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RESUMEN

Las bebidas carbonatadas no alcohdlicas a base de malta representan en general un ambiente que
permite el crecimiento de algunos microorganismos, pero limita la sobrevivencia de muchos otros.
Parametros como la presencia de dioxido de carbono (CO2), el pH, la presencia de azucares son
factores a tener en cuenta a la hora de evaluar posibles contaminantes. La fisiologia de las
levaduras, los esporulados y las bacterias acido lacticas las hace potenciales de riesgo para este

tipo de bebidas.

Tomando en cuenta las caracteristicas de una bebida carbonatada no alcohdlica a base de malta se
selecciond un conjunto de microorganismo cuyas propiedades fisioldgicas permiten en principio su
contaminacion y prevalencia en la matriz. Con los microorganismos que lograron adaptarse a la
bebida, se evalud su resistencia en el tiempo a diferentes niveles de in6culo; seleccionandose
aquellos que mostraron crecimiento a niveles que implican dafio en las propiedades sensoriales de

la bebida.

Seguido a esto se evalu6 su resistencia a diferentes temperaturas y se calcularon parametros
cinéticos que llevaron a la formulaciéon de un tratamiento de pasteurizacion que mantuviera la
estabilidad microbioldgica del producto sin afectar su calidad organoléptica, encontrandose que un
tratamiento de 62°C durante 12 minutos, es suficiente para asegurar la calidad e inocuidad de la

bebida.

Palabras clave: pasteurizacion, inocuidad, levaduras, esporulados, BAL, patogenos, resistencia,

adaptacion, parametros cinéticos.
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1. INTRODUCCION

Las bebidas a base de malta se definen como el producto no alcohdlico obtenido de las sustancias
solubles de la cebada malteada, adicionado o no de otros cereales, IUpulo, aromatizantes,

saborizantes y edulcorantes; carbonatado, filtrado, envasado y pasteurizado (COVENIN, 2002).

Estas bebidas contienen una alta cantidad de azlcares faciimente asimilables por diversos
microorganismos por lo que representa un sustrato idoneo para el crecimiento de una amplia gama
de éstos. Si bien otros parametros como el pH y la carbonatacion, que genera un ambiente
anaerdbico, pueden en principio generar una barrera de crecimiento, algunos microorganismos
tienen una fisiologia y una capacidad de adaptacion biolégica que les permite crecer en la bebida

(Juvonen, 2011).

Las levaduras, estan especialmente adaptadas para sobrevivir en una medio con las caracteristicas
de las bebidas a base de malta, su capacidad para utilizar diferentes azucares como fuentes de
energia y multiplicarse en un ambiente acidico, asi como un metabolismo fermentativo que las dota
de una enorme capacidad para vivir en un ambiente anaerobico, las hace de especial cuidado en la
industria de las bebidas carbonatadas no alcohdlicas. El dafio por levaduras involucra turbidez,
olores y sabores desagradables, ademas la produccion de diéxido de carbono (CO.) por éstas,

puede llevar al hinchamiento e incluso la explosion del empaque (Juvonen, 2011).

Adicionalmente, las bacterias acido lacticas son contaminantes frecuentes en matrices de este tipo,
ya que, su metabolismo fermentativo les permite como a las levaduras crecer en ambientes
anaerodbicos y resistir ademas hostiles componentes como lo puede ser el etanol (producto
fermentativo). Ambientes con bajo pH, bajo contenido de oxigeno y bajas temperaturas son

susceptibles al dafio por este tipo de microorganismos (Blackburn, 2006).



Por otro lado, los esporulados estan comunmente asociados al dafio en alimentos que se ven
sometidos a tratamientos térmicos como la pasteurizacion (Blackburn, 2006). EI pH de la bebida
representa una potencial barrera de proteccion contra este tipo de microorganismos, pero; dicho
grupo desarrollé en el tiempo la propiedad de formar una estructura de resistencia, la endospora,
dicho mecanismo les permite sobrevivir largos tiempos en ambientes hostiles como lo puede ser un
pH lejano del rango de crecimiento, radiacion uv, limitacién de nutrientes, altas y bajas temperaturas
entre otros (Tortora, 2004). Tras verse inmersos en un ambiente con idoneas caracteristicas para su
crecimiento se estimula el proceso de germinacién con lo que inicia su multiplicacion y es aqui
donde esta su potencial riesgo. Debido a esto la contaminacidn con esta clase de microorganismo es

bastante frecuente (Juvonen, 2011).

Debido a que las bebidas a base de malta son susceptibles a la contaminacion microbiolégica, son
generalmente sometidos a procesos de pasteurizacion, tratamiento térmico suave que involucra un
proceso de calentamiento en blisqueda de mantener la inocuidad del producto (Stumbo, 1973). El
efecto destructivo de las altas temperaturas sobre los microorganismos es aprovechado en este
proceso, lo que mantiene bajo control la presencia de microrganismos en las bebidas a base de
malta. Se emplean temperaturas y tiempos de contacto relativamente bajos pero que aseguran la
prolongacion de la vida util del alimento sin variar las propiedades organolépticas del producto (Jay,

2005).

Tomando en cuenta los aspectos fisioldgicos de contaminantes frecuentes aislados durante el
proceso de produccion de la malta, asi como de aquellos que pudiesen representar potenciales
contaminantes, se llevard a cabo un estudio que permita definir un proceso de pasteurizacion
manteniendo la inocuidad y la calidad del producto sin comprometer las propiedades organolépticas

del mismo.



2. ANTECEDENTES
2.1 Bebidas acidas carbonatadas

2.1.1 Definicion

Las bebidas gaseosas o carbonatadas son “productos obtenidos por disoluciéon del anhidrido
carbonico en agua potable, agregado o no de: edulcorantes, jugos de frutas, concentrados de frutas,

sustancias aromaticas y aditivos legalmente permitidos” (COVENIN, 1995).

21.2 Componentes

Los componentes de este tipo de bebidas comprenden:

21.21 Agua

Principal ingrediente, usualmente contribuye con el 85 al 95% del producto y actua como portador de
los demas ingredientes. Debe cumplir con rigidos requisitos de calidad para lo cual es tratada tanto
quimica como microbioldgicamente, para que de esta manera no interfiera con el sabor, apariencia,

carbonatacién y demas propiedades del producto final (Steen y Ashurst, 2006).

2.1.2.2 Edulcorantes

Los edulcorantes son sustancias utilizadas para aumentar el sabor dulce de un alimento o bebida en
particular, estos pueden clasificarse como intrinsecos, que corresponde a aquellos que forman parte
natural del alimento; y extrinsecos o afiadidos que se limitan a aquellos azucares y jarabes
afiadidos a alimentos o bebidas durante su preparacién (Cummings y Stephen, 2007). En las
bebidas acidas carbonatadas la cantidad oscila entre 5-14%. Sacarosa, glucosa y fructosa son los

mas empleados (Juvonen y col, 2011).



Ademas de estos edulcorantes afiadidos, durante el proceso de elaboracion de algunas bebidas es
comun encontrar carbohidratos propios de la produccion de la misma. En el caso de las bebidas a
base de malta, durante el proceso del malteo en la produccion del mosto se producen amplias
cantidades de azlcares principalmente representados por la maltosa (Briggs y col, 2004). El
principal carbohidrato presente en los granos de cebada es el almidon, presente bajo la forma de
amilosa y amilopectina; por otro lado, las enzimas mas importantes durante el malteo son las
amilasas a y B que degradan estos compuestos, los productos de la primera corresponden a
dextrinas ramificadas y lineales; mientras que la segunda genera fundamentalmente maltosa,
importante en las bebidas a base de malta ya que esta molécula es la principal responsable del
sabor dulce del extracto de malta. En la industria cervecera representa un azlcar facilmente

fermentable (Hough, 1990).

2.1.2.3 Dioxido de carbono

Gas incoloro e inodoro que aporta el burbujeo propio de las bebidas gaseosas, este gas se afiade al
final del proceso, previo al sellado del envase. La solubilidad del CO disminuye con el aumento de la
temperatura (Juvonen y col, 2011). Es por esto que se recomienda consumir estas bebidas frias
para mantener asi la carbonataciéon en el producto y asi su particular y refrescante sabor; asi como

en algunos casos mantener la estabilidad microbiologica (Steen y Ashurst, 2006).

