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OBJETIVO

El principal objetivo de este trabajo es ver
8f el chile puede actuar como un agente bactericida o =
bacteriostdiico en microorganismos que atacan comunmen-
te a los alimentos.

Bl ssgundo objetivo es buscar la concentra-—-—
¢ién a la que é&ste puede funcionar como agente bacteri-
cida o bacteriostdtico.

El tercer objetivo es ver si el chile puede =
utilizarse como un agente conservador en algunos alimen
tos.

El cuarto y dltimo objetivo seria el de con--
tribuir al empleo de productos naturales en la indug——-
tria alimentaria, ya que el chile es uno de los alimen-
tos que se producen en gran escala, debido a que se con
sume mucho por diferentes sectores de la poblacidn mexi

cans.,



INTRODUCCION

Desde hace muchos afioa el chile ae ha conside
rado como un alimento importante, debido a que se consu
me en diversas formas en la Repdblics Mexicana y en al-
gunas partes de América. Pero las investigaciones acer-
ca de propiedades y caracteristicas de éste son muy po-
‘cas, ya que en México y en varias partes del mundo, sé-
lo se han hecho estudios sobre la composicidén bromatold

gica: contenido de capsaicina (pungencia), del color -—-
(capsantina) y tocoferoles como componentes qufmicos.

Por investigaciones hechas por Chipauli; J.R.
Mizuno; G.R., Hawkinz; J.M. Anluntberg; W.0. en 1952, se
vié que el chile presenta un efecto antioxidante, retar
dando el desarrolio de perdxidos y dcidos grasos en car
nes (pollo, res y puerco) cocidas y refrigeradas., Por -
lo .cual se pensd gque como producto natural podris spli-
cdrsele otra propiedad: funcionar como agente bacterici
da o bacteriostdtico. Para probar dsto sme utilizaron ==
chiles jalapefios, serranos; poblanos, chilacas, mulatos
anchos, pasillas, guajillos y chipotles, que son los —-
que mds se consumen aquf en HMéxico.

Las variedades de microorganismos que se esco

gieron, fueron los que atacan mds comunmente a los ali-



mentos, y song

Pseudomonas. Tienen la capacidad de desarrollarse a ba-
jas temperaturas (refrigeracidn). Su tendencia aerobia
les permite crecer rdpidamente y originar productos de
oxidacidn y mucilagos en la superficie de los alimentos,
Escherichia, Se considera como un signo de contaming =
cidn por desechos intestinales. Crecen a temperaturas -
comprendidas dentro de un amplio margen.

Serratia. Son productoras de pigmentos rojos que dan un
coloxr anormal & la superficie de los alimentos, y ade-
mds son microorganismos con una fuerte actividad proteo
1{tica.

Erwinia. Son patdgenos de vegetales.

Salmonella. Son bacterias entéricas,; patdgenas, que al
desarrollarse en los alimentos ocasionan a veces enfer—
medades alimenticias, prudiciendo la fiebre tifoidea.
Shigella. El género Shigells estd estrechamente relacio
nado con E, coli y Salmonella. Es generalmente patdgena
del hombre ocasionando severas gastroenteritis denomina
das habitualmente " disenterfa bacterians ¥,

Streptococcus, Proviene del conducto intestinal del hom

bre y de los animesles y & veces se usan como organismos
indicadores de contaminacidn fecal en los alimentos,

Leuconestoc. Producen gran cantided de mucilago en me~
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dios que contienen sacarosa, por lo cual representa un
riesgo en alimentos ricos en dicho disacdrido.

Staphylococcus aureus. Existe en la piel, en el conduc=-

to intestinal y especialmenté en la mucosa de la mesofa
ringe. Por lo qus se considera come contaminacidn fecal
Causa intoxicaciones por las enterotoxinas que produce,
Se encuentra contaminando alimentos como pollo, jamén,

postres de crema, etc.

Xanthomonas., Es patégena de plantas,
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GENERALIDADES

2.1 CARACTERISTICAS DE 1OS CHILES

El chile fue cultivado y usado como planta a-—
limenticia en América desde éntes de la conquista por -
los espsafioles y ase sabe que constituyd un alimento im--
portante en la dieta de los nativos, como ahora lo es =
para muchos mexicanos. Todas las especies cultivadas —-—
son originsrias del Continente Americanoc.

Ahoras bien, es un alimento que tomado en can=
tidades moderadas constituye un excelents condimento de
sabor agradable, pero tomado con exageracidn produce ~-
una irritaci&n en el aparato digestivo.

Varias especies de este alimento se conservan
por largo tiempo debido a los métodos de demecacién a =
que son sometidas, esto permite su slmacenamiento y -
transportscidn a grandes distancias. Por otro lsdo, los
andlisis quimicos demuestran que el fruto seco tiene un
valor nutritivo, especialmente rico en vitamina A y C,
por lo cusl puede oconsiderarse como una fuente de ener-
&ia en los lugares aislados.

En México el chile es uno de los cultivos hor
ticolas mds importantes, pues aquf{ se consume en mayor
cantidad que en ningdn otro pafs debido a que forma par
te importante de la dieta diaria de la poblacidn, ya ~—-

sea en forma de fruto verde o seco, enlatado, en polvo,



como condimento, en forma de sslsas, como platillo en -
el caso de los chiles rellencos y en otras formas diver-
sas, As{mismo, aguf, a todas las especies de Capsicum =
se les conoce con el nombre de chile, independientemen=-
te de la sspecie botdnica; esta palabra deriva del tér-
mino ndhuatl “"echilli", que designa al género Capsicum.
En algunos paises de América Latina el chile picante es
conocido con el nombre de *aji" y al chile dulce se la
denomina pimientoj; en los paises de habla inglesa reci-
be el nombre de Capsicum o "red peppgr"; en alemdn “pfe
ffer" *schotenofeffer" "beisbure"; etec.

El chile pertenece a la familia de las Solang
ceas y al género Capsicum, ésto fue instituido por Tour
" nefort en 1700 y confirmado en 1742 por Linneo en su —
“"Genera Plantarun', La gran variedad de tipos de chiles
ha trafido como consecuencia confusidn en lo referente a
la taxonomfa de los mismos. Debido a lo anterior, Lin=-

neo describe sdlo dos especies: C, annum y C.frutescens

bagdndose principalmente en estudios del cardcter de du
racidn de su cilo vegetativo, Los trabajos de reviaidn

del género Capsicum efectuados por Irish en 1896 ayuda-
ron a recongiderar como tnicas a las especies de C, an=

num y C. fruteseens.

Sin embargo, Bailey (1923) considera que to=-—

dos los chiles se comportan como perennes en su hdbitat
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original, por lo cual los redujo a una sola especie, -~

dando el nombre a ésta de C. frutescens; Erwin (1929) y

posteriormente Meller y Finemen (1937) aceptaron la cla
sificacidén de Bailey; por otra parte, Shaw y Kham, en -

1938, aceptan la clasificacidn de C, annum y C. frutes—

cens.

Smith y Heirser, en 1948, aceptan una nueva -
especie C.pubesceng;en 1951 afirman que C. annum y -
frutescens son dos especies diferentes, ademds de intro
ducir otra especie C. pendulum., Toda esta clasificaecidn
fue basada en el tipo de cruzamiento que hay en ellas,

y por las caracteristicas de los drganos reproduetorgsll
, e

BEn epte trabajo de investigacidn se toma en
cuenta la clasificacién dada por Linneo para poder cla-
sificar a los chiles empleados, que como Se menciond an
teriormente sélo considera dos especies C. annum y ==
C.frutescens. Las variedades consideradas para cada eg

pecie sons

P
var., frutescens

var., baccatum
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f'var. conoide

var. fasiculatum

var. acuminatum

C. annum 4 var. longum
yar. grossum

var. abbreviatun

var. cerasiforme

Los chiles usados aquf fuerdn: serrano, jala-
pefio, poblano, mulato, ancho, pasilla, gusjillo, chila -
ca y chipotle. A continuscidn se da una breve descrip -—-—
cidn de cada uno de ellos .

Serrano ( C. annum var. fasciculatum )., Frutos relativa~-

mente pequefios y alargados, de unos 3 a 4 cm de largo -
por 0.8 a 1.0 om de didmetro, su forma es cilindrica-co-
nica. Son de color verde intenso cuando estdn tiernos y
rojo vivo o rojo pdlido cuando maduran, tonalidades que

se vuelven ocre en los frutos secos. Sus paredes son re

lativamente gruesas y las semillas llenan casi por com-
pleto la cavidad del fruto. Estos chiles tienen uns sa--—
bor fuertemente picante.e’g_

Jalapefio ( C.annum var.no conocida). Frutos de tamafio-
medio, de forma cénica y de paredes lisas. El color ver
de caracteristico de los chiles jalapefios comerciales -
se transforma en rojo vivo al madurar. Con frecuencia -

estog chiles son perfectaiiente tersos cuando estdn tier
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nos, muestran rajaduras que se cubren de corcho; La pul
pa de éstos es particularmente gruesa y jugosa. El1 sabor
que presenta es fuertemente picante.3’8.

