existe una
gama de productos transformados que se usan en la alimentacién humana: secos o
deshidratados, en encurtidos, enlatados, en pastas, en salsas y congelados. En la industria
alimenticia se ha utilizado al chile como saborizantes, aromatizante, asi como colorantes para
diversidad de embutidos y quesos (Peralta, 2007).
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14.6.2 MEDICINA

La aplicacidn tépica de capsaicina al 0,075%, ha demostrado ser eficaz en el tratamiento del
dolor neuropatico. Sumecanismo de accidn parece que se basa en la estimulacidn selectiva de
las neuronas de las fibras amielinicas C, provocando la liberacién de sustancia P y posiblemente
otros neurotransmisores; y finalmente una deplecién de sustancia P, con lo que se produciria
una alteracién de la transmisién del dolor a los sistemas centrales produciéndose un fenédmeno
de desensibilizacién (Ver figura No. 8) (Vidal, 2004).

En otros estudios se sugiere que el uso oral del pimiento de cayena o de capsaicina puede en
realidad proteger al estomago contra las dulceras causadas por medicamentos
antiinflamatorios. Sin embargo, contrario a algunos reportes, el pimiento de cayena no parece
ser capaz de eliminar la Helicobacter pylori, las bacterias estomacales implicadas como la
principal causa de las Ulceras (Salam, 1995).

Actualmente, la Capsaicina se ha incorporado en los productos de autodefensa que se
expenden en forma de repelentes (en spray) en los Estados Unidos. Los sintomas de ceguera,
sofoco y nausea desparecen al cabo de 30 minutos sin dejar consecuencias nocivas (Peralta,
2007).

Figura No. 8
Transmisién del dolor desde nivel periférico y medular

Nivel periférico Conduccion Nivel medular

/

\\

ot “%lbstance P

: X Hew ona del ganglio
Histamine de Raiz dorsal

4 Substance P

Medula espinal

Fuente: Rico, 2008
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14.6.3 ADITIVOS

En estudios realizados se han encontrado reportes en los cuales se utilizaba la capsaicina como
un aditivo en las pinturas que se utilizaban en los cascos de los botes y en las valvulas de los
sistemas de aguas municipales, con el fin de evitar el crecimiento de ciertos organismos
(Pacho, 2002).

14.7. PIEL

La piel constituye la principal barrera estructural de defensa del organismo frente a agentes
externos, estando formada por 3 capas: epidermis, capa verdaderamente protectora, mas
superficial y avascular; la dermis, y tejido celular subcutdneo (TCS), capas mds profundas y con
riego sanguineo. Existe un constante equilibrio entre microorganismo y huésped, de manera
que la eliminacién de ese equilibrio puede favorecer el desarrollo de infeccién (Ver figura No.
9).

Las manifestaciones cutdneas de una infeccién bacteriana pueden producirse por varios
mecanismos fundamentales, entre los cuales se incluye:

e Infeccidn local primaria con replicacién in situ de la bacteria, como impétigo.
e Mecanismos inmunoldgicos, como vasculitits en infeccién estreptocdcica.
e Afectacidn de la piel como parte de un cuadro sistémico: sepsis meningoocdcica.

Las infecciones de piel y partes blandas se definen seguin la localizacién de las mismas
independientemente del microorganismo que las produce. Asi, las infecciones de piel afectan
a la epidermis, dermis o TCS, mientras que las infecciones de partes blandas afectan a la fascia
profunda o al musculo.

Las bacterias mas importantes como flora transitoria de Ia piel, y por lo tanto, implicadas en
infecciones cutdneas, son Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Otra de las
bacterias que se puede encontrar en las infecciones de piel es E. coli, debido a la presencia de
dicha bacteria en el medio externo en el cual se expone la piel (Saavedra, 2011).

Se definen como traumatismos a todas las lesiones de los tejidos producidas por agentes
mecanicos, fisicos o quimicos. Se denominan traumatismos abiertos cuando en las heridas el
foco traumdtico comunica con el exterior por estar interrumpida la continuidad de la piel (Diaz,

1998).
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Figura No. 9
Capas de la Piel

Dermis

Hipodermis— §

Fuente: medline, 2013

14.8. INFECCIONES BACTERIANAS LOCALES

14.8.1. IMPETIGO

Se define como infeccidn de la epidermis, es la infeccién mas frecuente en pediatria. Se define
como una infeccién bacteriana superficial frecuente de la piel producida por las bacterias
mencionadas. Dicha infeccién se asocia a pobre higiene y hacinamiento, y se puede diseminar
con facilidad.

Debido a que la piel suele contener diversos tipos de bacterias, cuando ocurre una ruptura en
la piel, las bacterias pueden ingresar al cuerpo y multiplicarse alli, causando inflamacién e
infeccidn. Entre las causas mds frecuentes por las que puede ocurrir la infeccién es la lesién o
traumatismo en la piel (Diaz, 1998).

14.8.2 BACTERIAS PRESENTES EN LA PIEL

14.8.2.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Son bacterias con forma de cocos (forma esférica) grampositivas, de 0.5 a 1.5 um de
didmetro, que se agrupan de forma irregular. Son bacterias inmdviles, no forman
esporas, generalmente no poseen cdpsula, son anaerobias facultativas, produce la
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enzima coagulasa, que permite que la bacteria coagule el plasma. Generalmente son
resistentes a condiciones ambientales adversas.

Presenta un crecimiento rapido, tras 24 horas de incubacién Staphylococcus aureus
crece formando colonias lisas, elevadas, brillantes y con bordes enteros. Las colonias
presentan una coloracién amarilla. Son bacterias muy resistentes al calor y la
desecacién que pueden crecer en medios con elevada salinidad (7.5% de CINa).