2.1.2.4 Acidificantes

Proporciona el sabor levemente acido a las bebidas gaseosas por lo que son una parte importante
en el producto final. Debido a la disminucion del pH consecuencia de la adicién de éstos, se dota ala

bebida de un medio poco propicio al crecimiento bacteriano; funcionando asi como un potencial



conservante. Los mas utilizados son el &cido tartarico, acido citrico y acido fosforico. (Steen y

Ashurst, 2006).

2.1.2.5 Saborizantes

Se obtienen de fuentes naturales o artificiales y proporcionan el sabor caracteristico de cada una de
las variedades presentes en el mercado, otorgando ademas al producto final de un particular y

caracteristico sabor que atrae al consumidor (Steen y Ashurst, 2006).

2.1.2.6 Colorantes

La percepcion del color influye en la recepcién por parte de un consumidor de una determinada
bebida, por lo que el uso de estos aditivos esta altamente distendido en la industria alimenticia, a
pesar de no proveer ningun valor nutritivo. El color complementa un sabor en particular, por ejemplo;
los colores naranja y amarillo evocan sabores acidos, los rojos sabores mas dulces; azules y verdes
bebidas més refrescantes (sabores a menta); el marrdn como el refresco de cola sabores mas
pesados; asi se percibe una relacion color-sabor que lleva a la escogencia de una bebida en

particular, asi como un mayor disfrute de la misma (Steen y Ashurst, 2006).

2.1.2.7 Conservantes

Son sustancias capaces de inhibir, retardar o detener el crecimiento de microorganismos que
conlleva al deterioro del alimento; entre los mas usados se encuentran los &cidos benzoico y sorbico

(Steen y Ashurst, 2006).



2.2 Produccion de bebidas a base de malta

La malta, que entra en la clasificacién de bebidas gaseosa, es el producto no alcohdlico obtenido de
sustancias solubles de la cebada malteada, adicionado o no de otros cereales, |Upulo, aromatizantes

y edulcorantes; carbonatado, filtrado, envasado y pasteurizado (COVENIN, 2002).

La produccion de bebidas a base de malta involucra un proceso de germinacion controlada de la
cebada seguido de la aplicacion de calor para detener el proceso. En una primera etapa se estimula
la germinacion de los granos de cebada para lo que se requieren condiciones de temperatura y
humedad controladas ademés de la presencia de oxigeno; durante la germinacion el embrién pasa
de un estado latente a una forma metabdlicamente activa induciendo entonces la actividad de
enzimas que difunde por todo el endospermo y desdoblan el almiddn, proteinas, grasas, entre otros
componentes. Seguido al proceso de germinacion se lleva a cabo el tostado, proceso en el que se
aumentan las temperaturas con el objetivo de disminuir la humedad en los mismos y con esto cese
la accion de las enzimas. Finalmente, la malta se almacena a temperatura ambiente durante 4 a 6
semanas, para asegurar que no continlen las reacciones en el interior de grano, lo cual reduciria la

calidad de la malta al utilizar. (Brigs, 2004).

En la producciéon de la bebida, el producto antes obtenido se mezcla con agua y algun otro
componente de acuerdo a lo que se desee lograr; posterior a esto se calienta hasta conseguir la
sacarificacion del almidén, una vez alcanzado esto ultimo se obtienen en la mezcla una pasta sélida
(bagazo) y un componente liquido (mosto). EI mosto, se separa de la parte sélida mediante filtracién;
otros componentes como IUpulo y edulcorantes, ademas de dioxido de carbono son afiadidos para

obtener las bebidas a base de malta (Hough, 1990).



2.3 Tecnologia de Pasteurizacion

La pasteurizacién es un proceso mediante el cual se reducen poblaciones de microorganismos
mediante el uso de altas temperaturas, con el fin de permitir la conservacion de un producto durante
un tiempo limitado (Madigan y col, 2003). Este proceso mantiene la estabilidad biologica del
producto y extiende su tiempo de almacenamiento por medio de la reduccion de la carga microbiana,
sin alterar las propiedades sensoriales del mismo. Asi, la pasteurizacion se diferencia de la
esterilizacion en que este ultimo es un tratamiento térmico muy intenso, mientras la pasteurizacién

es suave y no elimina todos los microorganismos presentes en el alimento (Madigan y col, 2003).

En alimentos de baja acidez (pH>4,5) es usado para minimizar los dafios de organismos
patogénicos y extender el vencimiento del alimento por varios dias. En alimentos con alta acidez
(pH<4,5) el tratamiento térmico puede ser mas suave, debido al efecto que tiene la alta acidez en los
microorganismos permitiendo el crecimiento solo de aciddfilos; asi, el vencimiento del alimento

puede extenderse hasta por varios meses (Fellows, 2000).

El calor genera ruptura de los enlaces que mantienen las uniones peptidicas lo que conlleva a la
desnaturalizacion de proteinas y eventualmente al deceso de microorganismos. (Mathews y col,
2002). Esto es aprovechado en la industria alimentaria y sanitaria que utilizan el calor humedo como

medio de esterilizacion total y comercial (Fellows, 2000).

La esterilidad comercial se define como la “condicion lograda por la aplicacion de calor o por el
control de la actividad de agua y aplicacion de calor, que hace al alimento libre de formas viables de
microorganismos significativos desde el punto de vista de salud publica, asi como de cualquier otro
no patdgeno, pero si capaz de reproducirse en el alimento bajo condiciones normales no

refrigeradas, de almacenamiento y distribucion” (Covenin, 1985). Asi, un producto comercialmente



estéril puede contener microorganismos viables siempre que estos no sean patdgenos, no se
multipliquen, ni tampoco generen cambios en las propiedades organolépticas del producto. Es esta
la condicion que se busca alcanzar en productos alimenticios comerciales usando este proceso

como método de inocuidad.

Cuando los microorganismos y/o las esporas son sometidos a un proceso de calentamiento como la
pasteurizacion, no todos mueren al mismo tiempo, sino que una proporcion es destruida en un
periodo de tiempo dado mientras el resto sobrevive. Si a los sobrevivientes se les somete a un
proceso similar (igual tiempo y temperatura), morira la misma proporcién de microorganismos. Asi,
un tratamiento térmico dado siempre elimina la misma proporcién microbiana con respecto al indculo
inicial para cada etapa, con lo cual la cinética de la muerte térmica, en condiciones isotérmicas, es

de primer orden (Stumbo, 1973).

Matematicamente el efecto de la pasteurizacion viene dado por:

Ecuacion 1: t = D X log %

Donde:

N= n° microorganismos sobrevivientes

No= n° microorganismos antes del tratamiento
D=valor D

t= tiempo de calentamiento a una temperatura dada

La combinaciéon de tiempo y temperatura es crucial debido a que determina la intensidad del

tratamiento térmico; mientras mas alta sea la temperatura usada, menor seré el tiempo necesario
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para alcanzar la esterilizacion comercial. Sin embargo, el uso de altas temperaturas pone en riesgo
la calidad organoléptica del producto por lo que los valores de tiempo y temperatura deben

escogerse en funcion de éstos (Tortora y col, 1992).

Existen distintos tipos de pasteurizacion, clasificados de acuerdo al tiempo y el grado de

calentamiento usado:

LTLT (baja temperatura largo tiempo), es un método que consiste en el calentamiento a 63°C
(145°F) por 30 minutos. Otro método mas ampliamente utilizado es el de HTST (alta temperatura
corto tiempo), el cual consiste en el calentamiento a 72°C (161°F) por 15 segundos; este método
también es conocido como pasteurizacion flash y es menos destructivo que el método expuesto
previamente. El tratamiento UHT (ultra high temperature) es otro tratamiento térmico que destruye
patégenos no formadores de esporas, ademas de reducir considerablemente poblaciones de
esporulados. Este tratamiento es alcanzado con tratamientos a temperaturas de 135-140°C (275-

284°F) por unos pocos segundos (tratamiento minimo es 54°C por 1 segundo) (Jay, 2005).