Poblano (C, annum var. grossum ).Frutos grandes cuyas —-

medidas varian generalmente al rededor de 9 a 12 cm de =
largo y de 5 a 6 cm de didmetro. Su forma es cdnica o =
cénica truncada con un hundimiento bien definido en la -
unidn del péndulo( rabo ), sus paredes son gruesas y mds
6 menos onduladas ddndole formas muy diferentes. Antes -
de medurar el color es verde oscuro, sl madurar algunos
frutos toman un color rojo y cuando estdn secos consti-
tuyen el chile conocido como " Ancho * .
Otros chiles de la misma variedad toman en su
madurez un color café muy oscuro, cuando secos un cafd
achocolatado, 88 en este estado cuando hay un cambio en
su epidermis, la cual se vuelve china, y es asi cuando-

se le conoce con sl nombre de chile " Mulata"eB'B 9
9 L]

Chilaca (G, snpum var no conocida). frutoe largos y an-
gostos que teryminan en punta, de aproximadamente 18 om
de longitud por 3.5 cm de diénetro@ su color es verde -
intenso cuando tierno, ¥ en la madurez tiene un color -
amarille y aveces escarlata. la forma en que se consu -

men &stos es cuando éstan tiernos. Su sabor es mediana-

mente picante.s

Pasmilla (C. annum var. longum). Frutos largos y delgs -
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dos, que en general miden de 12 a 20 cm de largo y de =
2 a 3 cm de didmetro. Su forma es cilindrica cénica, a-
delgaszdndoge normalmente hacia la punta y a veses haeia
los extremos,encorvandose con frecuencia. Tienen un co~
lor verde muy oscuro cuando estan tiernos, café rojizo-
cuando maduran y prdcticamente negro cuando los frutos~
estdn secos, que es la forma en que se'consumen estos.
Cierto +tipo de chile de esta misma variedad-
tiene un color rojo al madurar y rojo sucio cuando los-
frutos se han msecado. Sus paredes son delgadas, por lo-
cual, cuando sSe secan, éstos se ven un tanto transparen
tes. A estos chiles se les conoce con el nombre de “"Gua
;illo“.3,8.
Chipotle (C.annum var. no conocida). Frutos de forma -
cédnica, de alrededor de 5 cm de largo y 3 cm de didmetro.
Estos chiles reciben el nombre de "Cuaresmefios" cuando -
se consumen frescos, pero al someterse al proceso de desg
cacidn reciben el nombre de Chipotle. Estos dltimos se -

consumen en gran cantidad en forma eneurtida.g

2.1.1 CANTIDAD DE CHILE QUE SE CONSUME EN LA RZPUBLICA
MEXICANA,
Como se sabe el chile ha ocupado por muchos -
aflos un lugar muy importante en el consumo de verduras—
en México, y ésto se puede comprobar de los datos mos—-

trados en 1s tablas 1 y 2, las cuales nos dan una idea
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TABLA Nom, 1
PRODUCCION NACIONAL DE CHILE VERDE
1976%

EDOS SUP COSECHA PRODUCCION  PRECIO RURAL AL
DA Ha Ke MAYOREO
Pesos/Ks
Chih. 3893 45716000 3.50
Gto. 3500 42000000 4.00
Ver. 4100 36900000 2.00
Jal. 3610 28784000 4.20
Sin. 2869 28690000 7.70
S.L.P. 1903 23787000 1.50
Son. 1147 21793000 2.20
Dgo. 1500 17204000 1.26
0ax. 3829 12289000 5.92
Hgo. 2950 10015000 3.00
Otros edos 8683 47788000 3.54
TOTAL 40240 338930000 3.71

TABLA Nom. 2
PRODUCCION NACIONAL DE CHILE SECO
1976%

EDOS SUP COSECHA PRODUCCION  PRECIO RURAL AL
DA/Ha MAYORED
Pesos/Ke
Zac. 6251 5875000 35.00
Ags. 2400 3810000 28.00
Gto. 1190 3570000 15.00
Jal. 1800 2700000 38.00
Ver. 3100 2580000 20.00
Qax. 3809 2402000 21.28
B.C. 1288 1932000 27.90
Dgo. 760 .- 1824000 25.00
S.L.P. 1863 1770000 18.00
Gro. 945 749000 14.00
Otros edos. 2394 1920000 24.21
TOTAL 25800 29132000 25.88
* La informacidon de las tablas 1 y 2 fue - tomada del

Boletin Mensual de 1a Direccién General de Economia -
Agricola. SARH MEX. 1976. Néwm. 621-632.
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de la extension anual del cultivo, ya queé ésta puede va
riar de un afio a otro, como en el caso del chile verde -
en que la produccidén en 1978 aumento”, 127,042 ton aprox
en tanto que la del chile seco disminuyd (3,883 ton ~-

aprox )e

2.1.2 COWPOSICION BROMATOILOGICA Du&L CHILE

Los chiles ( verdes o secos ) son considerados
como um alimento porque al ser ingeridos nos proporcio-
nan una cierta centidad de proteinas, agus;grasas, car-
bohidratos,; caleio, fierro, vitamina A, riboflaving, -
niacing y vitamina C, gque varfa segin la clame de chile
¥ la epoca de cosecha del mismo.

Para que ses tenga ung idez de la cantidad que
se ingiere de cada uno de estos componentes se da en ls
4abla 3 la composicidn bromatoldgica de los chiles uti-

lizados en este trabajo de investigacidén.

2.1.3 COMPOSICION QUINICA DEL CHILE

Por las investigaciones realizadas hasta la -
fecha, en diversos paises adlo se puede hablar de tres
componentes: La capsaicina,lLa capsantina y los tocofe~
roles.

Capsaicina,
Es un componente de la oleorresina del Capsi-

cum, se ha determinado que es el principio pungente o -



CHILE

Serrano
Jalapefio
Pobtano
Chi laca
Ancho

Mulato

Pasilla
Chipotie
Guajille

CALORIAS

(o8 ]

5

48
32

290

PROTEINA
g/100g de chile

-
2 °
N W

1i.5,

9.6
14.4
14.1
b6

TABLA Nam. 3

GRASA

o O O
. M .
oy e S

0.3
9.¥
i5.2
16.9
6.3
8.6

g/100g de chile

CARBOHIDRATOS
g/100g de chile

5.3
10.4
7.3
50.3

52.3

18.8
46.7
36.9

mg/100g de chile

CALCIO

LW N W
O O W»n W

94
154
166
255
140

COMPOSICION BROMATOLOGICA*

FI1ERROQ
mg/100g de chile

(=}

2.0
3.30
4.0
14.8
15.4
12.36
17.05
14.46

mcg/100g de chile

VITAMINA A
(RETINOL)

(=)

27.8
40.7
194.0
1835.5
4501.1
387.7
458.8
3281.1

wn
(8, ]

VITAMINA B
(TIAMINA)
mg/100g de chile
VITAMINA B

0.14
0.06
0.14
0.08
0.18
0.37
0.32
0.28
0.19

(RlBOFLAVlﬁA)
mg/100g de chile

o O 9
. B

Q O o
[ N Y, |

1.2
0.6
0.72
0.94

VITAMINA P.P.
o & (NJACINA)

- O -
® . s
Q

1.0
5.3
8.6
4.5
9.8
4.8

de chile

mg/100g

(AC.ASCORBICO)
mg/100g de chile

VITAMINA C

NN
v o
o O

364.0
178.0
76.0
68.0
36.0
0.0
100.0

* {os datos de !a Tabia 3 fueron tomados del Valor Nutritive de los Alimentos
Mexicanos (Tablas de uso Préctice). inst. Nac. de Nutricidn. Méx. 1974.
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picante del chile.Thresh{ 1876 ) aisld por primera vez
la capsaicina, y fue 81 quien le dio ese nombre, En =~
1899 Micko, después de purificar la sustancia, obtuvo-
su punto de fusidn (63.5- 64.0 °C), tambidn vid que la
capsaicina posefa propiedades fendlicae por lo cual su
giere la presgencia de una vainillina en su f6rmula.qu
son y Dawson (1923) muestran la férmula, que es una vai_
nillilsmina del dcido isodeecilenico ( trang-8-metil-N-—
vainillil-6-nonenamida; N;(4 hidroxi-3-metoxibencil)=8-
metil non-trang-6-enamida),la cual tiene un punto de =
ebullicidn de 210-220°C.

Férmula emp{ricas C1gHpq0,N

Pérmula desarrollada:

CH~ —C — — = b
H2 NH-C (CH2)4 CH=CH—CH(CH

T 35
0

OCH
H 3

La oleorresina es de un color rojo oscuro o --
rojo anaranjado, soluble en éter etflico, &ter de petrd
leo y disolventes orgdnicos.

La capsaicina se ha usado por mucho tiempo co-
me contrairritante en el tratamiento del lumbago, neue=-
ralgia y reumatismo. Tambien se usa en el caso de diag -
rreas severas y de atonf{a estomacal e intestinal. En la

indut¥fa alimentaria la oleorresina juega un papel im-
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portante como materia prima en la qufmica de sabores y-

pars la sustitucidn de hierbas y especias en la indus—

triae (13)(17)(21)(24)(25)
Capsantina.

