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INTRODUCCION

Los alimentos fermentados han sido parte fundamental de diversas culturas, debido a su
importancia para mejorar el valor nutricional, el sabor, aroma, textura y la vida util de los
alimentos. Cada pais tiene sus propios alimentos elaborados mediante diferentes
mecanismos de fermentacién tradicional.

En el mundo existen mas de 3500 alimentos fermentados tradicionales, siendo las bebidas
alcohdlicas el principal producto elaborado por este proceso, seguido por la elaboracion de
productos lacteos fermentados (Andreu & Saavedra, 2022). En general los alimentos
fermentados contienen moléculas bioactivas, vitaminas y otros componentes con mayor
disponibilidad que en el alimento original, debido al proceso de fermentacion. Muchos de
estos alimentos también contienen microorganismos vivos, principalmente bacterias lacticas
y levaduras, que pueden mejorar la salud gastrointestinal y proporcionar otros beneficios para
la salud (Puntillo & Vinderola, 2021).

La fermentacion fue parte integral de civilizaciones antiguas, por ejemplo; en la elaboracion
de cerveza en Babilonia, la fermentacién de frutas en Grecia, en la elaboracion de yogurt en
todo Medio Oriente y Europa y en el desarrollo de productos a base de arroz, soja, verduras
y pescado en el este de Asia (Mannaa, et al., 2021). Especificamente, en México existen 200
productos fermentados, de los cuales aproximadamente 20 son bebidas (Robledo, et al.,
2021).

México ofrece una impresionante variedad de alimentos, la mayoria de los cuales se
consideran nativos, como el agave, el cacao, el maiz, los chiles y la tuna, que son utilizados
principalmente para la produccién de alimentos y/o bebidas fermentadas por las diversas
comunidades indigenas mexicanas (Robledo, et al.,, 2021). Estos alimentos suelen ser
caseros Yy fermentados espontdneamente por diferentes clases de microorganismos, incluidas
levaduras, bacterias y hongos (Pérez & Cardoso, 2020).

Las verduras son fuentes ricas en compuestos beneficiosos y se utilizan para producir
diversos productos fermentados. Su utilizacién se remonta a la dinastia Song (960 a 1279
d.C.) en China (Tamang, et al, 2020).

Entre los vegetales utilizados en los procesos de fermentacion se encuentran la col, los
nabos, los rdbanos, las zanahorias, el repollo, los pepinos, las aceitunas, la coliflor, el apio,
el quimbombd, las cebollas, los pimientos y los tomates, donde se genera la fermentacion
espontanea por BAL de origen natural, es decir, propias del vegetal (Gunawardena, et al.,
2024)

Asi mismo, entre los vegetales utilizados en los procesos de fermentacion también se
encuentra el chile. El chile, ademas de ser un alimento muy utilizado y consumido en forma
fresca a nivel mundial, también es muy consumido de manera procesada, existiendo una gran
gama de productos industriales que se acostumbran en la alimentacion humana: congelados,
deshidratados, encurtidos, enlatados, asi como en pastas y salsas (Lorenzo, et al., 2017). La
mayor parte de este vegetal fresco (60%) se encurte y se enlata, y alrededor del 20% se
consume crudo (Sandoval, et al., 2017).

Los procesamientos industriales de chile son muy variados, entre los que destacan la
elaboracion del chile encurtido, en escabeche y fermentado (Zamora, et al., 2017). Los chiles



en escabeche pueden presentar el crecimiento de algunos microorganismos como las
bacterias del género Lactobacteriaceae, que son las responsables de la produccion de acido
lactico (Lorenzo, et al., 2017). Debido a sus diversas propiedades funcionales, como la
produccion de diversos tipos de metabolitos secundarios y acidos organicos beneficiosos,
pueden considerarse como conservantes en las industrias de fermentacién (Obinwanne, et
al., 2022).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos muy extensos y se
encuentran en diversos nichos, como en productos lacteos, carnicos y vegetales, ademas en
el tracto gastrointestinal y urogenital de humanos y animales, en suelo y en agua. Las cepas
mas comunmente utilizadas de diferentes especies de BAL en alimentos, incluyen los géneros
de Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus y Bifidobacterium (Liu, et al., 2014).

Por lo anterior, este trabajo se enfoco en el uso de chiles jalapefios para el aislamiento y
caracterizacion de las BAL autdctonas presentes en chiles en escabeche. Ademas de lo
anterior, se evaluo la capacidad de crecimiento de las BAL en diferentes condiciones como
respuesta del proceso de fermentacion, asi como su posible aportacién a la salud humana.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

Mas de 3 000 especies bacterianas pueden habitar el tracto intestinal de un individuo, mas
de 600 en la cavidad oral, 300 en el tracto respiratorio, 100 en la piel, 500 en el tracto urinario
y casi 300 en la cavidad vaginal. También la glandula mamaria podria albergar una microbiota
propia, incluso en mujeres sin historia de lactancia. Las acciones coordinadas del mas del
trillon de células microbianas que nos habitan son esenciales para la vida humana. Esta
poblacién de bacterias alcanza su maxima densidad, principalmente, en el intestino grueso,
donde forman una comunidad denominada microbiota intestinal, compuesta por
microorganismos autéctonos o indigenas (heredados) y microorganismos aléctonos o
transitorios, consumidos con los alimentos. Es aqui donde entran en juego los alimentos
fermentados, los cuales pueden proveer hasta 1 000 veces mas microorganismos vivos que
una alimentacion que no los incluya, ademas de influir en el establecimiento, la composicion
y las actividades de la microbiota (Puntillo & Vinderola, 2021).

A menudo es necesario ajustar las condiciones de fermentacion de los alimentos; por ejemplo,
es necesario crear condiciones anaerobias para la produccion de encurtidos; también es
posible que sea necesario ajustar la composicion de los ingredientes (adicion de sal o vinagre
durante la fermentacién) para asi suprimir la microbiota indeseable que compite con los
microorganismos benéficos (Mannaa, et al., 2021). Dada la pérdida de diversidad y
abundancia de la microbiota intestinal es que surge el interés en los alimentos fermentados
COmo una estrategia para proveer microorganismos, metabolitos y fragmentos celulares al
ecosistema intestinal para la promocion de su funcionamiento y la prevencién o el manejo de
enfermedades crénicas (Puntillo & Vinderola, 2021)

Por otro lado, la fabricacion de vegetales encurtidos implica una fermentacion espontanea, lo
gue conduce al predominio de una microbiota principalmente compuesta de BAL. Estas
bacterias se caracterizan por presentar propiedades que incluyen las actividades
acidificantes, proteoliticas y lipoliticas que contribuyen a la conservacion, sabor y calidad
nutricional de los productos (Saez, et al., 2018). Por otro lado, los &cidos y/o compuestos



organicos volatiles producidos por estas bacterias eliminan tanto a las bacterias patégenas
(principalmente enterobacterias y bacterias esporuladas) asi como sus enzimas pectinoliticas
responsables de la putrefaccién. Cabe destacar que los procesos de elaboracién de muchos
alimentos fermentados se basan en conocimientos empiricos que se transmiten de
generacion en generacion, sin embargo, poco se sabe de sus posibles efectos sobre la salud.

Lo anterior permitié proponer este trabajo, el cual se enfocd en conocer mas acerca de la
capacidad de crecimiento de las BAL en chiles en escabeche, y determinar los posibles
beneficios nutricionales y para la salud del consumidor, asi como para la conservacion de
alimentos.

OBJETIVOS
Objetivo General

Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas (BAL) autéctonas de un preparado de chiles en
escabeche elaborados artesanalmente.