La pasteurizacion puede realizarse industrialmente en equipos de grandes dimensiones llamados
pasteurizadores tipo tunel, en estos, las botellas pasan a través de un tinel o cdmara de rociado de
agua, cuya temperatura va aumentando a medida que la botella avanza a través del equipo, hasta
alcanzar en la mitad del proceso la temperatura deseada (Figura 1). Posterior a esto, comienza la
etapa de enfriamiento donde se baja la temperatura rociando agua hasta aproximadamente 25°C.

(Mendieta y col, 2012).

Otro tipo de pasteurizador ampliamente utilizado, es el intercambiador de calor de placas que

consiste en una serie de placas de acero inoxidable conectadas una seguida de la otra (Figura 2);



cada placa esta equipada con una junta de goma sintética para producir un sello hermético y para

evitar la mezcla del producto y los medios calentamiento (Fellows, 2000).

- ‘T S EAEIFARA ‘7 Al

P CAI.INT IENTO CALENTAMIENTO ‘RMNIE

VAPOR

AGUA
FRESCA

Figura 1. Fases de temperatura en un tratamiento de pasteurizacion en un pasteurizador tipo tinel. Tomado y

modificado de Mendieta y colaboradores (2012).

En operacion el alimento es bombeado desde un tanque balanceado a una seccion de regeneracion,
donde el alimento es precalentado por producto ya pasteurizado. Luego en la seccion de
calentamiento, es elevada la temperatura hasta la de pasteurizacion por el tiempo necesario;
transcurrido éste, el producto es enfriado en la seccion de regeneracion (a medida que se

precaliente el siguiente producto a pasteurizar) y es finalmente enfriado con agua (Fellows, 2000).

Figura 2. Intercambiador de calor de placas. Tomado y modificado de Fellow (2000).
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El nivel de pasteurizacion se mide a través del célculo de las unidades de pasteurizacion, la cual
fisicamente representa la accion letal a 60°C durante 1 minuto, sobre los microorganismos presentes

en el producto durante el proceso (Patifio & col, 2001) Matematicamente se representa como:

Ecuacion 2: UP = t x 1,3937b-60

Donde:
T= equivale al tiempo de exposicidn del producto en el proceso
Tb= corresponde con la temperatura (°C) en el centro geométrico del envase del producto.

2.4 Tecnologia de barreras

El deterioro de alimentos es causado por solo una pequefia cantidad de los microorganismos
presentes inicialmente, asi un tipo especifico de dafio puede surgir en un determinado alimento bajo
condiciones normales de almacenamiento. Este tipo especifico de dafio vendra determinado por el
alimento en cuestion y los microorganismos contaminantes, surgiendo asi una asociacion de cada

grupo de microorganismo con un tipo de alimento en particular (Mossel e Ingram, 1955).

Factores denominados intrinsecos y extrinsecos influencian la estabilidad microbiologica en
alimentos y bebidas. (Mossel e Ingram, 1955). Los primeros, se asocian con la formulacién de la
bebida e incluyen la acidez, la carbonatacion, nutrientes y antimicrobianos presentes en el sistema.
Los parametros extrinsecos por su parte, no son dependientes de la caracteristicas de la bebida o el
alimento en cuestion, sino que se relacionan con las propiedades de almacenamiento del producto

(Sperber y Doyle, 2009).

Juntos estos pardmetros representan una primera y natural barrera de proteccion contra la

contaminacion microbiana y posterior dafio en productos alimenticios. Teniendo en cuenta estos

11



parametros se puede predecir los potenciales contaminantes de un alimento en especifico y en

consecuencia determinar la estabilidad general del mismo (Jay, 2005).

2.41 Parametros intrinsecos

2411 pH

Acidez y pH son los mas importantes obstaculos que deben sortear los microorganismos para su
prevalencia en un producto en particular (Mentz y col, 2010). La mayoria de los microorganismos
presentan un éptimo crecimiento con valores de pH cercanos a 7 (6.6-7.5), muy pocos logran crecer
por debajo de 4 (Jay, 2005) La figura 3 muestra los rangos aproximados de pH en los que crecen

algunos microorganismos contaminantes de alimentos.

Las bacterias por lo general presentan rangos de pH mas estrechos que mohos y levaduras. El pH
minimo y maximo sefialado en la figura 3 no debe interpretarse como limites, pues éste no es el
unico factor de crecimiento. El pH bajo por si solo no garantiza la seguridad y la estabilidad del
producto, asi el pH minimo para el crecimiento y la tasa de inactivacion dependen de la naturaleza
del acidulante, la presencia de otros inhibidores y los mecanismos de resistencia de acido de un

organismo (Juvonen, 2011).

12



pH 0 1 2 3 4 5 [ K b Q I 11 12 13 14

3
‘i

I Molds

| Yeas|s

Alicwelobagillus 4pp

Salmpnella |spp.

+—1

|

| Acerfgbactes spp.
| Lifteria gianodlagenes
|

|

eXsinig enterapeliticp

I
I Eschemchia ol

|| Clostrdivm botulifium | |

Bacillys cerdus

Camplobacper spp.

Shigella spp)

l | Thrio [paralloermobricus

|
L librio{choleyae

Clostridium perfriggens |

Figura 3. Rangos de pH aproximados de microorganismos contaminantes de alimentos y bebidas. Tomado y modificado

de Jay (2005).

Por ejemplo, el pH minimo de crecimiento de algunos lactobacilos depende del tipo de &cido usado,
con acido citrico, fosférico y tartarico, se permite el crecimiento a valores mas bajos de pH que con
acido lactico o acético (Jay, 2005). Otro ejemplo, en presencia de 0.2 M NaCl, Alcaligenes faecalis
mostré un rango de pH de crecimiento mas amplio, que en ausencia de NaCl o que en la presencia

de 0.2 M de citrato de sodio (Sherman y Holm, 1902).

La estabilidad microbioldgica de productos como frutas, bebidas acidas carbonatadas o no
carbonatadas, vinagre, vinos, entre otros, se debe en parte al disminuido pH que poseen (alejado del
optimo de crecimiento bacteriano), manteniendo a raya el crecimiento de bacterias contaminantes.
Contrario a esto, es muy comun observar dafio por mohos y levaduras en este tipo de alimento y es
debido precisamente a que estos microorganismos pueden crecer a valores de pH por debajo de

3.5; pH caracteristicos de estos (Jay, 2005).
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2.41.2 Contenido humedad/actividad del agua

Uno de los principales métodos de conservacion de alimentos es la desecacion, la cual es una
consecuencia directa de la remocion de la humedad, sin la cual los microorganismos no pueden
sobrevivir. Los requerimientos de agua de los microorganismos son descritos bajo el termino de
actividad del agua (aw) (Jay, 2005). El efecto general de la disminuciéon de la aw es alargar la
duracién de la fase de latencia de crecimiento y disminuir la tasa de crecimiento de la poblacion final
(Scott, 1957). El efecto de la ausencia de agua esta en la inhibicién de las funciones metabdlicas,
esto debido a que todas las reacciones quimicas de las células requieren un ambiente acuoso

(Tortora y col, 1992).

Todos los microorganismos presentan valores limites de aw debajo de los cuales no pueden crecer,
formar esporas o producir metabolitos toxicos (Beauchat, 1983). En general las bacterias requieren
valores mayores de ay para su crecimiento, que mohos y levaduras; teniendo las bacterias gram
negativas requerimientos mas altos que las gram positivas. Muchas baterias no crecen por debajo
de valores de aw de 0.91 y los mohos se limitan a valores por debajo de 0.80 (Zeuthen y Bogh-
Sorensen, 2003). El valor mas bajo de aw reportado para baterias contaminantes de alimentos es
0.75 para bacterias halofilas; mientras que mohos xerofilicos y levaduras osmoéfilas tienen valores de

crecimiento de aw de 0.65y 0.61 (Zeuthen y Bogh-Sorensen, 2003).

El efecto de la aw esta influenciado por parametros como el pH, temperatura de crecimiento, entre
otros. Estudiando el efecto de la aw en el crecimiento de Enterobacter aerogenes se encontr6 que la
fase de latencia y tiempo generacional fue progresivamente alargada hasta no producirse
crecimiento, con la disminucién de la actividad del agua. El valor minimo de aw fue aumentado

cuando se redujo la temperatura de incubacién. Cuando tanto el pH como la temperatura de

14



incubacion eran desfavorables, la aw minima para el crecimiento se hizo mayor (Wodzinski y Frazier,

1961).