Es el pigmento carotenoide del Capsicum ya ma-
duro; cuando se extrae es un polvo rojo oscuro, que tie-
ne un punto de ebullicién de 175—17600, es soluble en al

cohol, &ter-de petrdleo, cloroformo.(13)(21)

Pérmuls empirica: C4OH5803

Pérnula desarrolladas

Tocoferoles. H

Los toecoferoles son mds conocidos con el nom—
bre de vitamine E, Por estudios hechos se ha demostrado
que no existe una sola vitemina E. Hasta ahora se han &«
degcrito tres. Se distinguen como formas alfa, beta, ga-
mn2 de los tocoferoles., Solo tiene interes para el hombre
el primero.

Se encuentran ampliamente distribuidos en los

aceites vegetales. También se encuentran en las grasas a

nimales.
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Son antioxidantes naturales, ya que son lenta-—
mente oxidados por el ox{geno. Tienen un punto de ebulli
cién de 200-210°C. Son solubles en aceite, grasas,; aceto
nas, alcohol, cloroformo, éter; insoluble en agua. Muy

estable al calor, luz y élcalis.(7)(16)(22)

Para Para
alfa, beta gamma,
Pérmula empfrica: 028H4802 029H5002

Pérmula desarrollada:

Ta i CHy  CH,

( — CH- —CH-
R; Ch)i- CH-(CH )5 CH-(CH )= CH~CH,
HO 2
R1
R1 R2 R3
o TCHy —CH; —CH,
/3 - CH3 —H ‘“CH3
X - H - CH3 —CH3
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2.2 CARACTSRISTICAS DE I0S MICROORGANISHOS 7

Todos los alimentos poseen una flora microbia .
na natural antes de que el alimento sea obtenido o coss
chado, y durante la manipulacidn o tratamiento del miss
mo puede haber una contaminacign procedente del equipo~
empleado, los materiales de empaque y el personal.

Lo dicho anteriormente se puede ver claramen~
te en los vegetales y en la carne de los animelem.

Los vegetales poseen en su superficie uma flg
ra microbians tipica, pudiendo ademas contaminarse a =
partir del suelo, materias cloacales, sire y animeles,-
de forma tal que los microorganismos presentes en ellos
se afiaden a la flora natural de las plantas,

La carne de los animales tiene una flora su--
perficial natural que no es, en general, tan importante
como la de los microorganismos contaminantes del conduc
tointestinal, piel, pezufias y pelo. En estos lugares se
pueden encontrar no sdlo microorganismos procedentes -
del suelo, estidrcol, piensos t agua, sino tambidn al-
gunos tipos importantes de microorganismos causantes de
alteraciones en los alimentos. ias Plumas y patas de ~ -
las aves también estdn muy contaminadas por esos mismos
microorganismos. En ocasiones ciertas bacterias patdge-
nas para el hombre pueden provenir de los animales.

Lé tabla Nim 4 nos muestra el tipo de microor
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ganismos que hay en los alimentos por contaminacidn na-
tural,

HMuchos de estos microorganismos se¢ sliminans-—-
por los tratamiemtos a los que se someten los alimentos,
pero se puade adquirir otro tipo de microorganismos si -
no se tiene los cuidados adecuados en los procesos de =
elaboracidn a los que son sometidos, como lo podemos ver
en los siguientes alimentos.

Carnes frescas. En la mayor parie de 1las carnes se hallan
presentes 1las bacterias enunciadas en la tabla 4, pero-

pueden encontrarse microorganismos como Serratia marcesc

ens 4 otras bacterias pigmentadss; Escherichia, Salmone

lla, Shigellsn.

Jamod, Solo conserva Streptococcus, Eactobacillus, Micro

coccus y suele contaminarse con Serratias,Pseudomonas -

Clostridium, Escherichia coli, Staphylocoeccus aureus.

Carnes empacadas refrigeradas. Es posible que contengan-

Pgseudomonas, Achromobacter, etc,

Pescado conservado a slevadas {emperaturas. Suele conta-

minarse con Pseudomonag, Flavobacterium.

Pescado conservado & temperatura media. £s muy comun gue

adquiera microorganismos como Escherichia,Proteus -

Serratia, Clostridium.

Pescado sgledo, Tiende a mostrar la presencia de Serra-

tia, Pseudomonas , Achromobacter.
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Frutas y Hortalizas. Sus frutos suelen contaminarse con

Erwinia, Xantomonas, etc,

Para la realizacidén de este estudio, se emplea

ron microorganismos de las familiass Enterobacteriaceae

(Serratia, Salmonella, Shigella, E. coli y Erwinia); -

Pgeudomonadaceas (Pseudomonss y Xantomonas); 3treptococ/

caceae (Sireptococcus y Leuconositoc); Mierococcaceae -

(Staphylococcus). A continuacién se da una breve deg=——-
cripeidn de cada uno de ellos,
Familiae 3 Micrococcaceae

Género + Staphylococcus
Especie ¢ Staphylococcus aursus (4)(6)(20)

Morfologia y tincidn, Son ssferas t{picas (cocos) de ~=
0.8 - l°9&mn que se agrupan en racimos irregulasres que
dan al miecroorganismo su nombre gendrico. No son eaporny
lados ¥y por lo general no forman cdpsulas excepto oca—
sionalmente en cultivos jovenes en caldo (de 4=~6 h).
Egtos cocos se tifien con facilidad tanto por
los colorantes bdsicos como dcidos y son gram positivos
Caracteri{sticas de cultivo. Son microorganismos angsero-
bios facultativos que se desarrollan mejor en condicio-
nes aerobias., Crecen en medios de extractos de carne o
infusién de carne, a una temperatura de 6.5%= 46°C,
siendo su temperatura dptima de crecimiento de 35° -

40°C, con un pH de 7 a 7.5 .
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Las colonias muy jovenes de S, aureus son sieg
pre incoloras; pero durante su crecimiento elahoran un
pigmento amarillo dorado o anaranjado, que es la carac—
teristica primordial en sus medios de cultivo, ademds =
de ssr redondas convexas, opacas, y de consistencia ==
blanda.

Familia t+ Enterobacteriaceae

Tribu ¢+ Escherichieae
Génsro 1+ Escherichis

Especie ¢+ Escherichia coli (5)(12)(20)

Las bacterias de los géneros Escherichia, Ente-

robater y Citrobacter se incluyen en el grupo de coli--
formes o0 coli~-aerdgenes y en conjunto se les denomina -
coliformes o bacterias coliformes.
Morfologia y tineidn. Son bacilos gruesos y cortos -———
(1.1 = 1.5 por 2,0 = G.QMm). No forman esporas, pero =—-
una pequefla proporcidn de las cepas presenta cdpsulas,
Son gram negativas y se tifien uniformemente -

por los colorantes de anilina.
Caracteristicas de cultivo. Estos microorganismos son a
naerobios facultativos, se desarrollan facilmente en to
dos los medios de cultivo usuales, a una temperaturas en
tre 20° y 40%°¢, y con un pH de 6 a 8.

En placas de gelosa es una colonia poco eleva-

da, lisa e incolora, con bordes enteros. En el medio de
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Endo y en el de sosina-azul de metileno las colonias de
E. coli tienen un brillo metdlico peculiar que se obser
va mejor a la luz reflejada.

Pamilia s Enterobacteriaceae

Tribu s Escherichieae
Género : Salmonella

Especie : Salmonella typhi (5)(12)(14)(20)

Aunque Salmonella y Escherichia son muy pare-

.cidas, a diferencia de Escherichia, los miembros del gé
nero Salmonella son habitualmente patégenos, bien del =
hombre o bien de los animales.

Morfologia y tincidn. Tienen forma de bacilo corto y ——
grueso. No son esporulados y ho tienen cdpsulsa,

Se tiflen facilmente con los colorantes usug——

les de aniling y son gram negativos.
Caracteristicas de cultivo. Son aerobios pero también a
naerobios facultativos. Se desarrollan en medios de ge-
losa nutritiva, gelosa sulfito de bismuto, gelosa verde
brillante rojo de fenol, con un pH de 6 a 8, a una tem—
peratura de 152 a 40°C con un éptimo de 37.5°C.

Después de 24 h de incubacidn las coloniag ==
son mds pequefias y mds delicadas que las de E, coli an
medios de gelosa nutritiva. En medio de sulfito de bis-
muto su agspecto es negro azabache, en contraste con las

colonias no coloreadas de E, coli,
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Pamilia s Enterobacteriaceae

Tribu :+ Escherichieae

Género : Shigella
fspecie : Shigella dysenteriae (4)(5)(14)(20)

Morfologia y tineidn. Son bacilos cortos y guresos. No
tienen cdpsula, no son esporulados,.

Son gram negativos,; se tifien con los coloran=-
tes usuasles de anilina.

Caracterf{sticas de cultivo. Son microorganismos aero——
bios, tambidn suelen ser facultitivos. Se desarrollan -
facilmente en los medios usuales de laboratorio a una -
temperatura entre 10° y 40°C, con un dptime de 37°C, y
con un pH de 6.4 a T.8 o

Estos microorganismos son mds delicados que =
los del grupo Salmonella y son inhibidos parcialmente ~
por el medio gelosa sulfito de bismuto y el de gelosa ~
verde brillante. El citrato desoxicolato sddico, gelosa
58, ocupan posicidn intermedfa en su efecto de inhibi--
cidn.