Objetivos Particulares

e Preparar un producto de chiles jalapefios en escabeche cony sin la adicion de vinagre.
e Determinar la presencia de bacterias acido lacticas

e Estudiar la dindmica de produccion de biomasa de bacterias en el producto.

e Caracterizar las bacterias aisladas mediante un analisis microscépico y pruebas
bioquimicas

e Comparar los resultados de la preparacion de chiles en escabeche con y sin la adicion
de vinagre

MARCO TEORICO
Fermentacion de alimentos

Los alimentos fermentados son aquellos en los que diferentes microorganismos provocan
modificaciones en su composicion de manera controlada. El fermento sera la mezcla de uno
0 mas microorganismos (bacterias o levaduras) capaces de transformar una matriz (lactea,
vegetal, etc.) en otro elemento mediante el proceso de fermentacién, durante el cual se
multiplican y se generan diversas sustancias. Estos microorganismos, en funcion de la
especie de la que se trate, tienen determinadas caracteristicas morfolégicas y unos
requerimientos de nutrientes especificos para su crecimiento y supervivencia como: rangos
de temperaturas, elementos bésicos como azlcares, fuentes de nitrdgeno (N) e hidrogeno
(H), entre otros (Andreu, et al., 2022).

Cabe destacar que la fermentacion aporta distintos beneficios, como son la preservaciéon de
materias primas, conservacion de productos finales (seguridad alimentaria y larga vida util),
transformacién organoléptica (sabor, aromas, apariencia, texturas), funcionalidad y efectos
en la salud (complementar la microbiota, nutrientes y digestibilidad), aumentando el valor del



producto resultante e impulsando su aceptacion frente a los consumidores (Andreu, et al.,
2022).

Existen varios mecanismos a través de los cuales los alimentos fermentados pueden ejercer
efectos beneficiosos para la salud y la enfermedad, esto debido a que contienen
microorganismos potencialmente probioticos, como las BAL, asi mismo, los metabolitos
biolégicamente activos derivados de microorganismos. Adicionalmente, los componentes
alimentarios que se encuentran en los alimentos fermentados, como los prebiéticos y las
vitaminas, también pueden ejercer beneficios para la salud. Por otro lado, el proceso de
fermentacion puede generar otros beneficios en los productos, como reducir las toxinas y los
antinutrientes: por ejemplo, la fermentacion de la masa madre puede reducir el contenido de
carbohidratos fermentables, lo que puede aumentar la tolerancia de estos productos en
pacientes con trastornos intestinales funcionales como el sindrome del intestino irritable
(Dimidi, et al., 2019).

Clasificacién de los principales tipos de alimentos fermentados

Existen mas de 500 variedades de alimentos fermentados que se pueden consumir en
diversas formas, como alimentos basicos, guisos, guarniciones, fritos, cocidos, en pasta,
aderezos, condimentos, encurtidos, confiteria, ensaladas, sopas, postres, salados, bebidas,
confitados, colorantes, saborizantes, y bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas (Tamang, 2014).

La familia de los alimentos fermentados es muy amplia y diversa, e incluye alimentos donde
los microorganismos pueden estar vivos (yogur, kimchi, chucrut, kéfir, kombucha, embutidos,
encurtidos) o no (pan de masa madre, chocolate, chucrut pasteurizado) o haber sido
removidos del medio de fermentacién por decantacion o filtracion (cerveza, vino) (Puntillo &
Vinderola, 2021).

Existen varios métodos de clasificacion para alimentos y bebidas fermentados, pero
principalmente se pueden clasificar segun la categoria de sustrato utilizado, como leche
fermentada, cereales, legumbres, verduras, frutas, carne, pescado y hierbas (Mannaa, et al.,
2021).

Tabla 1. Sustratos de fermentacién comunes y alimentos producidos (Mannaa, et al., 2021).

Sustrato Producto
Leche Queso, yogur y kéfir
Hierbas Kombucha y té pu'er
Pescado Salsa de pescado, jeotgal, fesikh
Cereales Cerveza, masa fermentada, makgeolli
Legumbres Pasta de soya, salsa de soya,
Vegetales Kimchi, pepinillos, chucrut
Frutas Vino, vinagre, sida

Carne Salchichas, salami, peperoni




La fermentacién de vegetales ha recibido atencion por sus beneficios para la salud. Las
verduras y frutas tienen una poblacion microbiana que depende de las caracteristicas de cada
matriz vegetal, asi como del origen geografico. Esta microbiota, estd compuesta
principalmente por microorganismos benéficos, entre los que se incluyen levaduras (géneros
Saccharomyces, Pichia, Candida, Torulaspora), hongos (Rhizopus spp.), bacterias aerébicas
(Bacillus spp. y Acetobacter spp.) y anaerobicas (bacterias acido lacticas), las cuales suelen
ser responsables de la fermentacion espontanea de verduras y frutas crudas, contribuyendo
a su conservacion y estabilidad. La fermentacion de verduras y frutas se produce
principalmente por la accion de bacterias acido lacticas con la participacion o no de levaduras
y Bacillus spp (Torres, et al., 2020). Muchos de estos microorganismos autoctonos utilizados
como iniciadores en productos fermentados de origen vegetal son probidticos, ya que los
productos nutricionales incluyen vitaminas, antioxidantes, proteinas, carbohidratos y
exopolisacaridos. Ademas, exhiben propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras y
promotoras de la salud intestinal, contribuyendo a que los vegetales fermentados tengan
beneficios para la salud (Yuan, et al., 2023)

Clasificacién segun la via bioquimica

La fermentacion también se puede clasificar segun su via bioquimica, estas pueden ser en
fermentacion lactica, alcohdlica, acética y alcalina. La fermentacion lactica es un proceso
biolégico en el que los azlcares presentes en el medio se transforman en acido lactico y las
BAL son las principales responsables de este tipo de fermentacion. La presencia de &cido
lactico como metabolito en los alimentos provoca la desactivacion de los procesos de
descomposicién, utilizando esta fermentacidon como un método de conservacion de alimentos,
como en el caso del yogur, el kimchi y los cereales fermentados. La fermentacion alcohdlica
o etilica es un proceso anaerébico realizado por las levaduras, mohos y algunas clases de
bacterias, y tiene como finalidad proporcionar energia anaerébica a los microorganismos
unicelulares en ausencia de oxigeno para metabolizar las moléculas de glucosa y obtener
energia, produciendo alcohol y diéxido de carbono (CO;) como desechos de la fermentacion.
Ejemplos de la fermentacion alcohdlica incluyen la produccién de pan, cerveza y vino. En la
fermentacion acética, los compuestos organicos como los alcoholes y azlcares del sustrato
se convierten en acido acético mediante bacterias que pertenecen principalmente al género
Acetobacter, como en el caso de la producciéon de kéfir, kombucha, cacao, cerveza acida y
vinagre. En la fermentacion alcalina, las proteinas del sustrato se hidrolizan en aminoacidos
y péptidos, liberando amoniaco, que eleva el pH (8-9), y de esta forma inhiben aquellos
microorganismos asociados al deterioro de los alimentos. El amoniaco producido durante la
fermentacion alcalina, implicada en la preparacion de natto japonés y huevos fermentados
africanos por mencionar algunos ejemplos, es responsable del fuerte sabor y aroma umami.
Los microorganismos responsables de la fermentacién alcalina pertenecen principalmente a
Bacillus spp. y Staphylococcus coagulasa negativos, que pueden producir proteinasa
extracelular para la hidrdlisis de proteinas (Mannaa, 2021., Mosqueda, 2019).

Clasificaciéon por proceso de produccion

Los procesos de fermentacion se pueden clasificar en dos categorias principales:
fermentaciones espontdneas y fermentaciones impulsadas. Las fermentaciones
espontaneas, han sido ampliamente utilizadas en el &mbito casero y culinario, resultado de
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la competencia entre los microorganismos autoctonos (levaduras, hongos, bacterias
aerdbicas y anaerodbicas) presentes en el producto, sin embargo, estas fermentaciones
espontaneas pueden fallar facilmente debido a la contaminacion (Toran, et al., 2023). Muchos
tipos de alimentos fermentados, como el chucrut y el kimchi, todavia se producen mediante
enfoques espontaneos, especialmente en entornos de pequefia escala y en paises en
desarrollo, ya que el proceso depende completamente de mejorar el crecimiento de los
microbios disponibles en las materias primas del sustrato (Mannaa, et al.,2021).