Debido a que son resistentes a condiciones ambientales adversas, pueden soportar
temperaturas desde 10° C hasta 48° asi mismo pueden soportar pH diversos que van
desde un pH bajo (4) hasta un pH bastante alto como 9.6 (elika, 2013).

Aproximadamente un 20% de la poblacidn es portadora permanente de Staphylococcus
aureus en las fosas nasales, pero puede ademas colonizar otras dreas tales como la piel
y el tracto gastrointestinal. Cuando la integridad de las barreras mecanicas se rompe,
estos microorganismos pueden alcanzar tejidos mas profundos y producir infeccién
(Pahissa, 2009).

14.8.2.2. STREPTOCOCCUS PYOGENES

Bacteria grampositiva, anaerobia facultativa, con forma de cocos. Son bacterias
inmdviles y no producen esporas, se agrupan en cadenas y en ocasiones se pueden
observar en parejas.

Estd clasificado en el Grupo A de los estreptococos, dicho grupo se caracteriza por
poseer una capsula compuesta por acido hialuronico y son beta-hemoliticos.

Miden entre 0.6 y 1.0 um de didmetro. Pueden sobrevivir a temperaturas de hasta 60°C.
El crecimiento 6ptimo de la bacteria se realiza a una temperatura de 37°Cy puede llegar
a tener pH entre 7.4 a 7.6 (Romero, 2007).

14.8.2.3. ESCHERICHIA COLI

Pertenece a la familia Enterobacteria. Son bacterias gram negativas, tiene forma
ovoide, mdvil, aerobio y anaerobio facultativo, con flagelos peritricos. La mayoria
forma fimbrias y pilis, muchas cepas producen una pequefia microcapsula, no producen
esporas (Romero, 2007).

Es muy versatil y se adapta a su ambiente. Crece a un pH éptimo de 6.0 a 7.0 y a una
temperatura de 37°C. Crece en medio de glucosa preferentemente (Romero, 2007).

14.9. ANTIMICROBIANOS

Son medicamentos potentes que combaten las infecciones bacterianas. Su uso correcto puede
salvar vidas. Actiian matando las bacterias o impidiendo que se reproduzcan. Después de
tomar los antibidticos, las defensas naturales del cuerpo son suficientes (Medline, 2013).
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14.9.1. BACTERICIDA

Se entiende por bactericida el farmaco que destruye o mata los microorganismos dentro de
un huésped. Se provoca una reduccién en la poblacién bacteriana en el huésped o en el uso
de sensibilidad microbiana (Romero, 2007).

14.9.2. BACTERIOSTATICO

A diferencia de un bactericida, el farmaco que actlia como bacteriostatico no produce la
muerte de las bacterias, pero dificulta su reproduccidén. La cepa bacteriana por lo tanto,
envejece y muere (Romero, 2007).

14.10. METODOS
14.10.1. SECADO

Se entiende por secado la eliminacidn final del agua, esencialmente para evitar la presencia
de humedad, que puede provocar el crecimiento de microorganismos o provocar la
descomposicién de la materia vegetal (Coulson, 2003).

14.10.2. MOLIENDA

Se requiere un cierto grado de trituracidon y molienda de la materia vegetal, para disminuir el
tamafo de particula de la muestra sdlida, sin embargo, dichas operaciones tienden a alterar
la composicién quimica de la muestra, el tamafio de particula no debe ser reducida mas de
lo necesario para conseguir la homogeneidad y para que reaccionen facilmente con los
reactivos

Se disminuye el tamafio de particula de la droga vegetal para adecuarla a la técnica de
maceracion, para que el solvente pueda penetrar en el tejido vegetal y extraerse la mayor
cantidad de compuestos (Skoog, 2001).

14.10.3 MACERACION

La maceracién es un procedimiento para extraer los principios activos de la droga
generalmente a temperatura ambiente, utilizando para ello diferentes solventes, segun las
propiedades quimicas de los compuestos que se quieran extraer. La droga debe poseer cierto
tamafo de particula para que la extraccidn sea eficiente (Fonnegra, 2007).
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14.10.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta eficacia es la técnica analitica de separacion mas
ampliamente utilizada. Las razones por las cuales se ha vuelto la mds utilizada es por su alta
sensibilidad, facil adaptacién a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para
la separacidn de especies no volatiles o termolabiles y, sobre todo, por su gran aplicabilidad
a sustancias que son de primordial interés en la industria.

La eficacia de una columna de HPLC, mejora espectacularmente cuando disminuye el tamafio
de particula; estdn construidas con un tubo de acero inoxidable de didmetro interno
uniforme, tienen una longitud entre 10 y 30 cm, por lo comun, son rectas y se pueden alargar,
si es necesario. El didmetro interno de las columnas es a menudo de 4 a 10 mm y tamafos de
las particulas de los rellenos mas comunes son de 5 0 10 ym.

Aparte de la columna y el relleno de la misma, el aparato estd equipado con uno o mas
recipientes de vidrio o de acero inoxidable; un sistema de bombeo, que desplaza el solvente
hacia la columna; posee ademas un sistema de inyeccién de muestra, debido a que el factor
limitante en la precisidn de las medidas en cromatografia de liquidos es la reproducibilidad
con que se puede introducir la muestra en la columna, los volimenes que se emplean deben
ser pequefios, de unas décimas de microlitro. Para eliminar las posibles particulas presentes
en la muestra, ésta se pasa por una pre-columna, la cual sirve ademds de saturar la fase mévil
con la fase estacionaria, funciona como un filtro para que la columna no se contamine y para
minimizar la caida de presién. Por Gltimo es necesario un detector para cuantificar la muestra
analizada (Skoog, 2008).