Las colonias son circulares, convexas, inecolo
ras moderadamente transldcidas, con una superficie lisa
y bordes enteros. Aparecen blaguecinas y mds opacas ==
cuendo se miran sobre un fondo oscuro, pero nunca tanto
conio las colonias de E. coli.

Familia 1 Enterobacteriaceae
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Pribu ¢+ Erwinieae
Género + Zrwinia
Especie i Erwinia spp (5)(12)(26)

Morfologia y tincidn. Son microorganismos de forma baci
lar con dimensiones 0¢5 = 1.0 por 1.0 = 3'%%“" gram ne
gativos.
Caracteristicas de cultivo. Son aerobios o aerobios fa-
cultativos, Crecen en medios de gelosa triptona extrac-=
to de levadura a una temperatura dptima de 27° a 3000,
Yy con un pH de 6 a 8.

Ias colonias en medios de cultivo de gelosa -~
triptona extracto de levadura son de forma circular, en
$eras,lisas, de apariencia butirica, de color amarillo.

Familia s Enterobacteriaceae

Tribu s Klebaielleae
Género s+ Serrstia

Especie 3 Serratia marcescens (4)(5)(12)(24)

Morfologia y tincién. Tienen forma bacilar, son peque—

flos, gram negativos.

Caracter{sticas de cultivo. Crecen aerobiamente. Pueden

desarrollarse en medio de gelosa nutritiva a una tempe-

ratura Sptima de 35°C, con un pH de 6.4 a T.5 .
Producen un pigmento rojo, gque es la caracte-

ristica principal en sus medios de cultivos,

Pamilia s+ Pseudomonadaceae
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Género s Pseudomonas

Especie + Pseudomonas aeruginosa (5)(19)(26)

Morfologf{a y tineidn., Es un bacilo 0,5 = 0.8 por 1.5 =
3.0,& y Seneralmente recto pero que pusie ser curvo, =
gram negativo. No es easporulado ni capsulado.
Caracterisficas del cultivo. Es un microorganismo aero-=
bio, el crecimiento ocurre desde 4° a 43°C siendo su ==
temperatura dptima de 28°C, a un PH neutro o alcalino =
(7.0 - 8,5), en medios de gelosa nutritiva, dé gelosa =
triptona extracto de levadurz.

En gelosa nutritiva despuds de 24 h de incubg
ecidn se producen colonias extendidas, grandes, blandas,
lisas, gue pueden llegar a ser coufluentes y cubrir to-
da la superficie del medio, Las colonias no son pigmen-
tadas; pero producen un pigmento fluorescente soluble -~
que se difunde en el medio para producir ua color verde
amarillo o rojo fluorescente, el cual depende de la va-
riedad de gue se trate.

Pamilia : Pseudomonadaceae

Género ¢+ Xanthomonas
Especie : Xanthomonas spp (5)(12)(26)

Morfolog{a y tincidn. Bs un microorganismo que presenta
forma de bacilos cortos (0.2 = 0,8 por 0.6 - 2-9Mm)t -

graa negativos, no poseen cdpsulas,
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Caracterf{sticas del cultivo. Son estrictamente aerobios
Crecen en medio de gelosa triptona extracto de levadura
a una temperatura Jptima de 25° a 28°C. Sus colonias —-
presentan forma circular; convexas o elevadas, lisas, -
de apariencia mucosa o butirica, de color amarillo.

Familia 1 Streptococcaceae

Género : Streptococcus

Especie t Streptococcus faecalis (4)(5)(20)

Morfologia y tincidn. Es un coco de menos de 2mw de dif
metro que se disponen caracterfisticamente en cadenas —-
largas o cortas, dependiendo de las condiciones de ore-
cimiento. No son esporulados, gram positivos en culti--
vos jévenes; pero muy variable y hasta gram negatives -
en cultivos de varios dfas.
Caracteristicas de cultivo. Son microorganismos sero~—-
bios facultativos, que crecen a una temperatura tsnto -
de 10°C como de 47% pero noAa 5000, siendo su tempera~-
tura Sptima de 45°C. Se desarrollan mejor a un pH de —-
946

En gelosa sangre las colonias son opalescenw—
tes, pequiilas y enteras, con bordes lisos o muy ligera«-
mente rugosos y sobre la superficie del medio tienen un
aspecto de pequefias gotitas de liquido; raramente pig—-
mentadas, cunado sucede ésto se puede decir que se de«-

bid a la precipitacién de los iones metdlicos.



Familia 1 Streptococcaceae

Género s+ Leuconostoc

Especie s+ Leuconoatoc mesenteroides (5)(12)

Morfologis y tinecién., Son microorganismos esféricos un -
ovalados, gram positivos. No forman esporas.
Caracteristicas de cultivo. Son aerobios facultativos,
Crecen en medios de gelosa o caldo sacarosado, caldo o
geloga malta-gelosa malta sal, caldo nutritivo. Su tem=
peratura de crecimiento es de 10° a 37°C, creciendo me~
jor a una temperatura de 20° a 30°C, A un PH de 6.5 .
Las colonias en medios de geloss nutritiva —-

son de forma apelada, superficie lisa, textura viacosa,
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MATERIALES Y METODOS

CHILES.

Las variedades de chiles utilizadas en este -
trabajo de investigacidén fueron compradas en el mercado
de la Merced (lugar que recibe toda clase de alimentos
de diversos lugares de la Replblica Mexicana). La forma
en que se conservaron los chiless mulato, pasilla, an--
cho, chipotle y guajillo fue en bolsa de papel; el se—
rrano, jalapefio, poblano y chilaca eran comprados el w=

dfa que se utilizaban.

MICROORGANISMOS.

las cepas de Salmonella typhi, Leuconostcc me-

sentercides, Streptococcus fapecalls, Serratia marceg«=—-

cens, Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Eg——

cherichia coli, Pseudomonas aeruginass, fueron adguiri-

das en el cepario de la Pacultad de Quimica; Xanthomo-—-
nes spp, Brwinia spp, se obtuvieron en el laboratorio =

de Mierobiologfa Industrial.
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DETZRMINACION DE HUMEDAD

Secar el alimento én una estufa = una tempera
tura ligeramente superior a la de ebullicidn del agua,
100° - 110%0 1o que hace s que 8 evapora el agusa y a=-
8{ eliminarls del producto; pocas veces se pierde el a-
gua de inhibicidn. El chile sme somete a este proceso pa
re que se elimine el agua que contiene, y asf{ poder ob-

tener la humedad real del producto._

Naterisl
Estufa a 100° - 110°
Pesafiltro a peso constante.
Desecador,

Método

Pesar de 2 a 3 g de muestra en el pesafiliro
puesto a peso constznte, secar en la estufa s 100%-110°
Centigrados durante 3 h, luego enfriar en el desecador
¥y Dpesar de nuevo, Volver a introducir en la estufa hage
ta que la segunda cifra decimal no varfe en las dos dl~-

timas pesadas.
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DETERMINACION DE pH

El método potenciométrico consiste en la medi
¢idn de la diferencia de potencial entre un slectrodo =
indicador {esu potencial no se afecta al cambiar la com-
posicidén de la solucidn que se investiga) y un electro=-
do de referencia (su potencial depende de la concentra-
¢idn de uno de los iones en la solucidn) a diferentes =

intervelos durante el transcurso de una valoracidn.

Material y Reactivos

Solucidén reguladora pH 7.0
Agus destilada,
Aparato Digi-Sense pH Heter.
Hodel 5985-40
Cole Parmer

Mortero.

Método

En el moxtero se muelen 10 g de chile (fresco
o seco) agregando 100 ml de agua para el caso del ehile
fresco y 300 ml para los chiles secos.

Ajustar el potencidmetro con la solucién regu

ladora pH T.0

Introducir el elctrodo en la solucidén de chi-



- 31 -

le, y después de tres minutos se toma la lectura que =

marca el potencidmetro.
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DETERMINACION DE ACIDEZ

La presencia de dcido en una muestra puede de
terminarse por uns reaccidn de neutralizacidén utilizan-

do un indicador para observar la correspondencia.

Reactivos y Materiales
Solucidn de hidrdxido de sodio (NaOH) 0.01NW.

Solueidn alcohdlieca de fenofialeina al 1%
Agua destilada.

Bureta de 25 ml.

Pipeta de 10 ml.

Matraces Erlemeyer de 250 ml.

Mortero.

Soporte.

Pinzss de bureta.

Método

Se musle en el mortero 10 g de chile fresco -
(serrano, jalapefio, poblano, chilaca) o chile seco (pa-
silla, mulato, ancho, chipotle, guajillo), agregando -~
100 ml de agua para los chiles frescos y 300 ml para =
los chiles secos.,

Tomar con la pipeta 10 ml de la solucidén de =

chile y ponerlos en un matraz Erlemeyer de 250 ml, agre
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gar 5 gotas de la solucidn de fenoftaleina.

En la bureta se pone la solucidn de sosa (NaOH)
0.01N, y se proceds a valorar la solucidn del chile que
s8¢ encuentra en el matraz Erlémeyer, los ml gastados se
anotan.