Por otro lado, las fermentaciones impulsadas requieren la adicion de un iniciador especifico,
principalmente, cepas de BAL que incluyen miembros de Lactobacillus, Leuconostoc,
Enterococcus, Streptococcus, Oenococcus y Pediococcus, de la cuales algunas de ellas
pueden ejercer efectos beneficiosos directos sobre la salud como probiéticos vivos. La funcion
principal de los cultivos iniciadores es acelerar el proceso de fermentacién, para garantizar
gue el proceso esté controlado y que el resultado de la fermentacion sea estable en cuanto a
calidad y propiedades. El uso de cultivos iniciadores bien definidos se adopt6 por primera vez
para producir cerveza, alcohol, vinagre y pan, seguidos de productos lacteos y carnicos
(Mannaa, 2021, Toran, 2023).

Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias acido lacticas (BAL) se encuentran presentes en el ambiente y en productos
alimenticios como lacteos, frutas y vegetales. Este grupo de bacterias comprenden géneros
filogenéticamente diversos, incluidos Alkalibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus,
Pediococcus, Carnobacterium, Leuconostoc, Oenococcus, Lactococcus, Staphylococcus,
Weissella, Vagococcus, Streptococcus y Tetragenococcus (Obinwanne, et al., 2022).

Estos géneros se caracterizan por ser bacilos o cocos Gram positivos, no esporulados,
anaerobios y/o aerotolerantes, que responden a la prueba de catalasa negativamente, ya que
carecen de esta enzima. La ausencia de citocromos les brinda la caracteristica de formacion
de colonias color blanco lechosos, y pueden ser mesdfilos o termdfilos, segun las
temperaturas 6ptimas de desarrollo (Cervantes, 2019; Tamang, 2014; Obinwanne, 2022).

Clasificacién segun la via de fermentacion

Segun sus productos fermentativos beneficiosos, las especies de BAL se clasifican
ampliamente en tipos homofermentativos y heterofermentativos. Las BAL homofermentativas,
como Lactococcus y Streptococcus, producen solo &cido lactico, mientras que las BAL
heterofermentativas producen &cido lactico, acetato, etanol, CO,, formiato o succinato, segin
las caracteristicas de su metabolismo. Entre los géneros que forman parte de este ultimo
grupo se encuentra Leuconostoc, Weissella y algunos lactobacilos (Obinwanne, 2022,
Parvez, 2006).

Aplicacion de las BAL

Muchas especies de BAL estan obteniendo reconocimiento en términos de usos novedosos
considerando sus atributos Utiles en distintas biotecnologias relacionadas con la
fermentacion, incluido el crecimiento rapido, la tolerancia a los &cidos, la actividad
antimicrobiana, la seguridad para el consumo humano y animal, y la fermentacion a escala
industrial (Obinwanne, et al., 2022). Durante el proceso de fermentacion, las BAL producen
diversos metabolitos, principalmente &cido lactico, aminoacidos, exopolisacéridos, ornitina,
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aldehidos y ésteres. Cuando las BAL se utilizan como cultivos iniciadores para fermentar
vegetales, contribuyen a la produccién de productos vegetales fermentados beneficiosos
(Yuan, et al., 2023). Cabe destacar que una gran variedad de especies de las BAL inhiben la
proliferacion de bacterias patdgenas presentes en los alimentos, ya que producen
bacteriocinas como la nisina, pediocina, colicina, lactacina, enterocina, enterolisina, etc., es
decir, son excelentes agentes antimicrobianos eficaces. Las BAL y sus metabolitos
(bacteriocinas) representan una opcion viable con enormes perspectivas para la conservacion
de alimentos, empleadas para mejorar la seguridad de los alimentos y prolongar la vida util
(Onyeaka, 2022; Bhattacharya, 2022).

Las BAL se consideran un grupo importante de bacterias probitticas; definiendo probiético
como "un suplemento alimenticio microbiano vivo que brinda beneficios al animal huésped
mejorando su equilibrio microbiano intestinal" (Bintsis, 2018) La definicion de probibticos
implica tres aspectos claves: que se trate de un microorganismo 0 mezcla de
microorganismos definida microbiol6gicamente, que estén viables y que exista al menos un
estudio clinico de seguridad y eficacia que demuestre los efectos benéficos (Puntillo &
Vinderola, 2021). Los cultivos comerciales utilizados en aplicaciones alimentarias incluyen
principalmente cepas de Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. y Propionibacterium spp.
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lb. reuteri, Lactobacillus rhamnosus y Lb.
plantarum son las BAL mas utilizadas en alimentos funcionales que contienen probidticos
(Bintsis, 2018).

El chile como sustrato de fermentaciéon

El chile es un fruto en México indispensable para dar sabor a cualquier platillo, y es el
condimento nacional por excelencia utilizandolo en la preparacién tanto de salsas y guisos
hasta en productos de belleza (FIRCO, 2017). El consumo del mexicano es de alrededor de
17.2 kg de chile al afio por persona (SADER, 2021), y la mayor parte de esta materia prima
(60%) se encurte y se enlata, y alrededor del 20% se consume crudo (Sandoval, et al., 2017)).

Particularmente el chile jalapefio (Capsicum annumm L.) es el cultivo con mayor significancia
respecto a otros debido a su alta produccion, rentabilidad y gran demanda de mano de obra,
con el 32% de la produccion total (Sanchez, et al., 2020). Dicha popularidad se ha visto
valorada por distintas modalidades en las cuales se puede degustar, en las que destaca la
opcién de chile procesado como la mas habitual (58%), seguida por el chile fresco (38.5%) y
el seco o ahumado (3.5%). Entre los motivos de consumo, el sabor es el mas destacado
(87.5%), poco picor (30%), aroma (25.5%) y multifuncionalidad (15%) (Sanchez, 2020;
Sanchez, 2023).

Ademas, el chile jalapefio se caracteriza por ser una fuente rica de fitoquimicos, entre los que
destacan las vitaminas Ay C, compuestos capsaicinoides, compuestos fendlicos, flavonoides,
carotenoides, carbohidratos y fibra (Agostini, 2017; Ceniceros, 2022).

Se ha visto que el jugo de chile jalapefio puede ser empleado como un buen coadyuvante en
la disminucién del deterioro de productos de buena calidad, lo que puede proporcionar una
mayor vida de anaquel (Sanchez, et al., 2019).

Los procesamientos industriales de chile son muy variados, entre los que destacan la
deshidratacion, la elaboracion del chile encurtido, en escabeche y fermentado. El encurtido
utiliza la sal (NaCl) para su conservacién y en cuanto, al escabeche, es una salsa o adobo



gue se hace con aceite frito, vino o vinagre, hojas de laurel y otros ingredientes, siendo su
presentacion mas comun los chiles enlatados que se encuentran a la venta en el mercado.
En cuanto a la fermentacion, este proceso se lleva a cabo mediante el uso de BAL que se
encuentran naturalmente en el chile, sin embargo, estos chiles fermentados solo se han
producido a nivel de pequefias industrias (Zamora, et al., 2017).