14.10.5. CONTROL DE MICROORGANISMOS

El problema de contaminacién microbiana de los extractos y productos terminados se debe
controlar debido que pueden presentar repercusiones en las propiedades organolépticas y
fisicoquimicas de los productos. Diversos factores fisicos y quimicos influyen en el desarrollo
de los microorganismos, dichos aspectos deben tenerse en cuenta para evitar su presencia
cuando se realiza la fabricacién del producto.

Los factores que mds influyen en el desarrollo de los microorganismos es la humedad y la
temperatura, por lo cual debe cuidarse la temperatura y el lugar en el cual se realiza el
almacenamiento de los productos.

Los microorganismos que no deben ser encontrados en las preparaciones tdpicas son los
patdgenos. Sin embargo no es tan facil determinar la patogenicidad de ciertos
microorganismos.

Conservar la inocuidad en emulsiones de aceite en agua, sobre todo si el agente emulgente
es uno de tipo no iénico que suele constituir buen sustrato para gérmenes (Helman, 1981).
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14.11. DETERMINACION DE CAPACIDAD BACTERICIDA Y
BACTERIOSTATICA

14.11.1. METODO DILUCION EN CALDO

El medio de cultivo es liquido. Se toman de 5 a 10 tubos de ensayo que contienen la misma
cantidad de caldo nutritivo. A cada uno de ellos se le afiade una cantidad de extracto de
manera de obtener diluciones dobles y progresivas de agente antimocrobiano. Los tubos se
inoculan con una suspensién calibrada del microorganismo en estudio (de manera que
garantice una misma cantidad de bacterias en cada tubo) y se incuban durante 18 horas a
35°C. Uno de los tubos no contiene extracto y sirve como control de desarrollo o testigo. En
aquellos tubos donde la bacteria se desarrolla y multiplica aparece turbidez. En cambio
cuando el extracto inhibe el crecimiento, la masa liquida del medio de cultivo aparece clara.
Esto determina un punto de ruptura en el crecimiento bacteriano que introduce el término
de CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (C.I.M.). ElI CIM es la menor concentracién de
antibidtico expresada e pg/ml, que inhibe el desarrollo in vitro de las bacterias (Lépez, 2006).

A partir de los tubos donde no se observd crecimiento se puede determinar la
CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (C.B.M.), que es la menor concentracién de
antimicrobiano que no solo inhibe el desarrollo de las bacterias sino que también las
destruye. Para esto se efectua el subcultivo del contenido de los tubos visualmente claros en
placas de agar, observdndose el desarrollo o no de colonias viables. El primer tubo de la serie
que al ser sembrado no da lugar al desarrollo de colonias, nos determina la CBM del
antibidtico en estudio (Lépez, 2006).

14.11.2. METODO KIRBY BAUER

El medio de cultivo es sdlido. Sobre la superficie de una placa de agar se realiza la siembra de
una suspension bacteriana calibrada y a continuacién se depositan sobre ella discos de papel
de filtro impregnados de antimicrobianos. Tan pronto como el disco toma contacto con la
superficie himeda del agar, el agua es absorbida por el papel filtro y el antibidtico difunde
hacia el medio circundante creando asi concentraciones progresivamente decrecientes. Se
observa como a medida que el antibidtico se aleja del disco, la concentracién disminuye. Asi,
al cabo de 18 horas de incubacidn, en aquella zona donde el antibidtico es capaz de impedir
el crecimiento de la bacteria aparece un halo alrededor del disco: halo de inhibicién.

El tamafio de la zona de inhibicién depende de ciertas propiedades fisicoquimicas del
antibiético que influyen in vitro sobre la velocidad de difusién en agar y no estan
necesariamente relacionadas con la actividad terapéutica (in vivo) del antibidtico. La
valoracion de los halos se hace por patrones obtenidos de forma que se hallan
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correlacionadas la CIM y la carga antimicrobiana del disco con el didmetro del halo. Para ello
es necesario determinar previamente en forma individual la CIM y el halo de inhibicién de un
ndmero amplio de cepas. Los resultados se representan en un sistema de coordenadas que
nos permite establecer una correspondencia para un antibiético determinado. De estaforma
midiendo el didmetro del halo de inhibicién de una cepa por el método del disco-placa,
trasladamos este valor a la escala anterior y podemos conocer su CIM (Ldpez, 2006).

Los discos se colocan en la superficie de una placa de agar de Mueller-Hinton de 4mm de
espesor, en la que se acaba de inocular una suspensién de la cepa por probar, con una
turbiedad equivalente al tubo 0.5 del nefeldmetro de McFarland. Cuando el disco se
humedece, el antimicrobiano difunde radialmente hacia fuera y crea un gradiente de
concentracién por disco; asi, el antimicrobiano estd en alta concentracién cerca del disco y
va disminuyendo a medida que se aleja del disco. El didmetro del anillo de inhibicién
dependerd de la sensibilidad o resistencia del microorganismo por probar, asi como también
dela solubilidad de la droga y de la tasa de difusion a través del agar. Es importante controlar
el medio de cultivo, su espesor, el tiempo de incubacién y la concentracién de bacterias
inoculadas, entre otros factores. (Rodriguez, 2005).

14.12. EMULSIONES

Una emulsién es un sistema disperso que contiene por lo menos dos fases liquidas no
miscibles. La mayoria de las emulsiones tienen particulas dispersas de didametro variable entre
0.1a 100 pm. Son termodindmicamente inestables como resultado del exceso de energia libre
asociada a la superficie de las gotitas.