Los resuliados se expresan en % de dcido ascox

bico ya que es el 4eido que se encuentra en los chiles,
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DsTsRMINACION DE VITAMINA C

La vitamina C tiene la propiedad de decolorar
al indofenol (dicloro fenol indofenol), colorante azul,
y la cantidad decolorada es proporcional a la cantidad

de vitamina ¢ pres-—ente en la muestra.

Reactivos y Materiales

Solucidn de decido acético al 5 %
Solueidn de deido metafosférico al 3 %
Solucién estadar de vitamina C.
Solucidén de indofenol.

Mortero,

Arena limpia.

Pipetas de 10 ml y 1 ml.

Bureta de 100 ml.

Matraz aforado de 500 ml.

Bureta de 50 ml.

Matraz Erlemeyer de 250 ml.

Agua destilada.

Método
Solucidén estandar de vitamina C: Preparar una

solucidén de dcido metafosférico al 3% que contenga 1 mg
de vitamina C por ml.

Solucidn de indofenols Pesar 25 mg de indofe-
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nol y 21 mg de bicarbomato de sodio, disolver y aforar
a 500 ml con agua destilada. Para su valoracidn, tomar
1 ml ds la solucidn estandar de vitamina C y ponerla sn
un matraz Erlemeyer de 250 ml, agregar 9 ml de la solu-
cién de dcido metafosflrico al 3%; en la bureta poner =
la solucidn de indofenol y valorar hasta color rosa per
sistente (37.5 ml corresponden aproximadamente a 1 mg -
de vitamina C),.

Cuantificacidn de vitamina O: Pesar 5 g de =
chile y molerlos en un mortero con un poco de arens ==
limpie {aproximadamente 1 g). Para prevenir la oxida~--
cidn de la vitamina C durante la extraceidén en los chi
les, se afiaden 50 ml de la solucién de dcido acdtico o
de 4cido metafosférico recién preparado al 3% (8sto —
destruye la enéima oxidasa del dcido ascdrbico), lLa vi
tamina ¢ ahora se encuentra en la solucidn; se pone 1m
mezcla en una probets de 100 ml y se agrega agua hasta
el aforo, agitarla mezela y deja: reposar,

Tomar 10 ml de la solucién y colocarlos en un
matraz Erlemsyer de 250 ml, en la bureta se pone sl in~
dofenol (colorante azul). Se procede a valorar, el co——
lor azul vira al rosa tan pronto se pons en contacto =~
con el dcido e inmediatamente se decolora por la vitami
na ¢ presente; continuar la adicién de indofenol hasta
que persista por lo menos 10 seg un color rosa; esto =~

significa que 1la cantidad de indofenol agregado ha reac
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cionado con todo el dcido asedrbico presente en los 10

m}l de la solucidn de chils.

NOTA: Cuando se utilizé chile seco (pasilla, ancho, -
mulate, guajillo o chipotle) se agregaron 100 ml -
de agua destilada & los 10 ml de la solucidn de ==~
chile, esto se hizo con el propésito de poder ob=-

servar mejor el vire.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO
DE
CAPSAICINA

Ya que la capsaicina es un componente de la ¢
leorresina de Capsicum, para su extraccidn ss utiliza -
un aparato de Soxhlet para exiraer la grasa contenida -
en los chiles y asf determinar la cantidad contenida en
ellos., Esta determinacidn fue basada en el artfculo por

Trejo G.A. (24)

Reactivos y Materiales

Eter de petrdleo.

Isopropanol.

Metanol,

Cloroformo.

Acido acético.

Carbén activado.

Chile fresco o seco cortado en pedmeites.
Aparato de Soxhlet.

Parrilla eléectrica con graduacidn.
Cartuchos de papel filtro.

Recipiente para calentar agua.
Matraces Erlemeyer de 250 ml y 500 ml.

KMatraz sforado de 25 ml.,
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Embudos de vidrio de cola larga.

Embudo de separacidn.

Tapones de hule para tapar los matraces Erlemeyer.

Papel filtro Whatman Ném, 1

Tiras de papel filtro de 2.5 om de ancho pox 17.5
cm de largo.

Cémara de vidrio para cromatografia.

Ldmpara de U.Ve

Espectofotémetro pare U.V.

Método ,

Pesar 20 g de chile cortado en pedmecitos y co
locarlos en el cartucho de paypel filtro. Montar sl apa-
réto de Soxhlet agregando el cartucho de papel filtro -
en el extractor; ya que se tiene montado, ss agrsgan 2
cargas de isopropanol, y se pone & reflujar por un tiem
po de 18 a 19 h, a una temperatura de 200%¢.

Despuds de éste tiempo.se deja enfriar el ma-
traz Soxhlet; ya frio se pasa a un matrsz Erlemeysr de
500 ml la solucidn y se ajusta a un volumen de 200 ml -
con isopropanol, se agregan 5 g de carbdn sctivado (pa~
ra el caso de chiles frescos) y se calienta a ebulli-—

cién por 3 min y se filtra., Cuando se trate de chiles
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secos se repite este paso dos veces para poder extraer
totalmente el color de la solucidén.

El filtrado se evapora a sequedad,; al residuo
que ge obtiene se le agregan 20 ml de éter de petréleo
¥ sé tapa el matraz con un tapén de hule y se deja repo
sar por 10 min, terminado ese tiempo se pasa la 501u==—m
cién a un embudo de separacién y se lava el majraz que
contiene el §ter con agua destilada, la cual también se
pone en el embudo de separacidn. Al residuo pegajoso -
que queda en el matraz se le agregan 20 ml de é&ter de -
petréleo y se procede a hacer los mismos pasos anterio-
Tos,

El embudo de separacidn se agita con mucho -
cuidado y se deja reposar, el agua seé descarta y la par
te etérea se pasa a un matraz Erlemeyer de 250 ml, esta
dltima se evapora a sequedad. El residuo se disuelve -
con 20 ml de isopropanol pasdndose despuds a un matraz
aforado de 25 ml, se afora con isopropanol,

Se toma la solucidn contenida en el matraz a-
forado y se lee su absorbancia a 281 nm en el espectofo
tdmetro contra un blanco de isopropanol,

La cantidad de cagpsaicina contenida en los -
chiles se determina a partir de una curva estdndar de -
capsaicina que contiens 10, 20, 30, 40 y 50 g/ml, Esta

curva estandar de capsaicina no se hizo porque no se DU
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do conseguir la capsaicina pura, por lo cual se utiliza
lacurva estandar que presenta el artficulo de donde fué
sacada esta técnica.

Pars comprobar si lo que se tiene en la solu=-
cidn es capsaicina se hace una cromatografia en papel.

En las tiras de papel filtro de 2.5 cm de an-
cho por 17.5 cm de largo se colccan 50/41 de cada ex——-
tracto de chile, a una distancia de 1.5 ¢m de la orilla
del papel. Estas tiras se pumen en la cdmara de cromato
grafis, la cual contiene un sistema de solvente cloro--
forme-metanol-doido acético (95 3+ 1 : 5 v/v), hasta que
la lines alcanza 2.5 c¢m de frente al papel (aproximada-
mente 15 min.), Las tiras ge sacan y se secan al aira.

El cromatograma se examina a una longitud de
onda de 254 nm con una ldmpara de U.V., la capsaicina -
fluorescente fue localizada cerca del frente del solven
te a e3a longitud de onda. La capsaicina fue entonces =

eluida de los cromatogramas con 2 ml de isopropanol,
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DETERMINACION DEL CONTENIDO
DE
BACTERIAS Y HONGOS

Cuando se siembra'gn huerto se esparce la se-
milla sobre el suelo, para que las plantas no orezcan =
demasiado cerca. Deforma semejante, la siembra bacteria
ns en un medio de cultivo debe hacerse en forma rala, -
para que las colonias aparezcan por separado y asf{ pue-
dan contarse. Por esto se hacen tantas diluciones de la

muestra original cmmo sSean necesarios,

Reactivos y Materiales

Medio de gelosa nutritiva estédril.

Medio de rosa de Bsngala estéril,

Tubos de ensayo con 9 ml de agua peptonada al 0.1% (es=
teril).

Matraz Erlemeyer con 90 ml de agua peptonada al 0.1 %
(estéril).

Licusdora con vaso estdéril,

Cajas de Petri estériles,

Pipetas de 1 ml estériles.

Balanza granataria.

Mechero.

Método

Recuento de bacteriams: Pesar asdpticamente 10 g de chi-
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le, colocarlos en el vaso de licuadora estéril y afladir
90 ml de agua peptonads estéril. Homogenizar por un mi-
nuto y medio.

Tomar 1 ml del homogenizado y hacer dilicio~-
nes progesivas en los tubos con agua peptonada estdril,
para tener diluciones de 1 : 10 hasta 1l: 1,000,000.

Verter de cada una de las diluciones 1 ml en
el fonde de uns caja de Petri estéril. Luego agregar en
cada caja gelosa nutritiva fundida y enfriada a wiocg ==
45°%, homogeniia:r¢ Dejar solidificar e incubar a 35°C/
24 h. Este procadimiento se hace por triplicado para ca
da dilucién,

‘ Se descartan las placas que contienen menos =~
de 30 o mds de 300 colonias. Cada colonis se supone que
representa un sclo microorganismo de la musestra origi-—-
nale En cada caso se multiplica este rsecuento por la dai
lucidén de la muestra en esa placa, y asf se obtiene el
némero de microorganismos por cada gramo de muestra oqi
ginal,

Recuento de hongos: Se siguen los mismos pasos que para
el recuento de bacterias, con la diferencia de que en =
lugar de agregar gelosa nutritiva a las placas que con-
tienen 1 ml de la dilucién de la muestra, se debe agre-
gar nedio de rosa de Bengala. Este medio inhibe el cre-

cimiento de bacterias dejando crecer a los hongos que -



puedieran existir en el alimento.
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PRUEBA DE INOCULACION EN LOS CHILES,
CON I10S DIPERENTES MICROORGANISMOS.