Proceso fermentativo en la elaboracion de chiles en escabeche

Los alimentos en escabeche como pepinos, chile, zanahorias y vegetales en general suelen
conservarse a concentraciones relativamente bajas de sal (0,6%) y &cido acético (0,6%),
conservando gran parte de la frescura y la apariencia caracteristica del producto natural, esta
tecnologia es aplicada justamente en la conservacion de chiles jalapefios. Los alimentos
pueden contaminarse por diferentes microorganismos, particularmente con microorganismos
patégenos, por lo que la elaboracién del chile en escabeche es y ha sido una excelente forma
de conservarlos, es el método tradicional mas utilizado, permitiendo preservar los alimentos
durante largos periodos de tiempo. Anteriormente, los chiles se curaban en salmuera a
concentraciones de sal lo suficientemente altas como para evitar la fermentacion. Sin
embargo, hoy en dia se afiade vinagre a la salmuera, para reducir asi la concentracion de sal
y para mantener el producto con una mayor vida de anaquel, y también para reducir el pH a
menos de 4.6, de acuerdo con las regulaciones de alimentos acidificados. Los chiles en
escabeche son un producto alimenticio usado como condimento, elaborado con chiles sanos,
limpios y con el grado de madurez adecuado, chiles del género Capsicum annuum que son
sometidos o no al proceso de encurtido y posteriormente envasados en un medio liquido,
formulado con vinagre, aceite vegetal comestible, sal y agua, pudiendo adicionarse o0 no
verduras y especias. Es importante mencionar que los chiles en escabeche pueden presentar
el crecimiento de algunos microorganismos como las bacterias del género Lactobacteriaceae,
gue son las responsables de la produccion de acido lactico; del género Acetobacter que
producen diéxido de carbono (CO,); y de algunas levaduras que producen alcohol y COa.
Cabe destacar que el pH mas alto que pueden alcanzar estos productos es de 4.3 (Lorenzo,
et al., 2017).

Varios estudios han investigado la microflora presente en el chile picado, estos estudios, que
utilizaron métodos convencionales dependientes de cultivo, indicaron que las BAL, incluidas
Lactobacillus, Weissella, Leuconostoc, Streptococcus y Pediococcus, fueron los tipos de
bacterias mas abundantes presentes durante el proceso de fermentacion del chile picado
(Wang, et al., 2019).

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue realizada en el laboratorio de Biotecnologia (N-104), de la Universidad
Autonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco.

Se analizaron diferentes preparaciones artesanales de chiles en escabeche y en salmuera,
de las cuales se tomaron diferentes muestras y se realizaron diferentes procedimientos para
el aislamiento e identificacion de BAL.



CHILES EN ESCABECHE (PREPARADO No.1)

El primer estudio se realizé a partir de un preparado artesanal de chiles jalapefios con
zanahoria, cebolla y especias en vinagre, y con un tiempo de conservacion de 1 afio (Figura
1),.

Figura 1. 'Chiles en escabeche (preparado No.1)

Preparacion de medios de cultivo. Para determinar la presencia de enteropatégenos y
monitorear la sanidad y/o seguridad del producto a trabajar se emplearon medios de cultivo
selectivos. Para la preparacion de los medios se siguieron las indicaciones propuestas por el
fabricante de cada agar.

Agar MacConkey (50 g por cada 1000 ml)

Agar Salmonella y Shigella o agar SS (60 g por cada 1000 ml)
Agar Estafilococos No. 110 (149 g por cada 1000 ml)

Agar para seleccion de Estreptococos (44. 10 g por cada 1000 ml)
Agar Nutritivo (23 g por cada 1000 ml)

Man, Rogosa y Sharpe o agar MRS (55 g por cada 1000 ml)

Agar triptona de soya o TSA (40 g por cada 1000 ml)

Los medios se sometieron a un proceso de esterilizacién en autoclave a 125 °C durante 15
minutos, a excepcion del agar SS y agar para seleccion de Estreptococos. Posteriormente,
10 ml de cada agar se vacio y se distribuy6 en cajas Petri; dicho procedimiento se realiz6 en
campana de flujo laminar. Se dejaron solidificar por 10 minutos a temperatura ambiente, bajo
condiciones estériles, y posteriormente fueron reservados en refrigeracion hasta su uso.
Adicionalmente, se prepararon medios de cultivo liquidos:

e Caldo MRS (55 g por cada 1000 ml de agua destilada)

e Caldo Nutritivo (8 g por cada 1000 ml de agua destilada)

e Caldo Soya Tripticaseina o TSB (30 g por cada 1000 ml de agua destilada)
De manera similar que, con los medios soélidos, cada uno de los medios liquidos se preparé
segun las indicaciones del fabricante. De cada medio liquido se vaciaron 15 ml en viales de
vidrio para después esterilizarlos en autoclave a 125 °C durante 15 minutos.



Preparacion de diluciones.

Para la preparacion de las diluciones se prepard una solucion estéril de cloruro de sodio
(NaCl) al 0.9% (solucion salina isotonica, SSI); para ello se pesaron 0.45 g de NaCl y se
disolvieron en 50 ml de agua destilada. La solucién resultante se llevé a esterilizar en
autoclave durante 15 minutos.

Con micropipeta se tomo un indculo de 1 ml del producto a analizar, y se reservo en un tubo
Eppendorf estéril de 1.5 ml. A partir de este indculo se realizaron diluciones decimales,
transfiriendo 100 pl de la dilucién a otro tubo Eppendorf con 900 ul de SSI, para obtener una
primer dilucion (10~1). Posteriormente se prepararon las diluciones decimales necesarias,

de SSI hasta llegar a la dilucién deseada.i i

Siembra de diluciones.

Después de preparar las diluciones, cada una de las cajas Petri con medio de cultivo se dividié
en cuadrantes y en cada cuadrante se colocaron 5 pl de las diluciones y de la muestra directa,
posteriormente, con asa bacteriolégica de acero se realizd siembra por estriado en zigzag.
Dicho procedimiento fue realizado para cada uno de los medios de cultivo utilizados. Las
cajas Petri fueron etiquetadas y colocadas de manera inversa en estufa de incubacion a 37
°C por 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién, se revisaron y seleccionaron aquellas
cajas Petri que tuvieran crecimiento de colonias bacteriolégicas y se evaluaron sus
caracteristicas macroscopicas.

Determinacion de pH. Se evalud el pH del preparado con un potenciometro H12210 pH,
(Neter®).

Macerado de chile e inoculacién en medios liquidos. Para determinar la presencia de
microorganismos enddfitos del chile, se tomé una muestra directa de materia vegetal (chile)
a partir del preparado, el cual se macero en un mortero con pistilo (macerado de chile). El
producto de maceracion (0.5 g) se inoculo en los diferentes medios liquidos. Adicionalmente,
2 ml de muestra liquida del preparado fueron también inoculados en los medios liquidos. El
ensayo se llevé a cabo por duplicado (tabla 1). Posteriormente, los viales se colocaron en
incubadora rotatoria a 37°C por 48 horas.



Tabla 1. Esquema de siembra en medios de cultivo liquidos

Medio de
cultivo Caldo MRS Caldo TSB Caldo Nutritivo
liquido

Tipo de
muestra

Con liquido
del preparado

Con chile
macerado

Aislamiento y purificacion de cepas. A partir de los medios liquidos inoculados con el
macerado se tomé un inoculo de 5 pl y se sembré por estriado masivo en cajas Petri con
medios de cultivos sdlidos. Las cajas Petri se incubaron a 37°C por 48 horas, y observando
el crecimiento de colonias cada 24 horas. De cada una de las colonias observadas se tomo
una muestra y se sembré en medios de cultivo sélidos TSA y MRS para la purificacion de las
cepas de interés.

Evaluacién de las caracteristicas macro y microscopicas.

Caracteristicas macroscopicas. Pasadas las 48 horas, se llevo a cabo la observacion de
las caracteristicas macroscopicas de las colonias obtenidas, considerando morfolégicamente
su tamafio, forma, textura, elevacion, borde, color, olor y comportamiento 6ptico (Vargas &
Kuno, 2014).