2.41.3 Potencial oxidacion-reduccién (OR/Eh)

El potencial OR de un sustrato puede ser definido como la facilidad con la que este gana o pierde
electrones. Cuando los electrones son transferidos de un compuesto a otro, se crea una diferencia
de potencial, la cual puede ser medida y es expresada en milivoltios (mV). Mientras mas oxidado
estd una sustancia méas positivo sera su potencial, mientas mas reducido mas negativo. Los
microrganismos aerobicos requieren valores positivos de Eh (oxidado) para crecer, mientas los

anaerabicos requieren valores negativos de éste (reducido) (Jay, 2005).

2.4.1.4 Contenido nutrientes

Los nutrientes necesarios para crecimiento de microorganismos incluyen, una fuente de carbono y
nitrégeno, vitaminas, factores de crecimientos y minerales. El agua aunque no se considera un
nutriente es esencial para que se lleven a cabo todas las reacciones quimicas necesarias para la
sintesis celular y produccién de energia. (Ray, 1996). Los mohos tienen los requerimientos mas

bajos, seguidos por las bacterias gram negativas, levaduras y bacterias gram positivas. (Jay, 2005).

Para produccion de energia los microorganismos pueden usar distintas fuentes, como azucares,
alcoholes, aminoacidos. Algunos pueden usar carbohidratos complejos como almidén y celulosa
degradandolos primero a azucares simples. Las grasas pueden ser usadas también como fuentes de
energia pero son muy pocos los que tienen la maquinaria necesaria para utilizarlos (Tortora y col,
1992).Todos los microorganismos que normalmente se encuentran en alimentos metabolizan

glucosa, la utilizacion de otros carbohidratos difiere enormemente. Esto debido a la habilidad que
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pueden o no presentar algunos para transportar monosacaridos y disacéridos; asi como hidrolizar
polisacaridos (Ray, 1996). La adicién de edulcorantes como sacarosa incrementa la probabilidad de
dafio en el producto, en especial por levaduras, se encontr6 incluso una relacién directa entre la
concentracion de azucares fermentables y la susceptibilidad al dafio en el producto; asi, el uso de

endulzantes artificiales tiende a reducir la sensibilidad de la bebida al dafio (Juvonen y col, 2011).

Las principales fuentes de nitrégeno usadas son los aminoacidos, algunos pueden usar nucleétidos
y aminodcidos libres, otros péptidos y proteinas. En general las bebidas acidas, son muy pobres en
nitrégeno, por lo que este es otro parametro que influye en el crecimiento de contaminantes, sin
embargo las levaduras pueden crecer con bajos niveles de nitroégeno (0.2-0.5 mg/L) (Juvonen y col,

2011).

Microorganismos pueden requerir vitamina B en bajas cantidades, y casi todos los alimentos
naturales tienen una abundante cantidad de éste para aquellos microorganismos que no puede
sintetizarlo. En general, gram positivas son las que menos sintetizan compuesto por lo que es
necesaria su suplementacion para su crecimiento. Las gram negativas y mohos pueden sintetizar
muchos o todos los componentes que requieren; asi, estos dos ultimos se pueden encontrar en

alimentos que presenten bajo contenido de vitamina B (Jay, 2005).

2.41.5 Constituyentes antimicrobianos

La estabilidad microbiolégica de algunos alimentos es debido a ciertos componentes que estan
presentes naturalmente en estos, y que poseen actividad antimicrobiana. Un ejemplo de esto esta en
la leche de vaca, que presenta una sustancia que inhibe microorganismos hasta concentracion de

106 UFC/mL. Este componente es destruido con la pasteurizacién. La caseina de la leche y algunos
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acidos grasos también han mostrado tener un efecto antimicrobiano bajo ciertas condiciones (Bjorck,

1978).

2.4.1.6 Adaptacion microbiana y resistencia al estrés

Muchas condiciones que los microbios se enfrentan en la produccion de bebidas representan estrés
para las células. Una respuesta adaptativa al estrés puede producirse, lo que puede proporcionar
proteccidn contra tensiones letales posteriores de la misma o diferente especie (Chung y col, 2006;

Van de Guchte y col, 2002).

2.4.2 Parametros extrinsecos

Estos parametros no dependen del sustrato o del alimento en cuestion, sino mas bien estan
relacionados con las propiedades de almacenamiento que afectan tanto al alimento como a los
microorganismos (Mossel e Ingram, 1955). Los de mayor relevancia en cuanto a microorganismos

dafinos de alimentos comprenden:

2.4.2.1 Temperatura de almacenamiento

Microorganismos tienen amplios rangos de temperatura, esto es un factor a tener en cuenta al

momento de establecer la temperatura de almacenamiento de un determinado alimento (Ray, 1996).

Las temperaturas més bajas en las que se ha reportado crecimiento microbiano es de - 34°C y la
mas alta supera los 100°C (Jay, 2005). Organismos que crecen bien a 7°C y tienen un dptimo entre
20 y 30°C se conocen como psicrotrofos; aquellos que crecen bien entre 20 y 45°C con un 6ptimo
entre 30-40°C son referidos como termdfilos (Talaro y Chase, 2015). Las bacterias psicrotrofas mas
comunmente encontradas en alimentos son los pertenecientes a los géneros de Pseudomonas y

Enterococcus, estos crecen muy bien a temperaturas de refrigeracién (5-7°C), causando dafios en
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alimentos refrigerados a estas temperaturas. Los mesdfilos en general no crecen a temperaturas de
refrigeracion, pero si a temperaturas por encima de estas, 6ptimas para su crecimiento, ejemplos de

estos son Lactobacillus, Microccocus, Shewanella, entre otros (Jay, 2005).

Aunque en principio pareciera deseable almacenar cualquier alimento a temperatura de
refrigeracion, esto no es siempre lo mejor para la estabilidad microbiologica del producto, por
ejemplo los cambures se almacenan mejor a temperaturas ente 13-17°C que a temperaturas de 5-

7°C (Jay, 2005).

2.4.2.2 Humedad relativa del ambiente

La humedad relativa del ambiente de almacenamiento influye directamente en la actividad del agua
presente en el alimento y de esta forma compromete la sensibilidad al dafio. Cuando se asienta la aw
a 0.60 es importante que el alimento sea almacenado bajo condiciones que no permitan una toma de
humedad del aire que lleve a un incremento de la aw a un punto que permita la presencia de
microorganismos. Alimentos con baja aw colocados en ambientes con alta humedad relativa tienden
a tomar humedad del ambiente en el que se encuentran hasta establecerse un equilibrio; alimentos
con alta aw en ambientes con baja humedad relativa tienden a perder humedad hasta establecerse
un equilibrio. Cortes de carne u otro alimento indebidamente envuelto y almacenado bajo
refrigeracion, propicia el deterioro del mismo debido a la alta humedad relativa en el congelador (Jay,

2005).

2.4.2.3 Presenciay concentracion de gases en el ambiente

El dioxido de carbono es el gas atmosférico mas importante usado para el control microbiolégico

(Jay, 2005). Las bebidas carbonatadas en general son menos propensas al dafio microbiologico que
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las bebidas no carbonatadas, esto debido a que la carbonatacion puede inhabilitar el crecimiento de
microorganismos dafiinos mediante la inhibicion de la division celular, la disminucion de la absorcion
de aminoéacidos, perturbacion del buffer citoplasmatico, reduce el pH citoplasmatico, ademas de
promover la esporulacion. A pesar de este efecto, muchas levaduras son resistentes a los grados de
carbonatacion de este tipo de bebidas, encontrandose las mas resistentes en los grupos Dekkera y

Saccharomyces (Querol y Fleet, 2006).

Muchos microorganismos contaminantes de alimentos necesitan de oxigeno para su sobrevivencia
por lo que en este tipo de matrices donde los niveles de oxigeno son muy bajos, ven muy disminuida
su posibilidad de prevalencia; siendo este un factor importante en la estabilidad microbioldgica de un

alimento o bebida en particular (Madigan y col, 2003).

2.4.2.4 Presenciay actividad de otros microorganismos

Algunos microorganismo producen sustancias que genera un dafio e incluso son potencialmente
letales para otros, esto incluye antibidticos, bacteriocinas, perdxido de hidrégeno y acidos organicos

(Jay, 2005).