Esta prueba se hizo con el fin de ver asi el -~
chile, con su pH original y a diferentes concentracio--
nes, eras capaz de inhibir el crecimiento de los microox
ganismos, Para el efecto los chiles se molieron y se i-
noleularon con cada uno de los microorganismos utiliza-

dos en esta investigacidn.

Reactivoa y Materiales.

Caldo nutritivo.

Gelosa nutritiva estérial.

Tubos esterilizados con agua peptonada al 0.1 %.

Cepas puras de los microorganismos: Salmonella typhi, -

Shigella dysenteriae, Streptococcus faecalis, Staphylo-

coccus aureus, Leuconostoc mesenteroides, Serratis mar-

cescens, Escherichia coli, Xanthomonas spp, Erwinia spp

Y Pseudomonas aseruginasa.

Chiles: serrano, jalapefio, poblano, chilaca, ancho, pa=
8illa, guajillo, mulato, chipotle.

Pipetas estériles de 1 ml.

Asa con porta asa.

Mortero.

Mechero,

Bdscula granatarisa.
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Cajas de Petri estériles y no estériles.

Cucharas soperas,

Métodos

Dependiendo dé 1la cbncentracién que se quiera
y del chile que se trate (porque éstos tienen diferen--
tes cantidades de agua) se pesa en una bdscula gransta-
ria la cantidad adecuada de chile.

Aqui se utilizaron concentraciones de: 40, 60
y 80% p/v para el caso de los chiles mulato, anche, pa-
gilla, guajillo y chipotle; de 12, 11 y 10% p/v para =
chiles serrano y chilaca; de 10, 9 y 8% p/v para el chi
le poblanc; de 5, 4.5 ¥ 4.,0% p/v para el chile jalapsfio
La diferencia tan grande entre los chiles secos y fres-—
cos se debld a que estos ltimos se tenfan que secar y
el secado podris cambiar sus propiedades, y también por
que lo que asgquf se querfa sra probar si el chile en su
forma original tenia propiedades bactericidas.

El chile se muele en el mortero y se le agre—
gae 1lm cantidad que le corresponde de agua en caldo nu—-—
tritivo; una vez que estd biesn molido se colocan dos cu
charadés goperas en cada caja de Petri no estéril y se
esterilizan a 120°C o 1 atm de presidén/15 min. Se enfri
an, k_ '

Un tubo con agua peptonada estdril se inocula

con una asada de un tipo de microorganismo, asi se pro=-
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cede para los 10 tipos de microorganismos.

Ya frias las cajas de Petri que contienen el
chile se inoculan con 1 ml del agua peptonada inoculada
dejando una caja gin inocular para que girva de blanco.
Se incuban a 28°C/24 h excepto en el caso de Pseudomo-—-
nas, la cual se incuba a 35°c/24 h.

Las cajas que presentan crecimiento no se re-
siembran, sdlo se anotan sus resultados. A las cajag ==
gque no presentan crecimiento se les agrega 5 ml de cal-
do nutritivo y se dejan reposar aproximadamente 5 min,
despuds se toma 1 ml de ests caldo nutritivo y se colo-
ca en una caja de Petri estdril, a la cual se le agrega
gelosa nutritiva enfriada a 45°C, esto se hace para to-
das las demds cajas. Se incuban a 28°C/24 h excepto -
Pseudomonas, la cual se incuba a 35°C/24 h.

Despuds de ese tiempo se ven los resultados y

se anotan.
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PRUEBA DE INOCULACION sSN IOS CHILES
NEZUTRALIZADOS, CON LOS DIFERENTES
MICROORGANISMOS

El objetivo de esta prueba era ver si a un pH
neutro el chile podrfa inhibir el crecimiento de los mi
croorganismos. Por ésto los chiles eran molidos a dife-
rentes concentraciones y neutralizados. La neutraliza--
eidn se hizo con sosa concentrada, ésto hace que no va-

rie la concentrascidn originsal,.

Reactivos y Materiales.

Caldo nutritivo.

Gelosa nutritiva estéril.

Tubos con agua peptonada al 0.1% estdril.
Solucidn reguladora pH 7.0

Cepas puras de: Salmonella typhi, Shigella dysenterise,

Leuconostoc mesenteroides, Serratia marcescens, Escheri-

chia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus faeca—-

lis, Xanthomonas s8pp, Erwinia spp, Pseudomonas aerugino-

88,
Chiles: serrano, jalapefio, chilaca, poblano, ancho, pa-
silla guajillo, mulato y chipotle,
Aparato Digi~Sense pH Meter,
Model 5985-40

Cole Parmer,
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Cajas de Petri estériles y no estériles.
Pipetas de 1 ml estériles,

Asa con porta asa.

Mechero.

Moxrtero.

Cucharas.scperas,

Método

Se pesa cierta cantidad de chile, la que de-=-—
pende de la concentracidn que se quiera y del chile de
que se trate (porque estos tienen difersnte cantidad de
agua), Aquf se utilizaron las mismas concentraciones —-
que en el caso de la “Prusba de inoculacidn de chilses &
su pH original, con los diferentes microorganismos",

El chile se muele en un mortero y se le agre=—
ga sn caldo nutritivo la cantidad que le corresponderfia
de agua; ya que estd bien molido se coloca el electrodo
del potencidmetro (el cual debe estar previamente ajus-
tado a un pH de 7 con la soldcién reguladora), despuds
de 3 min se toma la lectura y se procede a agregar go—-—
tas de sosa concentrada hasta que se obtenga una lectu~-
ra de 7.0 . Ya que se tiene el chile neutralizado se to
man 2 cucharadas soperas y se ponen en cada caja de Pe-

tri no estéril y se esterilizan a 120°% o 1.1 atm/15min

Se enfrian,



Cuando las
cer los mismos pasos
lacidn de los chiles

tes microorganismos,
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cajas estdn frias se procede a ha-
que se hacen en la pruehé de inoqg

a su pH original, con los diferen-
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PRUEBA DE HALOS DE INHIBICION
EN X105 DISTINTOS CHILES CON LO5 DIPERENTES
MICROORGANISMOS

Esta prueba se basé en el método de medicién
de actividad antibidtica por medio de discos de papel -
filtro.

Como me sabe, un antibibtico es una sustancia
quimica, derivada de un organismo vivo, gque es capaz de
inhibir, o incluso destruir miecroorganismos., Lo que aqui
se pretends,es ver s{ el chile inhibe o no inhibe el cre
cimiento de los microorganismos. Por ésto se hicieron -
discos con diferentes concentraciones de chile, los cua=
les se colocaban en cajas de Petri inoculadas con micro--
organismos y se incubaban, después de inoubarlas se pro-

cedfa a medir los halos de inhibicidn, si existfan.

Reactivos y Materiales

Discos de papel Whatman N¥m 1 de aproximadamente 10
mn de didmetro,

Discos de chile de aproximadamente 10 mm de didmetm
Medio de gelosa nutritive estéril.

Tubos con agua peptonada egtéril al 0,1%.

Chiles: serrano, jalapefio, poblano, chilaca, ancho,

pasilla, guajillo, chipotle y mulato,

Cepas puras de: Salmonella typhi, Shigellas dysente=-
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riae, Leuconoctoc mesenteroides, Serratia marces-

cens, Streptococcus fsecalis, Staphylococcus aureus,

Xanthomonas spp, Erwinia spp, Escherichia c¢oli, -—-

Pgeudomonas aeruginosa.

Pipetas estériles de 1 ml.
Asa con porta asa.,
Mechero.

Mortero,

Cuchara sopera, Marcador, Regla.

Método

Preparacifn de los discos con diferentes cone
centraciones: Se muelen los chiles en un mortero agregan
éo la cantidad de agua adecuada para tener concentracio-
nes de 40, 60 y 80 % p/v para los chiles ancho, chipotle,
mulato, pasilla y guajillo; de i, 11 y 10% p/v para los
chiles serranc y chilaca; de 10, 9 y 8 %4 p/v para el chi
le poblano; de 5, 4.5 y 4 % p/v para el chile jalapefio.
Se toma aproximedamente dos cucharadas soperas de cada -
concentracién y se pone en cada caja de Petri no estéril,
a cada caja se le agrega discos de papel Whatman Nvum 1 -
de aproximadamente 10 mm de didmetro para que se embeban
de esa concentracién., Se esterilizan las cajas a 120°C &
1.1 atm/ls min.

Preparzcién de discos de chiles: En el chile -
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se pintan los cfrculos de eproximadamente 10 mm de didme
tro y se recortan. Estos discos representan el 100 % p/v
en los chiles mulato, ancho, pasilla, guajillo y chipo-—
tle; de 12 # para los chiles serrano y chilaca; de 10 %
pars el chile poblano; de 5 % para el chile jalapeiio.