Caracteristicas microscopicas. Para la descripcion microscopica, se realizaron frotis de
cada cepa seleccionada y se sometieron a tinciones de Gram para determinar la forma de las
bacterias (cocos, bacilos, espiroquetas o filamentos) y agrupacion celular, asi como identificar
si eran Gram positivas o Gram negativas.

Tincién de Gram: en un portaobjetos se colocdé muestra de una colonia bacteriana con asa
bacteriologica y se extendié con ayuda de una gota (~5 pl) de agua destilada, el frotis
bacteriano se fij6 a flama lenta con mechero bunsen, cuidando que no se quemara el frotis.
Para la tinciobn de Gram, el frotis se cubrid con colorante cristal violeta durante 1 minuto,
pasado el tiempo se lavé con agua destilada, después se cubrié con una solucion de lugol
durante un 1 minuto y nuevamente se lavd con agua destilada, posteriormente se decoloré
con alcohol-acetona por 5 segundos e inmediatamente se lavo con agua destilada, finalmente



se cubrio con una gota de colorante de safranina por 1 minuto y se procedio a lavar con agua
destilada. Para después dejar secar y observar al microscopio con objetivo de 100x.

Pruebade catalasa. Una vez aisladas y purificadas las cepas se realizé la prueba de catalasa
para colonia aislada. Para ello, con la ayuda de un asa bacteriolégica, en un portaobjetos se
coloc6é una muestra de la colonia bacteriana y se adiciono una gota de agua oxigenada al
30%, observando si hay formacién de burbujas como producto de la liberacion de oxigeno.

Tolerancia a condiciones salinas. Adicionalmente, cada una de las colonias aisladas se
sometid a diferentes concentraciones de NaCl (3%, 4% y 5%) para determinar su tolerancia.
El medio empleado para esta prueba fue caldo MRS adicionado con 150 pul de muestra (1%
in6culo). ElI medio se cultivd en incubadora rotatoria por 24 horas a 37 °C para después
evaluar la turbidez de los medios.

CHILES EN ESCABECHE (PREPARADO No.2)

Se realiz6 un nuevo preparado artesanal de chiles jalapefios con zanahoria, col, coliflor,
cebollay especias a una sola concentracion de vinagre. Dichos ingredientes fueron adquiridos
en un mercado publico de la colonia Coyoacéan, Ciudad de México.

Figura 2. Chiles en escabeche (Preparado No. 2)

Elaboracién de chiles en escabeche (Figura 2). Se utilizaron 500 g de chiles jalapefios, 5
zanahorias medianas, 5 dientes de ajo, 100 g de cebolla, 100 g de coliflor, 100 g de col, 5
pimientas gordas, 5 hojas de laurel, 1 ramita de tomillo, orégano, clavo, 14 g de sal comercial,
14 g de azucar, 60 ml de aceite de olivo, 500 ml de agua purificada y 500 ml de vinagre blanco.
Los chiles jalapefios, zanahorias, cebolla, coliflor y col fueron lavados con agua potable y
clorada, para después ser cortados en julianas.

Preparacion. Se calentaron 2 litros de agua para escaldar las verduras, en cuanto comenzé
a hervir se afiadi6 la verdura y se dej6 hervir durante 5 minutos, pasado el tiempo las verduras
se colocaron en un colador para eliminar el exceso de agua. Posteriormente, en otra cacerola
se calento el aceite de oliva y se afiadi6 la cebolla picada y los dientes de ajo, asi como las



especias de olor (pimienta, laurel, tomillo, orégano y clavo). Se afiadié vinagre y agua en una
proporcion 1:1, ademas de condimentar con sal y azUcar. El preparado se mezclé y dejé hervir
(escabeche) durante 3 minutos. Finalmente, las verduras escurridas se colocaron en un
frasco grande y se agreg6 el escabeche todavia caliente. El frasco se cerré perfectamente y
se dej6 reposar por 24 horas en un lugar fresco y a temperatura ambiente.

Caracterizaciéon microbiolégica. Para la caracterizacion microbioldégica se siguié la
metodologia descrita en el preparado No.1, la cual estd esquematizada en la figura 3. Los
medios de cultivo utilizados para la caracterizacion fueron agar Nutritivo, TSA, MRS, selectivo
para Estreptococos, SS, MacConkey, y Estafilococos No. 110. La toma de muestra directa
del preparado artesanal No. 2 se realiz6 a las semanas 1, 2 y 3 de conservacion.
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Figura 3. Esquema de la metodologia para el andlisis de BAL en chiles en escabeche
(preparado No. 2).

CHILES EN ESCABECHE (PREPARADO No.3)

Se realizaron 3 nuevos preparados artesanales de chiles jalapefios con zanahoria, col,
coliflor, cebolla y especias, pero variando las concentraciones de vinagre (Figura 4). Dichos
ingredientes fueron adquiridos en un mercado de la colonia Coyoacén, Ciudad de México.

iy

Frasco 1 Frasco 2 Frasco3 |

Figura 4. Preparado artesanal de chiles en escabeche (preparado No.3). Frasco 1: sin vinagre;
frasco 2: 1:1 agua-vinagre; frasco 3: 3:1 agua-vinagre.



Elaboracién de chiles en escabeche. Para cada frasco se utilizaron 125 g de chiles
jalapefios, 2 zanahorias medianas, 3 dientes de ajo, 50 g de cebolla, 100 g de coliflor, 100 g
de col, 4 pimientas gordas, 5 hojas de laurel, 1 ramita de tomillo, orégano, clavo, 14 g de sal
comercial, 28 g de azucar, 20 ml de aceite de olivo. Los chiles jalapefios, zanahorias, cebolla,
coliflor y col fueron lavados con agua potable y clorada, para después ser cortados en julianas.

Frasco 1: 500 ml de agua purificada

Frasco 2: 250 ml de vinagre y 250 ml de agua purificada

Frasco 3: 125 ml de vinagre y 375 ml de agua purificada
Preparacion. Se calenté 1 litro de agua para escaldar las verduras, en cuanto comenzo a
hervir se afiadio la verdura y se dejé hervir durante 5 minutos mas, pasado el tiempo la
verdura se escurrié en colador. Posteriormente, en otra cacerola se calent6 el aceite de olivo
y se afiadi6 la cebolla picada y los dientes de ajo, asi como, las especias de olor (pimienta,
laurel, tomillo, orégano y clavo). Se afiadi6 el vinagre, agua, sal, azicar y se movio y dejo
hervir (escabeche) por 3 min. Finalmente, las verduras escurridas se colocaron en los
diferentes frascos y se agregd el escabeche auln caliente. Los frascos se cerraron
perfectamente y se dejaron reposar por 24 horas en un lugar fresco y a temperatura ambiente.

Caracterizacion microbiolégica. Se realiz6 la metodologia descrita en el preparado No.1,
utilizando agar TSA, Nutritivo, PDA, MRS y EMB (Figura 5). Se tomaron muestras individuales
de cada uno de los preparados en la semana 1, 2 y 3 para su analisis.
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Figura 5. Esquema de la metodologia para el andlisis de BAL en chiles en escabeche (preparado
No.3)

CHILES/COL/COLIFLOR EN SALMUERA (PREPARADO No. 4)

Se realiz6 el analisis por separado de cada uno de los ingredientes utilizados para la
preparacion artesanal de chiles en salmuera, asi como en mezcla (Figura 6). Dichos
ingredientes fueron adquiridos en un mercado de la colonia Coyoacén, Ciudad de México.

Preparados:
e Muestra 1: 200 g de chile jalapefio en rodajas
e Muestra 2: 180 g de col picada
e Muestra 3: 200 g de coliflor picada
e Muestra 4: Todos los ingredientes (chile jalapefio, col y coliflor) en proporciones
iguales hasta obtener un peso total de 200 g.



A cada uno de los preparados se le adicioné 100 ml de salmuera, la cual se preparé con 10%
de sal comercial y 5% de azucar refinada. Cada muestra se prepar6 por triplicado (Figura 6).