Las emulsiones son ampliamente usadas en farmacia, y los materiales en estas condiciones
pueden poseer ventajas no observadas cuando se formulan con otras formas de dosificacidn.

Los principios de emulsificacidn han sido aplicados ampliamente en la formulacién de cremas
dermatoldgicas, ademas, las emulsiones proveen un medio util para administrar drogas poco
hidrosolubles.

Una emulsidn estable debe contener por lo menos tres tipos de componentes; la fase dispersa,
el medio de dispersidn y el agente emulsionante. Uno de los dos liquidos no miscibles es
acuoso, mientras que el segundo es un aceite. Que se disperse la fase acuosa o la oleosa
depende del agente emulsionante y de las cantidades relativas de las dos fases liquidas.

Cuando el aceite estd disperso como gotitas en toda la fase acuosa se denomina emulsién de
aceite en agua (O/W) (Gennaro, 2003).



FIGURA NO. 10

ESCALA SCOVILLE
Scoville ( SCU ) Pimenta
16.000.000 Reines Capsaicin
1.000.000 Trinidad Scorpion
1.000.000 (getestet) Dorset Naga
1.000.000 (getestet) Naga Jolokia
640.000 (getestet) Naga Morich
580.000 Habanero Chocolate Caribbean
577.000 (Guiness Buch) Habanero Red Savina
350.000 — 400.000 Habanero Mustard
350.000 Habanero Manzano
200.000 - 300.000 Habanero Yellow
200.000 Pingo de Ouro
100.000 - 350.000 Habanero Orange
100.000 - 325.000 Scotch Bonnet
100.000 — 300.000 Cumari do Para
100.000 - 300.000 Datil Red
100.000 - 225.000 Bird Eye
100.000 - 220.000 Cumari verdadeira
100.000 - 200.000 Jamaican Hot
Carolina Cayenne
Apache
Bahamian
Zimbabwe Large Red
Tabiche
Red Amazon
Thai
Chiltepin
Chi-Chien
40.000 - 58.000 Piquin
40,000 - 50.000 Super
40.000 — 50.000 Beni Highlands
40.000 - 50.000 Santaka
40,000 Purple Naga Jolokia
35.000 - 45.000 Thai Dragon
30.000 - 50.000 Cayenne
30.000 - 50.000 Tabasco
30.000 Peter Pepper
15.000 - 30.000 Criolla Sella Orange
15.000 - 30.000 De Arbol
12.000 - 30.000 Rocoto Manzano
6.000 - 23.000 Serrano
5.000 - 10.000 Hot Wax
5.000 - 10.000 Chipotle
5.000 — 10.000 Chile Puya
2.500 - 8.000 Santaka
2.500 - 5.000 Jalapefio
2.500 - 5.000 Guaijilla
2,500 - 5,000 Rote TABASCO Sauce
2.500 - 3.000 Numex Big Jim
1.500 - 2.500 Rocdtillo
Passila
Ancho
Poblano
Coronado
Anaheim
Jariza
Topepo Rosso
New Mexican
Santa Fe Grande
Sifri Biber
Capela
Frivarello

Doux des Landes

Gemise Paprika

Fuente: Cedron, 2013



FIGURA No. 11
METODO DE DILUCION EN CALDO

Fuente: Ldpez, 2006
FIGURA No. 12
METODO KIRBY BAUER

SIEMERA

R
Incubacion

Indculo Colocacion
Medida de halo

de discos

Fuente: Ldpez, 2006
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Figura No. 13
Concentracion de Chile siete caldos (7 caldos)

Capsaicina

Injection Date : &/20/2014 11:24:55% AM Seqg. Line : 9
Sample Hame : T caldos Location : Wial 3
Acg. Operator : AdeM Inj : 1
Acg. Imnstrument : Instrument 2 Inj Volums : 20 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\Z2\METHODS“\CAPSAICI.M

Last changed 1 62072014 10:12:5% AM by AdeM

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODSACAPSAICI.M
Last changed : 6/20/2014 1:324:01 PM by AdeM
(modified after loading)
UNIVEESIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA, Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado
Metodo para determinacion de Capsailcina,
columnas HYPERSIL CDS 200 X 2.1mm, 5um,
fase movil 100 % acetonitrilo
temperatura 50 C, £flujo 0.5 ml/min
Longitud de onda 280nm

VWD A, Wavetength=-280 nm {CAPSA4062013.0)
PMP1, Pressure
mAL 1 & &
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200 |
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1] s 1 1.5 2 a5 3 a5 4
External S5tandard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : &/20/2014 1:34:01 PM
Multiplier : 1. 0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=Z80 nm

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[mim] mAl *= | ppm]

——————— |-
1.334 MM 9300.65%820 3.78l65e-2 351.71821 Capsaicina

Totals : 351.71821

Results obtained with enhanced integrator!
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Figura No. 14
Concentracion de Chile Siete Caldos

Injection Date : 6/20/2014 11:45:56 AM Seq. Line : 11
Sample Name : 7 caldos Location : Wial 3
BLcg. Operator 1 RdeM Inj : 1
Zcg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Lcg. Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\CAPSAICI.M

Last changed : 6/20/2014 10:12:55 AM by AdeM

(modified after loading)
Enalysis Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\CAPSAICI.M
Last changed : 6/20/2014 1:34:01 PM by AdeM
imodified after leoading)
UNIVEESIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA, Laboratoric de Analisis Instrumental Avanzad
Metodo para determinacicon de Capsaicina,
columnas HYPERSIL ODS 200 X 2.1lmm, 5um,
fase movil 100 % acetonitrile
temperatura 50 C, flujo 0.5 ml/min
Longitud de onda Z80nm

VWD1 A, Wavelength=280 nm (CAPSA\14062016.D)
PMP1, Pressure
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External Standard Report

Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 6/20/2014 1:34:01 BPM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

FetTime Type Area Amt/Area Amount Grp MName
[min] mAT *g [ppm]

——————— |-
1.375 MM B687.27930 3.781l65e-2 32B.52238 Capsaicina

Totals : 328.52238

Results obtained with enhanced integrator!