Medicién de halos de inhibicién: Cada tubo con
agua peptonada®se inocula con un microorganismo., Se toma
1l ml de esta agua inocualda y se pasa'a una caja de Pe-
tri estéril (se deben hacer dos cajas para cada microor-
ganismo), despuds se le agrega el medio de gelosa nutri=
tiva estéril fundida y enfriada a 45°C, gse homogeniza y
se deja.solidificar. Se meten 8l refrigerador por un ——
tiempo de 2 h para que la gelosa esté dura y se puedan -
colocar mejor los discos,

Después de este tiempo, una caja se divide con
un marcador en tres partes y otra en dos partes (ésto se
hace para todos los microorganismos). En la caja en que=
hay tres divisiones se colocan las tres concentraciones
mds bajas, y en la de dos divisiones se coloca el disco
de mds alta concentracidn y un disco sin concentracién (
el cuel se esteriliza antes de usarse) que sirve de blan
co, Se incuba a 2800/24 h, excepto para Pgseudomonas, la
cual se incuba a 35°C/24 h.

Las. bacterias crecen en toda la gelosa, excep-
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to donde quedan inhibidas por el chile, si éste tiene el
poder de inhibirlas.,
Después de la incubacidédn se ven los resultados

¥ si hay halos se procede a medirlos con una regla,
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PRUEBA DE HALOS DE INHIBICION,
UTILIZANDO ALCOHOL PARA HACER ILAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CHILES

En esta prueba se utiliza alcohol en lugar de
agua para hacer las diferentea concentraciones, ya que -
éste son mds solubles todas las sustancias que contiene
el chile., La desventaja que Se presenti& en esta pruebg -
es que el alcohol se volatiliza y la extraccién de las -

sustanecias es menor.

Reactivos y Materiales

Los mismos que se utilizan en la "Prueba de halos -~
de inhibicién en los distintos chiles, con los dife

rentes microorganismos”.

Método

Se siguen los mismos pasos que para la "Prueba
de halos de inhibicidén en los diferentes chiles, con los
diferentes microorganismos",'lo tnico que varfa es que -
en lugar de hacer las extraciones de chiles con agua se

hacen con alcohol,



- 55 -

PRUEBA DE DIFUSION DEL CHILE
EN GELOSA INCLINADA SEMBRANDO DESFUES 10OS
DIFERENTES MICROORGANISMOS

Se querfa ver si 1la difusién del chile en gelo
sa inelinada podria inhibir el crecimiento de los micro-
organismos, los cuales se siembran por medio de estrfa -~
en la gelosa. E1 problema que presenta es que la difu-
sidén no es homogénea, porque al poner los discos conte—
niendeo diferentes concentraciones de chile, estos se a~
glomeran y se quedan en un solo lugar, y también cuando-—
se coloca chile molido a diferentes concentraciones éste
se revuelve en el medio pero como el chile al ser molido
no se muele perfectamente la difusién no puede ser tammo

co homogénesa.

Reactivos y Materisles

Discos de papel Whatman Nim 1 de aproximadamente 10
mm de didmetro.

Discos de chiles.

Gelosa nutritiva estéril,

Cepas puras de: Salmonella {typhi, Shigella dysente-

riae, Leuconostoc mesenterocides, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Erwi

nia spp, Xanthomonas spp, Serratia marcescens, Pseu
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domonas aeruginosa.

Chiles: serrano, jalapeflo, poblano, chilaca, ancho,
pasilla, mulato, guajillo»y ehipotle.

Cajas de Petri estériles.

Hechero.

Asa con porta assa,

método

Preparacidn de los discos con diferentes con-
centraciones: Se siguen los mismos pasos que para la pre
paracién de discos en la "Pruebz de hélos de inhibicién
en los diferentes chiles, con los diferentes microorga-
nismos".

Preparacién de discos de chile: Se toma un chi
le ¥ se recorta un circulo de aproximadamente 10 mm de -
difmetro. Se esterilizan los cfrculos a 120°C 6 1.1 atm/
15 min,

Difusién del chile: Se toman 7 discos embebi-
dos en una concantracidn y se colocan en una caja de Pe-
tri, después se agrega el medio de gelosa nutritiva est$
ril fundida y enfriada a 45°C, se inclinan las cajas y -
se dejan solidificar.

Una vez solidificadas se meten al refrigerador
por un df{a para que el chile se difunda,

Se toma una asada de un micoorganismo y se -——

siembra por estria en la caja de gelosa inclinada refri=-
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gerada. Se incuba a 28°c/24 h excepto para Pseudomonas,

la cual se incuba a 35°C/24 h.
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PRUEBA DE INOCULACION EN
CHILES EN PORMA DE SALSAS, CON LOS DIFERENTES
MICROORGANISMOS

Se trata de imitar una salsa tipo casero, para
lo cual se utiliza chile asado y chile cocido inoculédndo
se después éstos, a estas salsas no se les pusc caldo nu
tritivo como se hizo en la "Prueba de inoculacién de chi
les neutros y sin neutralizar" sino agua, ya que las a-
mas de casa utilizan ésta para moler sus salsas. También
se hicieron pruebas esterilizando las salsas de chile a=
gado o cocido, para ver si éstas inhibfan el crecimiento
de los microorganismoa, l

Aquf se utilizan los microorganismos en forme
individual y en forma combinada para inocular las salsas.
Se hacen éoncentraciones de 70 y 80 % p/v para los dife-
rentes chiles, no tomandose encuenta la humedad de éstos

para hacer las salsa.

Reactivos y Materiales

Tubos ¢on agua peptonada estéril al 0,1%.
Agus peptonada estéril al 0,1%.

Gelosa nutritiva.

Licuadora,

Cajas de Petri estériles y no estériles.

Pipetas estériles de 1 ml,
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Mechero.
Asa con porta asa,
Agua de garrafén.

Cepas puras de: Salmonella typhi, Shigella dysente-

riae, Leuconostoc mesenteroides, Staphylococcus au-

reus, Streptococcus faecalis, Serratia marcescens,

BEscherichia coli, Erwinia spp, Xanthomonas spp,

Pgeudomonas aeruginosa.

Chiles: serrano, jalapefio, poblano, chilaca, ancho,

pasilla, mulato, guajillo y chipotle,

Método

Preparacién de las salsas: Se pesa el chile,
para concentraciones de 80% p/v en chile mulato,pasilla,
ancho, guejillo y chipotle (sin tomar encuenta la hume-
dad de &stos), y de 70% p/v para el chile jalapefio (sin
tomar encuenta su humedad).

Chile asado, El chile se pone a asar, una veg
que estd frié se muele en la licuadora y se le agrega &
cantidad de agua que le corresponde a esa concentracidén
(sin tomar encuenta la humedad de los chiles). Se toman
dos cucharadas soperas de esa salsa y se coloca en la ca
ja de petri (se hacen dos cajas para cada microorganismo),
asf{ se procede con las demds salsas. Como se hacen dos -
cajas para cada microorganismo y para las diferentes con

centraciones, la mitad de estas cajas se meten a esteri-
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lizar a 120°C 6 1.1 atm/15 min, y la otra mitad no se es
terilizan.

Chile cocido. El chile se pone a cocer aproxi-
madamente 10 min con la mitad de agua que le corresponde
a la concentracidn con que se esta trabajando,uns vez -
frfo, se pone en la licuadora agregando el agua de co=-
ecién (la cual se mide para verificar el volumen inicial)
¥y se agrega el agua que falta para completar el volumen
que corresponde a esa concentracién. Se toma dos cuchara
das soperas de esta salsa y se coloca en una caja de Pe-
tri no estéril (se hacen dos cajas para cada microorga-
nismo). la mitad de las cajas se esterilizan a 120°C 6 -
1.1 atm/15 min,y la otra mitad no se esteriliza.

Inoculacién de las salsas: Cada tubo con agua
peptonada se inocula con un tipo de microorganismo y o=
tros tubos con una mezela de ellos,

Las cajas de Petri con chile estéril y no este
ril se inoculan con 1 ml del agua peptonada inoculada de
un microorganismo. La inoculacién de chile con diferen—
tes microorganismos sdlo se hizo para el chile guajillo
asado y estéril, a este chile se le agregd 1 ml del agua
peptonada inoculada con diferentes microorganismos. Se -
deja una caja de Petri de cada chile y de cada concentra
cidn sin inocular, que nos sirven de blanco, Inoubar &

28%C/24 h excepto Pseudomonas, la cual se incuba a 35°C/
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24 h.

Las cajas que presentan crecimiento no se re-
gsiembran, nada més se toman los resultados. A las cajas
que no presentan crecimiento se les agreza 5 ml de agua
peptonada estéril y se deja reposar 5 min, después de ——
ese tiempo se toma 1 ml de esa agjua peptonada y se pone
en una caja de Petri estéril, a la cual se le agrega ge-
losa nutritiva estéril fundida y enfriada a 45°C y se de
ja solidificar., Incubar a 28°C/24 h excepto Pseudomonas,
la cual se incuba a 35°C/24 h .