Figura 6. Preparado artesanal de chile/col/coliflor en salmuera (preparado No. 4)

Preparacion. Para la preparacion, los chiles jalapefos, la coliflor y la col fueron lavados con
agua potable y clorada, para después ser cortados en julianas.

Posteriormente, en frascos individuales de 210 ml se afiadio por separado el chile jalapefio,
col, coliflor, y en un cuarto frasco todos los ingredientes juntos. A cada frasco se le agreg6
100 ml de salmuera, volumen que permitié cubrir por completo cada uno de los ingredientes
y la mezcla. Los frascos se taparon y reservaron a temperatura ambiente por 24 horas.

Caracterizacion microbiol6gica Se realizé la misma metodologia descrita en el preparado
No.1 de chiles en escabeche, utilizando agar TSA, PDA, MRS y EMB (Figura 7). La toma de
muestra de cada uno de los preparados se realiz6 en la semana 1, 2y 3.
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Figura 7. Esquema de la metodologia para el analisis de BAL en chile/col/coliflor en salmuera
(preparado No. 4)



CRECIMIENTO DE LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS EN MEDIO LiQUIDO ADICIONADO
CON MACERADO DE CHILE

Esta nueva metodologia implement6 el uso de chiles jalapefios como fuente de nutrientes
para el crecimiento de una cepa de Lactobacillus acidophilus. EI medio de cultivo liquido se
prepard variando la cantidad de chile jalapefio y de cloruro de sodio (NaCl). Se trabajé por
triplicado y con dos controles: uno sin NaCl y otro sin bacteria ni NaCl (Figura 8).

Control sin L. Control sin L. Control sin L.
= acidophilus y = acidophilus y = acidophilus y sin
sin NaCl sin NaCl NaCl
|| Control sin || Control sin | | Control sin

NaCl NaCl NaCl
= 1% NaCl = 1% NaCl = 1% NaCl
= 2% NaCl = 2% NaCl = 295 NaCl
= 3% NacCl = 3% NacCl = 3% NaCl
= 4% Nacl =1 4% Nacl = 4% Nacl

Figura 8. Esquema del analisis de medios liquidos a base de chile jalapefio con diferentes
concentraciones de NacCl.

Preparacion para medios de cultivo liquidos con chile jalapefio

Los chiles jalapefios fueron lavados con agua potable y clorada, para después ser cortados
dependiendo de la cantidad a utilizar.

En un mortero se macero la cantidad de chile jalapefio a utilizar para 18 viales a preparar. El
macerado se paso por un colador afadiendo de a poco la cantidad de agua necesaria para
los 18 viales (7 ml por vial). Asi mismo, en cada uno de los viales se vacio la cantidad de NaCl
correspondiente, es decir, 3 viales con 1%, 2%, 3% y 4% de NaCl, respectivamente. El
preparado se agité suavemente hasta disolver, para después sellar cada uno de los viales.
Finalmente, se llevo a esterilizacion en autoclave a 125 °C durante 15 minutos, y fueron
reservados hasta el momento de su uso. Este procedimiento fue realizado por separado para
cada una de las concentraciones de chile jalapefio (1 y 10%).



Preparacion de medio de cultivo liqguido de MRS. Se prepar6 medio de cultivo liquido MRS
para el crecimiento de L. acidophilus. Adicionalmente, los medios fueron suplementados con
diferentes concentraciones de NaCl.

e Caldo MRS (55 g por cada 1000 ml de agua destilada)

Cantidad de cloruro de sodio (NacCl)

e 1% 0.28 g de NaCl
o 2% 0.21 g de NaCl
e 3% 0.14 g de NaCl
e 4% 0.07 g de NaCl

El medio de cultivo se prepar6 segun las indicaciones del fabricante. Se preparé la cantidad
necesaria para tener 18 viales con 7 ml del medio. Cada triplicado fue adicionado con la
cantidad de NaCl correspondiente. Los viales se esterilizaron en autoclave a 125 °C durante
15 minutos; los viales fueron reservados hasta su uso. El pH inicial de cada tratamiento se
determino.

Activacion y obtencién de in6culo

Se utiliz6 como iniciador de cultivo una cepa de L. acidophilus, reconstituida en medio de
cultivo sélido MRS, bajo condiciones anaerobicas, a 37 °C por 24 horas. La biomasa obtenida
se centrifugdé en un tubo Eppendorf, a 11000 rpm durante 2 minutos, para concentrar las
células. Ademas, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril para eliminar restos de
los nutrientes del medio sélido. Para el inéculo, el pellet obtenido se suspendié en 30 ml de
agua destilada estéril, que se ajustd a densidad Optica segun el estandar de turbidez 0.5 de
McFarland, para tener una concentracion celular equivalente a 1.5x10% UFC/ml. Del in6culo
se tomaron 0.5 ml por vial, los cuales fueron inyectados con jeringas en cada uno de los viales
(excepto en controles sin muestra); ya una vez inoculados se llevaron a incubacién a 37 °C y
100 rpm, por 24 horas (figura 9).




Figura 9. Medios de cultivo liquidos con L. acidophilus.
a) MRS; b) Chile al 10%; c) Chile al 1%.

Caracterizacién microbiol6gica. A las 48 horas de crecimiento se tomé una muestra de 30
pl de cada uno de los caldos, y por goteo se colocé una muestra en medios de cultivo sélidos
MRS; lo anterior para llevar un seguimiento del crecimiento de L. acidophilus. Los medios se
llevaron a incubacion por 24 horas a 37 °C, este procedimiento se realiz6 la semana 1, 2y 3.
Posteriormente, de cada una de las colonias obtenidas se tomo6 una muestra y observaron
las caracteristicas macroscépicas y microscopicas, para después realizar la prueba de
catalasa a cada una de ellas y corroborar la presencia de L. acidophilus.

RESULTADOS Y DISCUSION

La fermentacién de vegetales ha sido un método tradicional mayormente utilizado para
conservar verduras. Algunas de las principales matrices utilizadas para producir vegetales
fermentados son el repollo, rabano, chile, jengibre, pepino y aceituna (Xigian, et al. 2023). La
produccion de vegetales fermentados depende de la fermentacion espontanea de bacterias
del &cido lactico (BAL) presentes de manera natural en el vegetal (Zhang, et al. 2023).

En este trabajo se aislaron bacterias provenientes de 3 diferentes preparados de chiles en
escabeche (con vinagre), buscando aislar y caracterizar BAL, asi como de un preparado de
chile/col/coliflor en salmuera.

Para el primer preparado de chiles en escabeche, después de la inoculacion de diluciones en
medio MacConkey, SS, Estafilococos No. 110, medio para seleccién de Estreptococos,
nutritivo y MRS, no se logroé aislar bacterias, es decir, no hubo crecimiento de BAL en el primer
preparado de chiles en vinagre. Cabe destacar que el preparado presentaba un residuo graso
y con el objetivo de corroborar si existia interferencia de dicha fase oleosa se tomaron
muestras de diferentes profundidades del recipiente (parte oleosa, parte media y fondo del
frasco). El resultado del ensayo anterior no mostr6 crecimiento de bacteria alguna.

Dado los resultados anteriores, se realiz6 otro ensayo para determinar si los ingredientes
presentes en el preparado interferian como agentes externos para el crecimiento de bacterias.
Para lo cual se tom6 una muestra de chile, el cual se macero y se inoculo en medios de cultivo
liquidos (caldo de cultivo MRS, Nutritivo y TSB). A partir de los medios liquidos, se tomaron
muestras y se inocularon en medios sélidos, y tras 24 horas de incubacion se observo el
crecimiento de bacterias a partir solo de los medios liqguidos MRS y TSB. Resultados que
indican que las bacterias posiblemente se encuentren dentro las células vegetales del chile
jalapefio y no en el medio exterior. Sin embargo, las bacterias aisladas no corresponden a



alguna especie de lactobacilos, ya que, al realizar la prueba de catalasa, esta dio positiva.
Cabe destacar que el pH de este preparado fue de 2.62.