2.5 Evaluacion de la resistencia térmica

2.5.1 Factores que afectan resistencia térmica de microorganismos

2.5.1.1 Factores fisico-quimicos del medio de crecimiento

25111  pH del medio

En general los microorganismos son mas resistentes al calor en un pH de crecimiento cercanoa 7, a
medida que éste aumente o disminuye la sensibilidad al calor sera mayor. Esta condicion presenta

una ventaja a la hora de aplicar tratamientos de esterilizacion, pues en alimentos con alta acidez la
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temperatura necesaria para alcanzar la esterilidad sera menor, con respecto a alimentos que
presenten un pH cercano a la neutralidad (Jay, 2005). Por ejemplo para esporas de Bacillus cereus
se tiene que a pH: 6,5; 5.5; 4.5; se obtuvieron respectivamente valores de resistencia D mayores, a
pH mas cercano a la neutralidad: 2.39; 1.04; 0.51; al someterlos a una temperatura de 95°C (Gaillard

y col, 1998).

2.51.1.2 Concentracion de Sales

El efecto de las sales varia dependiendo del tipo de sal y la concentracién de ésta. En algunos casos
tiene un efecto protector, se cree porque disminuye la actividad del agua, lo que acarrea en un
aumento de la resistencia térmica de los microorganismos; otras sales (ejemplo Ca*2 y Mg*)
tienden a disminuir la actividad del agua, lo que conlleva a un disminucion en la termoresistencia

(Jay, 2005).

251.1.3 Actividad del agua (aw)

La resistencia al calor de las células microbianas aumenta con la disminucion en la cantidad del
agua, se reportd por ejemplo que para esporas de Bacillus cereus: una ayw de 1y pH=6,5 el valor
Dgs= 2,386 minutos; para una aw de 0,86 a idéntico pH, el valor D obtenido fue de 13,842 minutos

(Gaillard y col, 1998).

2.5.1.1.4 Carbohidratos, lipidos y proteinas

La presencia de azlcares en los medios de suspensién aumenta la resistencia de los
microorganismos presentes en ella, esto en parte debido a la disminucion de la aw consecuencia del
aumento de la concentracion en el medio por la presencia de los carbohidratos. Los lipidos

presentes en alimentos ejercen un efecto de “blindaje” sobre los microorganismos, esto debido
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quizas al aislamiento del agua generado por las caracteristicas hidrofébicas de los lipidos presentes
en las capas que rodean las células (Strumbo, 1973). Las proteinas presentes en alimentos o en el
medio de calentamiento, se piensa ejercen también un “efecto protector” sobre los microorganismos;
se cree, debido al aumento de la estabilidad de las proteinas de membrana mediante interacciones

electrostaticas con aminoécidos o diferentes proteinas. (Jay, 2005).

2.5.1.2 Factores inherentes a los microorganismos

La resistencia térmica de los microorganismos varia al pasar de una etapa de crecimiento a otra, en
general las células de la fase estacionaria son las que poseen mayor termorresistencia, pero esto
varia con la especie (Stumbo, 1973). Se han encontrado casos en los que las células son méas
resistentes en la fase lag o de latencia, y méas sensibles al calor en la fase logaritmica. (Ng y col,

1969).

Los organismos termdfilos son los que presentan mayor resistencia a las altas temperaturas, pues
su optimo de crecimiento ronda los 50 y 60°C, con un minimo de 45°C y un maximo de 70°C e
incluso con valores por encima de éste. Asi, los organismos termofilos estan ya adaptados a las
altas temperaturas por lo que son menos susceptibles a tratamientos térmicos, estos
microorganismos presentan enzimas termoestables, presumiblemente por la mayor presencia de
aminoacidos hidrofébicos en comparacion a las enzimas similares presentes en los mesdfilos (Jay,

2005).

A mayor numero de microorganismos (densidad celular), mayor sera la resistencia al calor. Se
sugiere que el mecanismo que lleva al aumento en la resistencia térmica es debido a la produccion
de sustancias protectoras excretadas por las células. Otra explicaciéon es que en una poblacién

celular densa, la probabilidad de encontrar organismos termoresistentes es mucho mayor que en
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poblaciones mas pequefias. Se ha demostrado que ciertas especies microbianas aumentan su

resistencia térmica al crecer en presencia de otras especies (O"Connor-Cox en Ramirez, 1999).

252 Métodos para evaluar resistencia térmica de microorganismos

Los métodos mas usados para estimar la resistencia térmica de microorganismos comprenden:

2.5.2.1 Método del tubo

Conocido también como el método del “tubo Unico”, este procedimiento consiste en calentar
determinadas cantidades de una suspension de microorganismos 0 esporas en pequefios tubos de
vidrio (7-10 mm de diametro) de capacidad entre 1y 4 mL. Después de cerrarlos bajo la llama, los
tubos se introducen en un bafio de aceite mineral o vegetal, propilenglicol o algun otro medio
adecuado, a temperatura constante; y a intervalos de tiempos determinados el tubo se saca y es
enfriado en agua rapidamente. Posterior a esto, se procesa el contenido de los tubos cultivando el
mismo en un medio apropiado y se determina la presencia 0 ausencia de crecimiento microbiano

(Bigelow y Esty 1920).

La simplicidad y facil realizacién de este método en cualquier laboratorio representa su mayor
ventaja. El llenado, sellado, calentamiento y subcultivo de los tubos consume tiempo, lo que
representa su principal desventaja; ademas, el calentamiento no es instantaneo, y por otro lado,
durante el subcultivo existe la posibilidad de que se queden algunos sobreviviente en el tubo

(Stumbo, 1973).

2.5.2.2 Método de la lata

Se emplean latas de dimensiones de 6,35 cm de diametro por 0,95 cm de alto que contienen entre

13 'y 16 mL de medio inoculado. Las latas cerradas se someten a altas temperaturas en pequefios
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autoclaves conectados a un tanque de vapor, el sistema esta acoplado a una red de agua para el
posterior enfriamiento en los mismos autoclaves; se alcanzan temperaturas entre 100 y 140°C. La
incubacion puede ser directa o abrir la lata y subcultivar el contenido (Townsend y col 1938). Una de
las ventajas de este método es la posibilidad de trabajar con un gran numero de réplicas de manera
simultanea, ademas el uso de latas genera mayor facilidad a la hora de subcultivar, puesto que la
dinamica en el proceso (abrir las latas) es mas facil que por ejemplo en el uso de capilares. La

desventaja es la necesidad de equipos especiales para llevar a cabo este proceso (Stumbo, 1973).

2.5.2.3 Método del tanque

Un equipo permite calentar bajo presién y al mismo tiempo afiadir el indculo y tomar muestras sin
variar las condiciones bajos las cuales se realiza el ensayo. El sistema es basicamente un pequefio
autoclave, provisto de un propulsor para agitar la suspensién, y de valvulas especiales para retirar
las muestras. El equipo consta de un pequefio depdsito cilindrico de acero inoxidable con
dimensiones de 10 cm de didmetro y 11 ¢cm de profundidad, tiene una capacidad de 900 mL y esta
equipado con un termémetro y un agitador. En el fondo del tanque se encuentran 4 valvulas
conectadas cada una a un tubo de ensayo para la recogida de muestras. (Williams y Robertson,

1954).

El inoculo frio se coloca en el tanque y comienza a calentarse uniformemente con la agitacién; al
alcanzar la temperatura provista se toman las muestras en tubos de ensayo. La ventaja del método
estd en que se pueden utilizar medios inoculados tanto liquidos como liquidos con solidos, ademas

es facil obtener las muestras para el recuento de supervivientes (Stumbo, 1973).

Los tiempos necesarios para elevar la temperatura hasta la requerida son altos, debido al gran

volumen de muestra, lo que limita el empleo de este método a temperaturas por debajo de 115°C;
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ademas de esta desventaja, la construccion del tanque es complejo y su manejo requiere gran

precision (Stumbo, 1973).