*+*% End of Report *#*#*



Figura No. 15
Concentracion de Chile chiltepe

Injection Date : 6/20/2014 10:42:52 AM Seqg. Line : 5
Sample Name : Chiltepe Location : Vial 2
Acg. Operator : AdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\CAPSAICI.M

Last changed : 6/20/2014 10:12:55 AM by AdeM

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\CAPSAICI.M
Last changed : 6/20/2014 1:34:01 PM by AdeM

(modified after loading)
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UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA, Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado

Metodo para determinacion de Capsaicina,
columnas HYPERSIL ©DS 200 X 2.1lmm, 5um,
fase movil 100 % acetonitrilo
temperatura 50 C, flujo 0.5 ml/min
Longitud de onda 280nm

VWD1 A, Wavelength=280 nm (CAPSA\14062007.D)
PMP1, Pressure
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External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 6/20/2014 1:34:01 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] mAU *3 [ppm]

——————— - \|-/--—
1.307 MM 4.66270ed 3.781l65e-2 1763.27108 Capsaicina

Totals : 1763.27108

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***



Figura No. 16
Concentracion de Chile chiltepe

Injection Date : 6/20/2014 11:03:54 AM Seq. Line
Sample Name : Chiltepe Location
Acg. Operator : RAdeM Inj
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume
Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\CAPSAICI.M
Last changed : 6/20/2014 10:12:55 AM by AdeM

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\Z2\METHODS\CAPSAICI.M
Last changed : 6/20/2014 1:34:01 PM by AdeM

(modified after loading)

Vial 2

20 pl

53

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALAZ, Laboratorio de Rnalisis Instrumental Avanzado

Metodo para determinacion de Capsaicina,
columnas HYPERSIL ODS 200 X 2.1mm, 5um,
fase movil 100 % acetonitrilo
temperatura 50 C, flujo 0.5 ml/min
Longitud de onda 280nm

VWD1 A, Wavelength=280 nm (CAPSA\14062010.D)
PMP1, Pressure
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External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified 6/20/2014 1:34:01 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] mAU *g [ppm]
——————— -l
1.309 MM 4.96540ed4 3.781l65e-2 1877.73996 Capsaicina
Totals : 1877.73996

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***
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Figura No. 17
Concentracién Chile guaque

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acg. Instrument
Bcg. Method
Last changed
Enalysis Method
Last changed

UNIVERESIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA,

6/20/2014 10:06:49 AM Seq. Line : 1
Guagque Location : Vial 1
BdeM Inj : 1
Instrument 2 Inj Volume : 20 ul

C: \HPCHEM\ 2\METHODS\CAPSAICI.M
6/18/2014 9:42:47 AM by AdeM
C: WHPCHEM\ 2\METHODS%CAPSAICI.M
6/20/2014 1:34:01 PM by AdeM

(modified after loading)
Laboratoric de Analisis Instrumental Avanzado

Metodo para determinacicon de Capsaicina,

columnas HYPERSIL

OoDS 200 X 2.1mm, 5um,

fase movil 100 % acetonitrilo

temperatura 50 C,

flujo 0.5 ml/min

Longitud de onda Z80nm

VW D1 A, Wavelength=280 nm {CAPSA\14062001.D)
FPMP1, Pressure
mAU E;
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External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 6/20/2014 1:34:01 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier &

Signal 1: VWDl A,

Dilution Factor with ISTDs

Wavelength=280 nm

FetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] mAU *3 [ppm]
——————— | -———— | | | = | -
1.276 VBA 2.3647T6ed 3.78165e-2 894.26743 Capsaicina
894.26743

Totals

Results obtained with enhanced integrateor!

**% End of Report *#*%*



Figura No. 18
Concentracién de Chile guaque
Injection Date : 6/20/2014 10:21:50 AM Seq. Line : 3
Sample Name 1 Guagque Location : Vial 1
Acg. Operator : AdeM Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 nl
Acg. Method C:\HPCHEM\ 2\METHODS\CAPSAICI.M

Last changed : 6/20/2014 10:12:55 AM by AdeM
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\Z2\METHODS\CAPSAICI.M

Last changed : 6/20/2014 1:34:01 PM by AdeM
(modified after loading)
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UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA, Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado

Metodo para determinacion de Capsaicina,
columnas HYPERSIL ODS 200 X 2.1mm,
fase movil 100 % acetonitrilo
temperatura 50 C, flujo 0.5 ml/min
Longitud de onda 280nm

5um,

VWD1 A, Wavelength=280 nm (CAPSA'\14062004.D)
PMP1, Pressure
mAU 5
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External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 6/20/2014 1:34:01 PM
Multiplier : 1.0000
Dilution

1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] mAU *s [ppm]

——————— -l - -
1.357 VB 2.55953e4 3.781l65e-2 967.92419 Capsaicina

Totals 967.92419

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***



Jata File C:\HPCHEM\2\DATA\CAPSA\14061702.D

Estandar USP Capsaicina
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Figura No. 19
Estandar de Capsaicina