Al no obtener un resultado satisfactorio de crecimiento bacteriano con el preparado 1, se
realiz6 un segundo preparado de chiles en escabeche, en este segundo preparado
(preparado 2) se realiz6 un procedimiento similar al primero. Se prepararon diluciones y se
inocularon en los medios de cultivo so6lidos en una primera toma de muestra (semana 1).
Como resultado de este ensayo, no se encontré presencia de BAL ni fue posible su
apreciacion y conteo de UFC, debido a la contaminacién del preparado por parte de otros
microorganismos de rapido crecimiento. Sin embargo, en la Gltima toma de in6culo (semana
3) y posterior a la inoculacién en medios de cultivo sélidos, ya no se obtuvo desarrollo alguno
de microorganismos, tanto enteropatbgenos, como propios del preparado.
Con relacion al pH del preparado, el pH inicial fue de 3.40 y el final de 3.34.

En la preparacién de un tercer producto de chiles en escabeche, se evalud si la proporcion
de vinagre adicionada a la preparacién era un determinante para el desarrollo tanto de BAL
como de microorganismos enteropatégenos, posterior a la toma de muestra e inoculacion de
este preparado (preparado 3) en medios de cultivo sélidos, no se observd crecimiento de
ningun microorganismo en aquellos preparados que tenian vinagre (proporcion vinagre/agua
1/1 pH = 3; vinagre/agua 1/3 pH = 3.2) encontrando asi, que la adicién de vinagre si es un
determinante en estas preparaciones para el control del crecimiento de microorganismos. Lo
anterior se sustenta con los resultados obtenidos del preparado que no contenia vinagre (pH
= 3.3), el cual, desde la primera toma de muestra, que fue a los 7 dias, mostrd crecimiento
de microorganismos en los diferentes medios (EMB, TSA, Nutritivo, PDA y MRS).

Cabe destacar que en este preparado sin vinagre, y que en la primera inoculacion se obtuvo
el desarrollo de bacterias, especificamente bacilos, el muestreo posterior mostré un aumento
en el desarrollo de cocos y levaduras, originarios de la descomposicién del preparado, siendo
visible en el frasco. En la figura 10, se puede ver como pasadas las semanas hubo una
disminucion en el nimero de bacterias en el producto sin vinagre, hasta llegar a la semana 4
donde ya no hubo desarrollo de ningun tipo de bacteria, pero si de levaduras que no fueron
contabilizadas, asi mismo, durante estas 4 semanas los valores de pH se mantuvieron
constantes en un rango de 3.4 a 3.3.
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Figura 10. Desarrollo de UFC/ml y acidez del preparado 3 sin vinagre con respecto al
tiempo.

Muchas de las caracteristicas organolépticas de los preparados, sobre todo aquellos que son
el resultado de la fermentacion puede verse influenciada por la adicion de sal, glucosa y
algunos éacidos, influyendo en el pH de las preparaciones (Vegas, et al. 2018). En los primeros
preparados de chiles en escabeche, con la adicién de vinagre, se observaron valores de pH
por debajo de 3.5, infiriendo que el efecto del pH afectd el crecimiento de BAL y por lo tanto
impidiendo la obtencién de biomasa. A pesar de que se ha reportado que la mayoria de las
especies de BAL pueden tolerar un pH inferior a 5.0, es de gran importancia determinar un
pH o6ptimo, ya que un pH inadecuado puede resultar en un efecto negativo sobre el
crecimiento de microorganismos, debido a alteraciones en la estabilidad de sus membranas,
dificultando su capacidad de intercambio i6nico e inhibiendo su actividad enzimatica (Vera, et
al 2020).

Existen variaciones en los procedimientos de produccion utilizados para diferentes verduras
fermentadas. Una de las técnicas de fermentacién predominantes es el encurtido en
salmuera, y para esta técnica se aplican comunmente dos tipos de procedimientos: el primero
es usando salmuera completamente fresca como se hizo en esta investigacion, y el segundo
es usando salmuera fresca mezclada con salmuera reutilizada en una cierta proporcion, lo
que contribuye en la aromatizacién de las verduras encurtidas (Zhang, et al., 2023).

Es asi como debido al poco crecimiento de BAL en productos con vinagre, se realiz6 un cuarto
producto a base de chiles/col/coliflor en salmuera con 10% de sal, siendo esta la
concentracion mas baja de sal que se puede utilizar sin efectos perjudiciales. Ya que una
concentracion elevada de sal para una salmuera, como por ejemplo 17%, inhibe por completo
el crecimiento de BAL (L6pez, 2010).

Para la preparacion con chiles y en base en el conteo del nUmero de colonias obtenidas, se
calcul6 el nimero de UFC/ml en los medios de cultivo MRS, EMB, TSA y PDA,; los valores
obtenidos fueron del orden de 10* UFC/ml para la semana 1 en todos los medios, y un
promedio del orden de 10° en medio TSA y PDA y de 10° en medio MRS a la semana 3
(Figura 11). Asi mismo, para el preparado con col, se obtuvo un valor promedio del orden de
10* en medios MRS, TSA y PDA ala semana 1y un promedio del orden de 10°a la semana



3 (Figura 12). En ambos preparados (chile y col) se observé un incremento en el crecimiento
de bacterias con respecto al tiempo y un decremento en el pH de los productos.
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Figura 11. Desarrollo de UFC/mly acidez en Chile con respecto al tiempo en medios de

cultivo.
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Figura 12. Desarrollo de UFC/ml y acidez en col con respecto al tiempo en medios de
cultivo.

Por otro lado, para los preparados con coliflor y la mezcla de vegetales se obtuvieron valores
en un orden de 10’ en los medios MRS, EMB, TSA y PDA a la semana 1 y de 10° en la
semana 3 (Figura 13), valores en el orden de 10°en la semana 1 y de 10° en la semana 3,
respectivamente (Figura 14).
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Figura 13. Desarrollo de UFC/ml y acidez en coliflor con respecto al tiempo en medios de
cultivo.
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Figura 14. Desarrollo de UFC/ml y acidez en chile/col/coliflor con respecto al tiempo en
medios de cultivo

Los resultados indican una disminucién en el nUmero de microorganismos en ambos casos
(coliflor y mezcla de vegetales). Se sabe que una solucién de salmuera con una alta
concentracion de sales extrae azucar y agua de las verduras, ya que la sal penetra en el
vegetal a través de los poros formados en la superficie en respuesta al cambio de presion
externa, considerandose como el paso primario y significativo en la fermentacion. Para la piel
de superficie rigida o lisa de algunas verduras que carecen de poros, la difusién de la sal se
retrasa, lo que puede resultar en un periodo de fermentacion mas prolongado, lo que ocasiona



gue puede requerir varios meses para obtener los resultados esperados de los encurtidos
(Xigian, et al. 2023). Lo anterior deriva en la razén por la que puede existir un decremento en
el numero de UFC en coliflor a comparacion con el chile y la col, ya que no se permitia tener
los azUcares necesarios por parte del vegetal para la supervivencia de las bacterias.

Respecto al pH, al inicio permaneci6 constante en cada uno de los preparados
(chile/col/coliflor), en un rango de 5.4, pero al final del ensayo, el pH decreci6é a 4.62 para
chile; 5.0 Col; 3.81 Caoliflor y 4.64 para la mezcla de vegetales. Existe la posibilidad de que
los cambios de pH continten al aumentar el tiempo de fermentacion, ya que dicho proceso
puede durar desde varios dias y hasta meses (Xigian, et al. 2023).