2.5.2.4 Método del frasco

Disefiado para el estudio de resistencia térmica en organismos no esporulados y formadores de
esporas de baja resistencia térmica; se realiza a temperaturas inferiores al punto de ebullicién del
agua, limitante que representa su principal desventaja. En el proceso se usan por lo general
recipientes de tres bocas (tubo Woulf), como el usado por Levine en 1927, por dos de ellas se
introducen un agitador y un termémetro, dejando asi la tercera boca para afadir el inoculo y tomar
muestras a los diferentes intervalos de tiempo para posterior subcultivo. La principal ventaja de este
procedimiento esta en que requiere equipos relativamente sencillos, que pueden encontrarse en

cualquier laboratorio (Stumbo, 1973).

2.5.2.5 Método del tubo capilar

Disefiado por Stern y Proctor en 1954 utiliza tubos de vidrio de 0,8 mm de diametro y 1,5 mm de
altura los cuales son cerrados, manteniendo dentro la suspension de medio con los
microorganismos. Los capilares son colocados luego en una bandeja directamente en un bafio de
agua caliente; luego de cierto tiempo, la bandeja que soporta los capilares es colocada en agua fria
para su enfriamiento. Este método permite el calentamiento y enfriamiento casi instantaneo de los
tubos y la incubacion se lleva a cabo posterior al enfriamiento. La desventaja de este método es el
tedioso trabajo que representan las labores de llenado y sellado de los tubos, asi como de introducir

las muestras en los mismos. (Stumbo, 1973).

2.5.2.6 Método del termoresistometro
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En 1948 Stumbo y col, disefiaron un termoresistometro que permitia realizar estudios en un intervalo
de temperaturas de entre 115,6 y 132 °C. Este sistema consistia en tres cdmaras conectadas a un
depdsito de vapor de tal forma que cada una podia llenarse o vaciarse de forma independiente. Una
vez inoculadas las muestras se colocan en pequefas placas metalicas colocadas en moldes de
aluminio, que pasan a través de las tres camaras del sistema, esterilizadas previamente. En la
primera camara, se cargan las capsulas, se aplica la temperatura de prueba, en la segunda y en la
tercera se enfrian mediante evaporacion y son trasladadas a los tubos que contienen el medio de
cultivo. La principal ventaja del método corresponde a un calentamiento y enfriamiento rapido de las
muestras; su principal detrimento esta en que limita al estudio a temperaturas por encima de los

100°C (215°F); ademas del uso de un equipamiento especial (Stumbo, 1973).

2.5.2.7 Método del tubo no sellado

Ideado por Schmidt en 1950, consiste en calentar la suspension en pequefios tubos con un tapon de
algodon, esto permite la adicion directa del inoculo a los tubos de cultivo una vez que comienza el
calentamiento. Su ventaja esta en que se elimina la apertura y sellado de tubos, lo que hace el
procedimiento mas sencillo; mas su desventaja esta en el dificil control de la temperatura debido a

que corrientes de aire pueden suponer un enfriamiento del tubo.

2.5.2.8 Método de la jeringa

Propuesto por Kooiman y Geers en 1974, en este procedimiento se usan tubos o frascos con tapas
de roscas provistas de un tampdn de neopreno a través del cual se inyecta un inoculo luego de que
la temperatura del medio de prueba es equilibrada en un bafio termostatico. Al realizar el inoculo, 0,1
mL de la suspension de esporas 0 microorganismos es afiadida a 10 mL del medio, mediante el uso

de una jeringa. Una vez aplicada la temperatura por el intervalo de tiempo establecido, los tubos se
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colocan en un bafo de agua-hielo y luego se cultiva cada muestra en el medio apropiado. Este
método tiene la ventaja que permite trabajar a temperaturas cercanas a los 100 °C, sin
experimentar los fendmenos de evaporacion del medio de prueba que se observan cuando se

trabaja con tubos o frascos que no estan cerrados herméticamente.

2.5.3 Parametros para evaluar resistencia térmica de microorganismo

La importancia de los tratamientos térmicos radica en la inactivaciéon de los microorganismos
patdgenos que puedan causar dafios a la salud publica, asi como afectar las propiedades
sensoriales del alimento. Para un tratamiento térmico adecuado se consideran dos parametros
cinéticos que permiten observar o predecir la efectividad de dicho tratamiento, estos son los valores

Dy Z. (Stumbo, 1973).

El tiempo de esterilizacién o de pasteurizacion no incluye el tiempo de penetracién de calor o el
tiempo necesario para alcanzar la temperatura a la cual se desea llevar a cabo el proceso, asi el
efecto de un tratamiento térmico vendra dado principalmente por la temperatura blanco
(temperatura de tratamiento), pero existe también un aporte de la temperatura de calentamiento y de

enfriamiento en el proceso (Lightfoot y Maier, 1998).

2.5.3.1 ValorD

El valor D o tiempo de reduccion decimal, corresponde con el tiempo necesario para disminuir a un
10% la poblacién inicial, es decir; el tiempo que toma acabar con un 90% de la poblacion bacteriana
inicial, a una temperatura fija (Shull y col, 1963). Numéricamente corresponde a los minutos

necesarios para que la curva de sobrevivencia atraviese un ciclo logaritmico. Matematicamente es
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igual al reciproco de la pendiente de la curva de sobrevivencia y es una medida de la tasa de muerte

de un organismo (Figura 4A) (Jay, 2005).

2411 ValorF

El valor F o “valor de esterilizacién” mide la letalidad del tratamiento por calor y es el tiempo
necesario a una temperatura de referencia, para lograr la inactivacion o destruccion de las células
vegetativas o esporas de un particular organismo. EI mismo se calcula en base a tres variables: el
valor D, a una determinada temperatura; las cargas microbianas iniciales presentes y por ultimo; las

cargas microbianas finales que se desee (Pflug, 1987).

2.4.1.2 ValorZ

El valor Z representa los grados de temperatura necesarios para que la curva de destruccion
térmica atraviese un ciclo logaritmico o el cambio de temperatura que se requiere para modificar el
valor D por un factor de 10. Matematicamente este valor es igual al reciproco de la pendiente de la
curva TDT (tiempo de muerte térmica), que se construye con los valores D vs temperatura (Figura

4B) (Jay, 2005).

Mientras D refleja la resistencia de un organismo a una temperatura especifica, Z provee informacién
de la resistencia relativa de un organismo a diferentes temperaturas destructivas, lo que permite el

calculo de procesos térmicos equivalentes a diferentes temperaturas (Jay, 2005).

La muerte de microorganismos como consecuencia de un tratamiento a altas temperaturas sigue
una cinética de primer orden. Si se representa la variacion del logaritmo del numero de células

supervivientes a un tratamiento térmico realizado a una temperatura dada en funcion del tiempo de
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tratamiento, se obtiene una grafica del descenso del logaritmo de supervivientes que es lineal con el

tiempo (Shull'y col, 1963).
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Figura 4. Esporas de cepas F.S.7 calentadas en guisantes. 4A) Curva de muerte térmica; 4B) curva de tiempo de muerte

térmica (Jay, 2005).

2.5 Microorganismos riesgo: contaminantes frecuentes aislados de proceso y

potenciales de riesgo

2.51

Bacterias acido lacticas (BAL)

Cocos o bacilos gram positivos, catalasa negativos, no formadores de esporas, generalmente

inmdviles. No poseen porfirinas ni citocromos, no llevan a cabo transporte de electrones via

fosforilacién, por lo que obtienen la energia exclusivamente a través de la fosforilacion a nivel de

sustrato. Todas las BAL crecen en ausencia de oxigeno, aunque éste no les es toxico por lo que se

les denomina anaerobios aerotolerantes (Madigan y col, 2003). Al desarrollarse mejor en ambientes

anaerobios, su principal via de produccion de energia es la fermentacion, diferenciandose dos tipos:

homofermentativas y heterofermentativas. Las primeras producen unicamente acido lactico como
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resultado de la fermentacion, todos estos utilizan la ruta Embden-Meyerhof-Parnas que lleva a la
produccion de 2 moles de acido lactico a partir de 1 mol de glucosa. A diferencia de éstas, las
heterofermentativas producen cantidades equimolares de acido lactico, etanol y CO2 a partir de
glucosa usando la hexosa monofosfato o la via de las pentosas para producir la mitad de la energia
que las homofermentativas (Kandler, 1983). La diferencia en el tipo de metabolismo fermentativo
radica fundamentalmente en la presencia de un enzima clave de la glucolisis: la aldolasa, ausente en

los heterofermentadores (Madigan y col, 2003).