Sample Name: Estandar

Injection Date : 6/17/2014 11:14:47 AM Seq. Line : 1
Sample Name : Estandar Location : Vial 1
Acq. Operator : AdeM Tng 3

Acqg. Instrument : Instrument 2

Inj Volume : 20 ul

Acqg. Method C:\HPCHEM\Z\METHODS\CAPSAICI.M
Last changed : 6/17/2014 10:59:00 AM by AdeM
Analysis Method : C: \HPCHEM\ 2\METHODS \CAPSAICI .M
Last changed 6/17/2014 11:23:39 AM by AdeM
(modified after loading)

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA, Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado

Metodo para determinacion de Capsaicina,
columnas HYPERSIL ODS 200 X 2.1mm, 5um,

— fase movil 100 % acetonitrilo
temperatura 50 C, flujo 0.5 ml/min

L VWD1 A Wavelength=280 nm (CAPSAVT4061702D)
.. PMP1, Pressure

Longitud de onda 280nm

mAU | g
1000
00 | ;‘:
taooj | |
400 Py

Sorted By 3 Signal
Multiplier H 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU *s [mAU 1 %
i
i et s e e L | =cmemee i
1 1.623 PV 0.1096 8872.70898 1219.80212 99.6887
2 2.276 VB 0.1992 27.70524 1.88454 0.3113
Totals : 8500.41423 1221.68666

Results obtained with enhanced integrator!




Figura No. 20
Estandar de Capsaicina

data File C:\HPCHEM\Z\DA’L‘A\CI\PSA\140617OO D Sample Name:

Estandar USP Capsaicina

Injection Date : 6/17/2014 11:00:48 AM Seqg. Line : 1
Sample Name . Estandar Location : Vial 1
Acg. Operator : AdeM Ing 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Acg. Method . C:\HPCHEM\2\METHODS\CAPSAICI .M

Last changed . 6/17/2014 10:59:00 AM by AdeM

Analysis Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\CAPSAICI‘M

Last changed . 6/17/2014 11:23:39 AM by AdeM

(modified after loading)
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA, Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado
Metodo para determinacion de Capsaicina,
columnas HYPERSIL ODS 200 X 2.1lmm, 5um,
fase movil 100 % acetonitrilo
temperatura 50 C, flujo 0.5 ml/min
Longitud de onda 280nm
ST T VWD A, W%véle’nﬁfh?z%dem“(CAiﬁ's'"ATmbs'i7'06',D)
PMP1, Pressure

mAU !

1:541

1200

1000 -
800 -
600 -

400

200

Sorted By ; Signal
Multiplier g 1.0000
Dilution 7 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDS

Signal 1: VWDL A&, wavelength=280 nm

Peak RetTime Type widch Area Height Area
# [min] [minl mAU *8 [mAU ] % |
____| _______ I e i ! ________
1 1.541 PB 0.0931 8769.88086 1407.17004 100.0000
Totals : 8769.88086 1407.17004

57

Estandar
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Figura No. 21
Estandar de Capsaicina

Jata File C:\HPCHEM\2\DATA\CAPSA\14061701.D Sample Name: Estandar

Estandar USP Capsaicina

Injection Date : 6/17/2014 11:07:49 AM Seg. Line : 1
Sample Name : Estandar Location : Vial 1
Acqg. Operator : AdeM Inj : 2
Acqg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 1l
Acg. Method 3 C:\HPCHEM\2\METHODS\CAPSAICI.M

Last changed . 6/17/2014 10:59:00 AM by AdeM

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\CAPSAICI.M

Last changed . 6/17/2014 11:23:39 AM by AdeM

(modified after loading)
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA, Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado
Metodo para determinacion de Capsaicina,
columnas HYPERSIL OoDS 200 X 2.1lmm, Sum,
fase movil 100 % acetonitrilo
__emperatura 50 C, flujo 0.5 ml/min
Longitud de onda 280nm

] VWD1 A Wavelength=280 nm (CAPSA\14061701.0) _ T T
] PMP1, Pressure
mAU i

———+537

Sorted By § Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: VWDl A, Wavelength=280 nm

Peak RetTime Type width Area Height Area
# [min] [min] mAU *s [mAU ] %
S YR — T i e s | e i
1. 1.537 PB 0.0911 8720.93457 1438.00171 100.0000
Totals : 8720.93457 1438.00171

Results obtained with enhanced integrator!

xx* End of Report ***
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o Figura No. 22
Analisis Microbiolégico de Extractos de Chile Guaque, Chile siete caldos

SAC 27 de junio de 2014

TRICENTENARIA
Guatemala

Universidad de San Carlos de

125-127 A/014
I. Informacién general:

Refiere: Srita. Maria Gabriela Tuch

institucion: Particular

Procedencia: area de produccion

Tipo de muestra: Extractos de chile

Analisis solicitado: cultivo en placa.

Fecha y hora de ingreso al laboratorio: 26/06/14; 08:25 h.
Fecha y Hora de muestreo: 26/06/14; 07:30 h.
Metodologia: recuento aerdbico en placa

il. Resultados

e AR

No.*  Muestra Resultado -
125 Extracto de chile chiltepe 500 UFC/ml** estimado
126 Extracto de chile guaque <10 UFC/ml

127 Extracto de chile siete caldos <10 UFC/m!

odechilesietecaldos <10 F»

*Numero de ingreso al laboratorio
# UEC/ml: Unidades formadoras de colonia por mililitro de muestra analizado

iii. Conclusiones

En base a la muestra recibida en el laboratorio, se aislaron 500 colonias del extracto de
chile chiltepe.

Se recomienda revisar las buenas practicas en el proceso de produccion para evitar el
crecimiento de estos microorganismos.