Se anotan los resultados que presentan las ca-

jas de petri incubadas,
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PRUEBA  DE CHILE CON ALIMENTOS

La finalidad de esta prueba es ver si el chile
puede inhibir a los microorganismos presentes en diferen
tes alimentos. Por esto se untan con chile unas salchi-
chas Viena de la marca Zwan y unos quesos frescos que se
compraron en el mercado de Igusla, Groj y se mantienen -

en refrigeracidén por un tiempo de tres meses,

Haterial
Chiles: mulato, ancho, guajillo, chipotle, asados y
cocidos. A
Salchichas Viena de la marca Zwan.,
Quesos frescos.
Refrigerador a una temperatura de 6°c.

Papel aluminio, Marcador.

Método

Preparacidn del chile asado y cocido: Se utili-
zan las salsa de la "Prueba de inoculacién de salsas con
los diferentes microorganismos”,

' Preparacién de los alimentos: De las salsas a=s
sadas y cocidas se toma el chile para untar a las salchi
chas y a los quesos,despuéds se envuelven en el papel alu
minio y se meten & n un refrigerador con una temperatura
de 6°C. Después de ese tiempo se sacan los alimentos y =

anotan los resultados.
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PRUEBA DE ESTERILIZACION
CON CLORURO DE MERCURIO

Para doder esterilizar el chile sin uso de la
autoclave se utiliza el cloruroc de mercurio al 0,1%, en
el cual se pusieron los chiles por un tiempo de 5 min,
Se- incuban los chiles a 28°C/24.h; Los resultados que se
obtuviron fueron de crecimiento de hongos, por lo cual -

no se utilizé este método,



CAPITULO 1v
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RESULTADOS

DETERMINACION DE HUMEDAD

CHILE
Serrano
Jalapefio
Poblano
Chilaca
Kulato
Pasilla
Ancho

‘Chipotle

Guajillo

%
88.75
95.42
90.21
87.98
13.51

5.45
15.96
5.03
26.79
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DETERMINACION DE VITAMINA C

CHILE VITAMINA C
(En 100g de chile)

Serrano 31.74 mg
Jalapefio 38.20 mg
Pohlano 67.64 mg
Chilaca 149,60 mg
Mulato 38.12 mg
Pasilla 27.90 mg
Ancho 25.00 mg
Chipotle 5.47 mg

Guajillo 79.76 mg
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DETERMINACION DE pH

CHILE PH
Serrano 6,00
Jalapeiio 5.60
Poblano 5.15
Chilaca 6.05
Mulato 4.85
Pasilla 4.90
Ancho 4.85
Chipotle 4.85.

Guajillo 4,90
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DETERMINACION DE ACIDEZ

CHILE

Serrano
Jaleapefio
Poblano
Chilaca
¥ulato
Pasilla
Ancho
Chipotle

Guajillo

%

(Acidez en 4cido ascédrbico)

0.0528
0.0352
0.088
0,0513
0,704
0.8096
0.528
0.352
0.352
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DETERMINACION DE CAPSAICINA

CHILE %
{En base seca)

Serrano 0,611
Jalapefio 0.664
Poblano 0.536
Chilaca 0.1875
Mulato 1.156
Pagilla 1.277
Ancho l.232
Chipotle 1,031

Guajillo 1.277
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CUENTA DE BACTERIAS

CHILE MICROORGAYN ISMOS/GRANMO
Serrano 1,800,000
Jalapafio 30,000
Poblano 24300,000
Chilaca 12,400,000
Mulato 30,000
Pasilla 600,000
Ancho 700,000
Chipotle 1,100,000

Guajillo 100,000
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CUENTA DE HONGOS
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DISCUSICN

1) Por los resultados obtenidos en las diferentes prue-
bas hechas & los chiles, vemos que s8lo el 55,5% de 8s-
tos funcionan como bactericidas, Podemos ver también -
que los chiles secos son los que inhiben a las diferen-
tes bacterias,

2) Ias bacterias que fueron princiaplmente inhibidas fue
ron las grem negetivas y en una proporcién menor las =
gram positivas, indicéndonos esto que el inhibidor que -
posee el chile y que funciona como bactericida, puede -
ser de amplio espectro, ya gue actia sobre estos dos ti-
pos de bacterias,.

3) L= diferencia de resultados que presenta la prueba des
*Medicidn de halos de inhibicibn® y la de "Inoeulacifn -
en chiles neutro y sin neutralizar", se debe posiblemen-
te a que en la prueba de discos no se extrae totalmente
la sustancia inhibidora que posee el chile,

Vemos también que existe mucha diferencia en -
los resultados obtenidos en las tres pruebas anteriores
y los de la prueba de: "Imitacién de salsas", ésto se@ ~
puede deber a que en ésta dltima prueba se usd agua pare
hacer las galsas y en las pruebas de "Medicién de ualos

de inhibicién", "Inoculacién de chiles neutros y sin neu
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tralizar® se usaba caldo nutritivo para moler los chiles
y 8ste ayuda a que las condiciones de crecimiento para -
los microorganismos sean mejores, por lo cual hay mayor-
crecimiento en las pruebas en las que se utiliza caldo -
nutritivo. Pude ser gque lo dicho anteriormente no influ-
ya en la diferencia de los resultados y que esta diferen
cia sea porque los chiles secos pasan por un proceso de
secado, y por lo tanto el ¥ de sélidos aumenta, lo cual-
nos indica que el agente de inhibicién también aumenta.
4) Por los resultados obtenidos en la prueba de: "Medi=—
cién de halos de inhibicién" vemos que el chile ancho y
malato son los que'presentan halos de inhibicidn mds —
grendes; en la de "Imitacién de salsas" el chile mulato
inhibe a todos los microorganismos a pesar de no estar
estéril eosa que no sucede con el chile ancho. Por lo ai
cho anteriormente se deduce que el chile mulato es el ~
que tiene mayor poder bactericida.

5) No fue posible saber a qué sustancia se debe el poder
bactericida que presenta el chile, ya que no se sabe to=
talmente la composicidén quimica de &ste. Al principio se
prensd que era debido a la capsaiecina ya que los chiles ~
secos eran los que mayor cantidad posefan y eran los que
presentaban poder de inhibicidn, pero al observar los re

sultados esto no era posible, ya que el chile pasilla -~
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era el que mayor cantidad de capsaicina tenfa (1.277%) y
no inhibfa totalemnte, por el contrario el chile mulato
posefa menor cantidad (1.156%) y presenté mayor inhibi—
cidén.

6) La prueba que se hizo con la carne untada de chile y
el queso untado de chile, no fue satisfactoria ya que =
después de tres meses estos alimentos muestran un gren =
crecimiento de mohos, pero 8sto es debido a que los chi-
les secos tienen una gren carga de mohos, y es posible
que las esporas resistan la esterilizacién y por lo tan=-
to en el alimento encuentran un medio propicio para su -
crecimiento.

7) Debido a gue los microorganismos no se sncuentran en
los alimsntos en forma aislada sino en forma combinada,
se hizo una prueba inoculando 8l chile guajillo asado es
téril y coeido estéril con diferentes mezclas de los mi-
croorganismos. El resultado obtenido fue inhibicién de -

las mezclas de los microorganismos.
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CONCLUSIONES

1) Los chiles que presentan poder bactericida
son: mulato, chipotle, guajillo, pasilla y ancho, en con
centraciones de 40, 60, 80 y 100% p/v. Para que se obten
gan mejores resultados en la inhibicién de microorganis~
mos, se recomienda que los chiles se sometan al proceso
de esterilizacidn antes de ser usados, ya que &stos pre-
sentan una contaminacidén muy grande de mohos, la cual es
perjudicial, sobre.todo cuando untamos los alimentos con
el chile, porque llena de mohos al producto en lugar de
conservarlos.

2) De los chiles utilizados, @l que presenta -
mayor poder bactericida es el chile mulato.

3) Los chiles frescos no presentan poder bactes
ricida debido posiblemente a que tienen poco contenido -
de s6lidos y por lo tanto el compuesto que inhibe éptd —
en menor cantidad que en los chiles secos. No se traté -
de igualar las concentraciones de s8lidos ya que se tenf
que someter a los chiles al proceso de secado y ésto po-
drfa cambiar sus propiedades originales; ademds de que -~
en esta investigacidn que se pretendfa trabajar con los-
chiles en la: ferma en gque son conswnidos,

4) Las bacterias inhibidas priuncipalmente fue-
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ron: Serratia, Pseudomonas, Xanthomonas, Escherichia, -—

Erwinia, Leuconostoe, Shigella y Salmonella, o sea las -

gram negativas; presentando dificultad Streptococcus y

Staphylococccus que gon gram positivas, Indicdndonos es-

to que el inhibidor que posee el chile y que funeciona co
mo bactericida, puede ser de amplio espectro, ya que ac—
tda sobre estos dos tipos de bacterias.

5) Por los resultados obtenidos se puede decir
que se cumplié con el objetivo de esta investigacibn, =—
por 1o cual se recomiemda que se trabaje con otros tipos
de chiles y también con otros microorganisnios, que se in
vestige cudl es la sustancia que actda como inhibidora,
Esto nos darfa 1lsa posibilidad de explotar s un alimento
que sélo se le considera como condimente de sabor agrada
dable que se consume en la dieta diaria de la poblacidén

mexicans, -
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