Las BAL tienen en general un amplio rango de diversidad genética y de habitats, por lo que no
presentan como grupo, limitaciones generales para pH, aw, temperatura u otros parametros; por lo
que pueden encontrarse en un amplio rango de ambientes. Muchas BAL crecen mejor a pH= 6-7,
muchos lactobacillus y Oenococcus oeni son acidofilos por lo que toleran bajos rangos de pH (4.2-
4.8) (Backburn, 2006). Con respecto a la temperatura dptima de crecimiento el espectro es también

muy amplio, encontrandose un rango de optimos crecimiento entre 0-55°C (Backburn, 2006).

Dentro de este grupo se tienen a: Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Vagococcus,
Oenococcus, Weissella, Lactococcus, Lactobacillus (Jay, 2005). El género Lactobacillus comprende
a uno los contaminantes mas frecuentes de la bebida a base de malta, este tipo de bacterias acido
lactica tienen forma de bastones, presentan una mayor resistencia a condiciones acidas que la
mayoria de las BAL logrando crecer a pH cercanos a 4; esto permite su continuo crecimiento durante
las fermentaciones lacticas naturales, momento en el que el pH desciende tanto que la mayoria de

las BAL ven inhibido su crecimiento. (Madigan y col, 2003).
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2.5.2 Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares eucariotas, presentan generalmente forma ovalada, esférica
o cilindrica; con tamafios que oscilan entre 1-9 um de ancho y 2-20 um de largo dependiendo de la
especie, nutricion, edad y otros factores. (Carlile y col, 2001). Su proceso de reproduccion es
generalmente por gemacion, proceso en el cual la célula hija crece como un apéndice de la célula
madre hasta alcanzar su completo desarrollo para luego separarse de la misma. Estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza encontrandose en habitat con azucares, como frutos, hojas, flores,
cortezas de arboles; algunas viven en simbiosis con animales en especial insectos; mientras otras

pueden ser patogenas para estos, incluido el hombre (Madigan y col, 2003).

Son ampliamente utilizadas en la industria de alimentos, aprovechando su metabolismo de
fermentacion alcohdlica; obteniéndose asi productos fermentables como panes, productos de

pasteleria, bebidas alcohdlicas (cerveza, cidra, vino, etc) (Querol y Fleet, 2006).

Las levaduras son consideradas los microorganismos primarios de dafios en productos
carbonatados debido a su capacidad para tolerar altos volumenes de carbonatacion, ademas toleran
bien las condiciones acidicas debido a que presentan un amplio rango de pH de crecimiento (1.5-
8.5) con un rango entre 3y 6.5 (Sperber y Doyle, 2009). Asi, el dafio por levaduras se ve favorecido
en productos con bajo pH, por lo general bajo 5.5, ademas la presencia de azucares, &cidos
organicos u otras fuentes de carbonos metabolizables son aprovechadas por éstas para estimular el
crecimiento y producir dafio en el producto final. Las bebidas carbonatadas representan un medio
ideal para las levaduras, esta matriz presenta un medio rico en azucares facilmente metabolizables

ademas de un pH muy bajo que favorece la reproduccién de las mismas. (Blacburn, 2006).
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2.5.3 Bacterias formadoras de esporas

Son importantes causantes de dafio en alimentos, cominmente asociados a alimentos que reciben
tratamientos térmicos para su preservacion. La principal caracteristica de estos microorganismos es
la capacidad de producir una estructura de resistencia (endospora) que permite mantenerse en un
estado de latencia (caracterizado por un metabolismo muy disminuido) por largos periodos de tiempo
(Nicholson y col, 2000), lo que los dota de una aumentada resistencia a estreses ambientales como
pueden ser: privacion de nutrientes necesarios para el crecimiento, presencia de compuestos
quimicos dafinos, altas o bajas temperaturas, entre otros; que normalmente matarian a la célula
vegetativa. (Blackburn, 2006). Una vez se restituyen condiciones Optimas para la bacteria, la forma

latente puede volver a su estado vegetativo y reiniciar su normal metabolismo (Hansen y col, 1970).

Los géneros Bacillus, Clostridium, Sporolactobacillus, Sporosarcina y Desulfotomaculum son
capaces de formar esporas; siendo los dos primeros los mas comunmente encontrados en la
industria de los alimentos y bebidas (Huesca y col, 2014); a pesar de estar inhibidos por el bajo pH,

las esporas de éstos mantienen viables en este tipo de productos (Back, 2006).

31



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Establecer las combinaciones de tiempo y temperatura Optimas para un procedimiento de
pasteurizacion que asegure la estabilidad microbioldgica de una bebida carbonatada, no alcohdlica a

base de malta.

3.2 Objetivos especificos

- Adaptar microorganismos extraidos de cepario (contaminantes frecuentes aislados de
procesos) a las caracteristicas de la bebida.

- Evaluar la estabilidad de los microorganismos adaptados, en el tiempo, para valorar la
susceptibilidad de la bebida a la contaminacidén microbiologica.

- Estudiar la resistencia térmica de los microorganismos adaptados, a diferentes
combinaciones de tiempo y temperaturas.

- Calcular parametros D, F y Z de los microorganismos mas resistentes, para evaluar las
combinaciones de tiempo y temperatura necesarias que aseguren la inocuidad y calidad del
producto.

- Probar a nivel de laboratorio las condiciones de tiempo y temperatura propuestas en el

apartado anterior en muestras naturalmente contaminadas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos y soluciones
Acido tartarico 10% plv.
Agar bacteriologico ™Becton & Dickinson.
Caldo diferencial para Clostridium Merck.
Carne cocida Oxoid.
Dextrosa ™Becton & Dickinson.
Etanol absoluto (96% v/v).
Extracto de levadura ™Becton & Dickinson.
Infusién cerebro corazén Oxoid.
Kit de reactivos para Tincion Gram bioMériux® S.A.
NaCl 0,85% p/v.
NBB Dohler.
PCA Merck.
PDA Merck.
Peptona bacteriolégica ™Becton & Dickinson.

Perdxido de hidrogeno 30% Honeywell.
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Tiras para pruebas de oxidasa Merck.

VLB-S7S Sifin.

4.2 Materiales y Equipos

Asas de siembra de plastico estériles desechables COPAN.

Autoclave HIRAYAMA.

Balanza electrénica SCOUT PRO OHAUS.

Bafio Thermo Scientific Precision Serie 280.

Bolsas para desechos bioldgicos resistentes a esterilizacion por autoclave.

Bomba de vacio.

Botellas con tapa de goma.

Botellas de vidrio PYREX capacidad de 100, 250, 500 y 1000 mL.

Camara de Neubauer BOECO Germany.

Campanas de flujo laminar: NUAIRE Clase Il tipo A/B3; LABCONCO Clase I tipo A2.

Congelador ajustado a -80°C ISHIN BioBase.

Cronometro.

Cubreobjetos Marienfield Superior.

Esterilizador autoclave vertical Hirayama modelo HA-MII.
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Filtros de membrana Minisart® y NALGENE®. Didmetro de poro = 0.2 um.

Filtros de membrana Sartorius® y Millipore®. Diametro de poro = 0.2 um, 0.45 ym.

Incubadora Barnstead Lab-Line Imperial lll (modelo 305) ajustada a 37 + 1°C.

Incubadora Precision Scientific (modelo 2EG) ajustada a 32 + 2°C.

Incubadora Thermo Scientific ajustada a 28 + 1°C.

Indicador de anaerobiosis Oxoid.

Jarras de anaerobiosis Anaerocult®.

Jeringa estéril descartable 60 mL GAESCA.

Microscopio NIKON éptico (OPTIHOT-2) y estereoscépico (SMZ-U).

Papel Parafilm American National Cam.

Pinzas de acero inoxidable Millipore.

Pipetas automaticas simples GILSON: p10'y 5 mL; p1000, 200, 20 y 10 L.

Placas de Petri estériles 90 x 15y 60 x 15 mm.

Portaobjetos L & M Germany.

Puntas estériles para pipetas automaticas p10 y 5 mL, y p1000, 200, 20 y 10 L.

Sistema para produccion de medio anaerébico ANAEROCULT® Merck.

Sistemas de anaerobiosis para incubacion ANAEROGEN® Compact Oxoid.
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Tubos de centrifuga de 15y 50 mL de capacidad.