“IDy ENSENAD A TODOS”

W QMJ{& (uk

Lcda. Wendy A. Chamalé Contreras
LAMIR
Laboratorio Microbiologico de Referencia —LAMIR-
Edificio T-12, 2do Nivel
Tel/Fax 24189413 ext. 108
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Figura No. 23
Anadlisis Microbiolégico de Extracto de Chile Chiltepe

SAC

4/ TRICENTENARIA

Universidad de San Carlos de Guatemala

24 de julio de 2014

148 A/014

I. Informacion general:

Refiere: Srita. Maria Gabriela Tuch

Institucion: Particular

Procedencia: area de produccion

Tipo de muestra: Extractos de chile

Analisis solicitado: cultivo en placa.

Fecha y hora de ingreso al laboratorio: 21/07/14; 14:00 h.
Fecha y Hora de muestreo: 21/07/14; 11:00 h.
Metodologia: recuento aerobico en placa

Ii. Resultados

Muestra Resultado

Extracto de chile chiltepe < 10 UFC/mi** estimado
« JFC/ml: Unidades formadoras de colonia por mililitro de muestra analizado

ill. Conclusiones

Esta muestra no presenta contaminacion de origen bacteriano, por lo que cumple con €l
criterio de inocuidad. Recuerde que una buena toma de muestra es fundamental para la

confiabilidad de los resultados.

— o o/
Lcda. Wendy A. Chamalé Contreras \Eju v
Laboratorio Microbiologico de Referencia —LAMIR-
Edificio T-12, 2do Nivel
Tel/Fax 24189413 ext. 108
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N Figura No. 24
nalisis Microbiolégico de Crema de Uso tépico a base de extracto de Chile

USAC 26 de noviembre de 2014

TRICENTENARIA

uiwwddesmmde&uabem

234 A/014

. Informacion general:

Refiere: Srita. Maria Gabriela Tuch

Institucién: Facultad de Farmacia

Procedencia: laboratorio de Farmacia Industrial

Tipo de muestra: crema de chile

Analisis solicitado: Recuento aerébico en placa de bacterias, recuento de mohos vy
levaduras, recuento de coliformes totales e identificacion de Escherichia coli.

Fecha y hora de ingreso al laboratorio: 20/11/14; 08:00 hrs.

Fecha y Hora de muestreo: 19/11/14; 17:00 hrs.

Il. Resultados (Con base a la muestra tal y como fue referida al laboratorio)

Resultado
Recuento aerdbico en placa de bacterias: < 10 UFC/g* estimado
Recuento aerébico de mohos y levaduras < 15 UFC/g* estimado
Estimado de coliformes totales:* (valor estimado) < 1 UFC/g estimado

No se aislo Escherichia coli

*UFClg: unidades formadoras de colonia por gramo de muestra analizada.

lll. Conclusién: desde el punto de vista microbiolégico y en base a los resultados
obtenidos la muestra, No presentan contaminacion con Escherichia coli, por lo que
Cumplen con el criterio establecido en el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA
11.03.56.09 Productos Farmacéuticos. Productos Naturales Medicinales para uso
hurmano. Verificacion de la calidad.

«iD y ENSENAD A TODOS”

Lcda, Wendy A. Chamalé Contreras
Laboratorio Microbiologico de Referencia ~LAMIR-
Edificio T-12, 2do Nivel
TellFax 24189413 ext. 108
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Tabla No. 1
Actividad bactericida o bacteriostatica de los extractos de chile sobre E. coli, utilizando método
dilucién en caldo.

Concentracién de Capsaicina en Escherichia coli
Extractos de Chiles
Chile Concentracién Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo g
Capsaicina en
extracto de chile
(ppm)

Chile Guaque 20 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio
40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido

60 Turbio Turbio Traslucido Turbio Turbio
80 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido

Chile Chiltepe 20 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio
40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido

60 Turbio Traslucido | Traslucido Turbio Turbio
80 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
Chile siete 20 Turbio Turbio Turbio Traslucido | Traslucido
caldos 40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
60 Turbio Turbio Turbio Turbio Traslucido

80 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio

Fuente: Fase Experimental.

Tabla No. 2
Actividad bactericida o bacteriostatica de los extractos de chile sobre Staphylococcus aureus,
utilizando método dilucién en caldo.

Concentracion de Capsaicina en Staphylococcus aureus
Extractos de Chiles
Chile Concentracion Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo g
Capsaicina en
extracto de chile
(ppm)

Chile Guaque 20 Turbio Turbio Turbio Turbio Turbio
40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
60 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
80 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
Chile Chiltepe 20 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido

60 Traslucido Turbio Turbio Turbio Turbio

80 Turbio Turbio Traslucido Turbio Turbio

Chile siete 20 Turbio Turbio Turbio Traslucido Turbio
caldos 40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
60 Turbio Turbio Turbio Traslucido | Traslucido

80 Traslucido Turbio Turbio Turbio Turbio

Fuente: Fase Experimental.



Tabla No. 3
Actividad bactericida o bacteriostatica de los extractos de chile sobre Pseudomona aeruginosa,
utilizando método dilucién en caldo.
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Concentracién de Capsaicina en Pseudomona aeruginosa
Extractos de Chiles
Chile Concentracidn Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo g
Capsaicina en
extracto de chile
(ppm)
Chile Guaque 20 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
60 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
80 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
Chile Chiltepe 20 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
60 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
80 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
Chile siete 20 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
caldos 40 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
60 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido
80 Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido | Traslucido

Fuente: Fase Experimental.