Es importante mencionar que, al finalizar el tratamiento de los preparados, estos comenzaron
a presentar en la superficie contaminacion y una aparente descomposicién de los vegetales.
Ademas, se observo la presencia de levaduras, siendo importante la calidad de las verduras
gue puede verse afectada por el metabolismo de la poblacién microbiana durante el proceso
de fermentacién, que incluye microorganismos complejos, especialmente la comunidad
microbiana autdctona, la actividad de las enzimas, las variedades de los condimentos y las
condiciones de fermentacién (Xigian, et al. 2023).

Algunas de las bacterias que se lograron aislar de los tres preparados de chiles en escabeche
y de los preparados de chiles/col/coliflor en salmuera, se sometieron a un proceso de
caracterizacién macroscopica de las colonias, seleccionando aquellas que tenian una forma
redonda, tamafio pequefio, con bordes enteros, convexa, cremosa y de color blanquecina.
Posteriormente, fueron evaluadas mediante frotis tefiidos con tincion de Gram, obteniendo 11
aislados Gram positivos, de los cuales 4 fueron cocos y 7 bacilos. Cabe destacar que se ha
reportado que las bacterias Gram positivas son los principales organismos responsables del
proceso de fermentacion en las etapas iniciales (Vegas, et al. 2018). En cuanto a morfologia,
los resultados obtenidos se pueden relacionar con los géneros ya reportados de Lactobacillus
y Carnobacterium, ya que estos son bastones o bacilos, mientras que los demas géneros
tienen forma de cocos, con excepcion del género Weissella que pueden tener forma tanto de
bastones como de cocos (Bar Zakas et al. 2017). En cuanto a la caracterizaron mediante
prueba de catalasa, todos los aislados no fueron capaces de producir burbujeo cuando se
mezclaron con peréxido de hidrogeno (H-0O,), mostrando ausencia de la enzima catalasa,
caracteristica de las especies de Lactobacillus (Goyal, et al. 2012). Por ultimo, se evalu6 el
efecto del NaCl sobre los aislados, utilizando concentraciones de 3%, 4% y 5%; los resultados
se obtuvieron visualmente y en funcion de la intensidad de la turbidez, obteniendo resultados
positivos, es decir, microorganismos con la capacidad de crecimiento en las diferentes
concentracion de NaCl. De acuerdo con Tegenaw y colaboradores (2023), Lactobacillus
puede sobrevivir a concentraciones de 1.5% — 6% de NaCl y para evitar una reduccion
excesiva del pH por el acido lactico, las bacterias bombean élcali al exterior y convierten el
acido libre en su forma de sal, elevando la presion osmotica sobre las células bacterias,
siendo asi que el aislamiento de posibles cepas de bacterias lacticas depende de las
caracteristicas de alta osmotolerancia (tabla 2 y tabla 3).



Tabla 2. Caracteristicas y numero de aislamientos por experimento en preparados de chile jalapefio en escabeche.

Experimento

Experimento

Experimento 3

Tiempo de 1 :ﬁo 19 fh’as 24 dias
conservacion
Muestra Macerado Liquido Liquido (sin vinagre)
#de cepas 1 1 5

Morfologia colonial

Morfologia celular Coco Bacilo Bacilo Coco
1 1 2 3
Tincion de Gram + + + +
Catalasa - - - -
3% NaCl + + + +
4% NaCl + + + +
5% NaCl + + + +




Tabla 3. Caracteristicas y niumero de aislamientos en preparados de chile jalapefio, col,
coliflor y mezclado en salmuera.

Chile Col Coliflor Chile/Col/Coliflor
Tiempo de conservacién 20 dias 20 dias 20 dias 20 dias
Muestra Liquido Liquido Liquido Liquido
# de cepas 1 1 1 1

Morfologia colonial

Morfologia celular Bacilo Bacilo Coco Bacilo

Tincién de Gram + + + +
Catalasa - - - -
3% NaCl + + + +
4% NaCl + + + +
5% Nacl + + + +

Multiples comunidades microbianas interactian dentro del complejo microambiente
microbiano de las verduras fermentadas. Estudios han demostrado que las especies de
Lactobacillus y Candida, especificamente, Lactobacillus brevis y Candida sp. F15, son los
gue dominan en la fermentacion de chiles (Ye, et al., 2022)

Como resultado de la evaluacién del crecimiento de L. acidophilus en un medio de cultivo
liguido utilizando como Unica fuente de nutriente el chile jalapefio, después de la semana 1
de inoculacién se demostré la supervivencia de la cepa en los medios con 1% y 10% de chile
y en los medios de MRS, sin embargo, en la semana 2 ya no habia crecimiento en los medios
MRS, pero si en los medios a base de chile (Tabla 4). Ademas, se realizé la caracterizacion
de las colonias aisladas y mediante tincion de Gram se verificd el crecimiento de L.
acidophilus, observando asi un crecimiento positivo de BAL con este tipo de alimentos. Se ha
reportado que las BAL adicionadas a este tipo de alimentos aprovechan como fuente de




carbono adicional la pectina presente en los chiles, que debido a la accion de enzimas
especificas (pectinasas) generan sacéaridos (Martinez, et al. 2006), haciendo factible utilizar
las matrices vegetales como sustrato para microorganismos probiéticos.

Tabla 4. Desarrollo de L. acidophilus en medios de cultivo
liquidos con 1% chile, 10% chile y MRS
Semana 1l Semana 2 Semana 3
Morfologia colonial
MRS
Control sin bacteria | Nulo Nulo Nulo
Control sin NaCl | Bacilos Nulo Nulo
1% NaCl | Bacilos Nulo Nulo
2% NaCl | Bacilos Nulo Nulo
3% NacCl | Bacilos Nulo Nulo
Cocos
4% NacCl | Cocos Nulo Nulo
Chile al 1%
Control sin bacteria | Nulo Nulo Nulo
Control sin NaCl | Bacilos Bacilos Nulo
1% NaCl | Bacilos Bacilos Nulo
2% NaCl | Bacilos Bacilos Nulo
3% NacCl | Bacilos Nulo Nulo
4% NacCl | Nulo Cocos Cocos
Chile al 10%
Control sin bacteria | Nulo Nulo Nulo
Control sin NaCl | Bacilos Bacilos Nulo
1% NaCl | Bacilos Bacilos Nulo
2% NaCl | Bacilos Bacilos Nulo
3% NacCl | Bacilos Bacilos Nulo
4% NacCl | Nulo Cocos Cocos




CONCLUSION

De los 3 preparados de chiles en escabeche y uno de chiles en salmuera, se logro aislar un
total 11 cepas de bacterias. Todas fueron caracterizadas en base a la morfologia
macroscoépica y microscopica de sus colonias, entre otras caracteristicas. El aislamiento
permiti6 la obtencion de colonias redondas, de tamafio pequefio, con bordes enteros,
convexa, cremosa y de color blanquecina. Todas las cepas fueron bacterias Gram positivas,
de las cuales 7 fueron bacilos y 4 fueron cocos. No se obtuvieron microorganismos catalasa
positiva y fueron resistentes a concentraciones de hasta 5% en NacCl.

En conjunto, los resultados mostraron posibles aislamientos de BAL. Sin embargo, se debe
tomar en cuenta que en las fermentaciones vegetales existen muchos microorganismos que
pueden afectar la calidad y la seguridad de los productos, siendo importante tomar en cuenta
factores como el pH, la disponibilidad de oxigeno, la temperatura, los nutrientes, la
concentracion de sal que pueden influir en la optimizacién del proceso de fermentacion,
afectando el crecimiento de las BAL. Asi mismo, el uso de vegetales como ingrediente
principal para la supervivencia éptima de cepas probidticas es una iniciativa factible, que
permite darle un valor adicional a ciertos vegetales y/o productos, por lo que seria importante
seguir con la investigacion de este tipo de matrices vegetales, aprovechando también las
propiedades bioactivas Unicas de los vegetales y sus posibles efectos terapéuticos.
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