Tabla No. 4
Prueba confirmatoria de actividad bactericida o bacteriostatica de los extractos de chile sobre E. colj,
utilizando método dilucidn en caldo, sembrado en cajas de Petri.

Concentracion de

Capsaicina en Extractos de

Crecimiento de
Escherichia coli

Chiles En Cajas de Petri
Chile Concentracion prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 4 Prueba s
Capsaicina en Positi | Nega | Positi | Negati | Positi | Nega | Positi | Nega | Posit | Negat
extracto de ) . ) . .
. VO tivo VO VO VO tivo VO tivo ivo | ivo
chile (ppm)
Chile 40 4 v v v v
Guaque 80 v v v v v
Chile 40 v v v v v/
Chiltepe 80 v v v v v/
Chile 40 v v v v v
siete
caldos

Fuente: Fase Experimental.




Tabla No. 5

64

Prueba confirmatoria de actividad bactericida o bacteriostatica de los extractos de chile sobre
Staphylococcus aureus, utilizando método dilucién en caldo, sembrado en cajas de Petri.

Concentracion de
Capsaicina en Extractos de
Chiles

Crecimiento de

Staphylococcus aureus

En Cajas de Petri

Chile Concentracion prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 4 Pruebas
Capsaicina en Positi | Nega | Positi | Negati | Positi | Nega | Positi | Nega | Posit | Negat
exfcracto de VO tivo Vo Vo VO tivo VO tivo ivo | ivo
chile (ppm)
Chile 40 v v v v v
Guaque 60 v v v v v
80 v v v v v
Chile 20 v v v v v
Chiltepe 40 v v v v v
Chile 40 v v v v v
siete
caldos
Fuente: Fase Experimental.
Tabla No. 6

Prueba confirmatoria de actividad bactericida o bacteriostatica de los extractos de chile sobre
Pseudomona aeruginosa, utilizando método dilucién en caldo, sembrado en cajas de Petri.

Concentracion de
Capsaicina en Extractos de
Chiles

Crecimiento de

Pseudomona aeruginosa

En cajas de petri

Chile Concentracion prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 4 Prueba s
Capsaicina en Positi | Nega | Positi | Negati | Positi | Nega | Positi | Nega | Positi | Nega
extracto de vo tivo vo vo vo | tivo vo | tivo vo | tivo
chile (ppm)

Chile 20 v v v v Y
Guaque 40 v v v Y Y
60 v v v v v
30 v v v v v
Chile 20 v v v v v
Chiltepe 40 v v Y Y d
60 v v v v v
80 v v v v v
Chile 20 v v v v v
siete 40 v v v v v
caldos 60 v v v v v
80 v v v v v

Fuente: Fase Experimental.




Tabla No. 7
Halos de inhibicién de los extractos efectivos con capacidad bactericida y Bacteriostatica

sobre Escherichia coli.

65

Concentracién de Capsaicina en

Extractos de Chiles

Escherichia coli

Chile Concentracién Capsaicina halo 1 Halo 2 Halo 3 Halo 4 Halo 5
en extracto de chile (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
(ppm)
Chile 40 8.25 8.10 8.25 8.40 8.45
Guaque 80 9.25 9.20 9.20 9.20 8.15
Chile 40 8.55 8.55 8.30 8.55 8.30
Chiltepe 80 10.25 9.50 8.35 12.15 10.30
Chile 40 14.60 14.40 13.55 15.50 15.50
siete
caldos
Fuente: Fase Experimental.
TablaNo. 8

Halos de inhibicidn de los extractos efectivos con capacidad bactericida y Bacteriostatica

sobre Staphylococcus aureus.

Concentracién de Capsaicina en

Extractos de Chiles

Staphylococcus aureus

Chile Concentracion Capsaicina en Halo 1 Halo 2 Halo 3 Halo 4 Halo 5
extracto de chile (ppm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Chile 40 11.45 8.20 9.65 8.65 9.55
Guaque 60 8.05 8.80 8.80 8.80 14.00
80 7.80 7.80 7.80 8.55 9.05

Chile 20 18.5 9.40 7.40 12.20 8.95
Chiltepe 40 9.30 8.55 9.15 7.80 7.80

Fuente: Fase Experimental.
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TablaNo. 9
Halos de inhibicidn de los extractos efectivos con capacidad bactericida y Bacteriostatica
sobre Pseudomonas aereus.

Concentracién de Pseudomona aeruginosa
Capsaicina en Extractos de
Chiles
Chile Concentracion Halo 1 Halo 2 Halo 3 Halo 4 Halo s
Capsaicina en
extracto de
chile

Chile 60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Guaque

Chile 40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

siete

caldos

Fuente: Fase Experimental.

IMAGEN No. 1
Extraccion de Chile siete caldos

Fuente: Fase experimental.

IMAGEN No. 2
Extraccién de Chile guaque

) B

Fuente: Fase experimental
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IMAGEN No. 3
Extracto de Chile Chiltepe

Fuente: Fase experimental

IMAGEN No. 4
Extracto de Chile Siete Caldos, Chile chiltepe y Chile Guaque

Fuente: Fase experimental

IMAGEN No. 5
Método dilucién en caldo empleando Staphylococcus aureus

Fuente: Fase experimental



IMAGEN No. 6
Método de dilucidn en caldo utilizando E. coli.

Fuente: Fase experimental

IMAGEN No. 7
Halos de inhibicidn de extracto Siete Caldos sobre E. coli

Fuente: Fase experimental

IMAGEN No. 8
Crema elaborada a partir de extractos de Chile Guaque, Chile chiltepe y Chile Siete Caldos

Fuente: Fase experimental
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