Tubos de ensayo de 18 x 60 mm.

Tubos para preservacion en cepario Microbank.

Unidad de filtracidén de acero inoxidable Sartorius.

Vortex L&M modelo LE-345.

4.3 Microorganismos a estudiar

431 Levaduras
o Pichia anomala
o Candida guillermondii
o Candida peliculosa
o Saccharomyces pastorianus ssp. Carlbergensis
o Rhodotorula rubra aislada de proceso
o Rhodotorula rubra extraida de cepario
o Rhodotorula mucilaginosa

4.3.2 Bacterias acido lacticas
o Lactobacillus brevis
o Lactobacillus paracasei

4.3.3 Esporulados
o Clostridium bifermentans
o Clostridium acetobutylicum

o Clostridium butirycum
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4.3.4 Patogenos
o Salmonella anatum
o Listeria monocytogenes
o Escherichia coli O157:H7
4.4 Metodologia

441 Adaptacion de microorganismos de cepario a la matriz de la bebida

Los microorganismos estan dispuestos en borlas almacenados en frio (- 80°C), se extrajo cada una
de estas borlas y se sembraron por agotamiento en una placa con un agar especifico para cada
microorganismo (tabla 1). Una vez obtenidas las colonias, se tomé una asada y se inoculé en un
caldo de cultivo especifico para cada microorganismo hasta observar la turbidez que evidenci6 el
crecimiento microbiano. Observada la turbidez en el caldo se tomo6 1 mL de ese cultivo y se dispuso
en un tubo estéril contentivo de: 1 mL de malta y 8 mL de caldo; se llevo a incubacidn hasta observar

nuevamente la turbidez que sefiala el crecimiento microbiano.

Tabla1. Medios sdlidos y liquidos usados para cada grupo de microorganismos, a lo largo de toda la investigacion.

Cepa Caldo Agar
Levaduras YPD PDA acidificado con acido tartérico
Lactobacillus | NBB Déhler NBB Dohler
Esporulados DRCM DRCM

Paulatinamente se fue aumentando el volumen de malta y disminuyendo el de caldo, hasta observar
crecimiento solo en la matriz de estudio (100% malta). Los volumenes para la adaptacion se

muestran en la tabla 2.

A lo largo del proceso de adaptacion se hizo un seguimiento de cada microorganismo, mediante la

siembra en agares diferenciales y/o selectivos, descritos en el apartado anterior; asi como pruebas

37



bioquimicas (tincion gram, prueba de la oxidasa y catalasa) que aseguran el mantenimiento del
microorganismo de interés y que descartan asi cualquier tipo de contaminacion en el proceso de

adecuacion.

Tabla 2. Volumenes usados durante la adaptacién de microorganismos de cepario a la malta.

Experiencia | Caldo de cultivo (mL) | Malta (mL) | Cultivo (mL)
0 10 0 1 asada
1 8 1 1
2 7 2 1
3 6 3 1
4 5 4 1
5 4 5 1
6 3 6 1
7 2 7 1
8 1 8 1
9 0 9 1

4.4.2 Pruebas de identificacion bioquimica

4.4.21 Tincion Gram

Para esta prueba se tomé una colonia del microorganismo de interés y se realiz6 un frotis sobre un
portaobjetos, hasta dejar secar. Una vez seco, se agregaron dos gotas de cristal violeta dejandolo en
contacto por un minuto; se lavé el portaobjeto y se agreg6 lugol por un minuto. Se dejo correr agua
desde la esquina superior del cubreobjetos para escurrir el exceso, acto seguido se agregd, evitando
el contacto directo con el frotis, la solucion de acetona/alcohol la cual se mantuvo en contacto por

diez segundos, se lavé nuevamente con agua. Se afiadié el ultimo colorante (rojo de safranina) por
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30 segundos, trascurrido el tiempo se lavo con agua, se dejo secar y se observd en el microscopio la

coloracién que presentaron las bacterias (MacFaddin, 2004).

4.4.2.2 Prueba de la catalasa

Para la prueba de la catalasa se coloc6 una gota de perdxido de hidrogeno al 30% sobre un
cubreobjetos, con un asa estéril se tomd una colonia del microorganismo en cuestion y se dispuso
sobre el peroxido de hidrégeno. Se observd si se presentaba o no la formacion de burbujas

(MacFaddin, 2004).

4.4.2.3 Prueba de la Oxidasa

Para determinar la presencia de la enzima citocromo C-oxidasa se llevd a cabo la prueba de la
oxidasa que consistio en tomar una colonia bacteriana con un asa estéril y frotarla sobre la zona
reactiva de la tiras para pruebas de oxidasa, pasados 30 segundos se comparo el resultado con la
escala colorimétrica ofrecida por la casa comercial, para una reaccioén positiva 0 negativa (Merck,

2012).

Solo para aquellas cepas que lograron adaptarse parcialmente (70% malta) o totalmente a la matriz

se les hizo el posterior anélisis por medio de la metodologia de los retos microbianos.

443 Retos microbianos

Los microorganismos a los cuales se les hizo el ensayo, se dejaron creciendo en 100% malta (o en
su defecto el volumen de malta méximo con el cual mostraron crecimiento) 48-72 horas antes de

llevar a cabo el estudio.
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Se estim6 la concentracion de cada uno de los microorganismos mediante la técnica de contaje
directo en camara de Neubauer. Previo a realizar el contaje se asegur6 de que el indculo a colocar
en la camara de recuento permitiese el conteo de microorganismos, realizando las diluciones

pertinentes en caso de ser necesario.

Para realizar la estimacion celular de cada microrganismo, se dispuso en la campana de flujo
laminar la camara de Neubauer, cubriéndola con el respectivo portaobjetos. Con una pipeta
automatica (p10 o p20) se inocularon 10 uL de la suspension bacteriana en cada una de rejillas
dispuestas para contar, para obtener un duplicado. Se llevd la cdmara al microscopio y se conto,
bien sea los 25 cuadros dispuestos para esto o contar 5 y multiplicar dicho valor por 5 (estimado de
los 25 cuadros). Para estimar el valor de la concentracién en la suspensidn se uso la siguiente

formula:
., l
Ecuacion 3: % = 10*x n°cel x FD

Donde:

[cél/mL]= concentracion de células/ mililitro

n°® cél= nimero de células contadas en los 25 cuadros

FD= factor de dilucién en caso de haberse alguna dilucion previo a la inoculacién en la camara

Partiendo de la concentracion de cada microorganismo, se calculd el volumen de indculo necesario
para alcanzar concentraciones de 100 y 1000 cél/mL en 100 mL de malta; dicho volumen se dispuso
en unos tubos de vidrio tapados que permitian en la medida de lo posible el mantenimiento de la
carbonatacion. Una concentracion de 1000 cél/mL en 100 mL de malta es equivalente a un total de

1.5 X 105 células en total; 1.5 X 104 para una concentracién de 100 cél/mL.
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Posteriores tratamientos con concentraciones iniciales de 0,01; 0,1; 1y 10 cél/mL; se realizaron para

aquellos microorganismos que presentasen crecimiento con las concentraciones mayores.

Si se considera que por cada 1000 pL hay una cantidad de células L, entonces el célculo para el

volumen a inocular vendra dado por la siguiente ecuacion:

1.5 X 103células x 1000 pL
L

Ecuacion4: M =

Donde:
M= Volumen (uL) de suspensién a inocular
L= Concentracion de la suspension (sin diluir)

Como ejemplo: si se obtiene una concentracion de 3 x 106 cél/mL o lo que es igual, se tienen 3 x 108
(L) células por cada 1000 uL; entonces el volumen a inocular (M) de la suspension sin diluir seria de

50 uL para alcanzar una concentracion de 1000 cél/mL.

Procurando que el volumen de indculo esté entre 50 L (para asegurar la probabilidad de captura) y
400 L (evitar un exceso con valores por encima de éste); en caso de salirse de este rango se
hicieron diluciones con el fin de inocular dichos volumenes. Siguiendo el ejemplo anterior, seria
equivalente inocular 500 L partiendo de una dilucién 1/10 de la suspensién original. El calculo para

alcanzar concentraciones de 100 cél/mL es equivalente.

En frascos de vidrio con tapas de goma estériles, se colocaron los 100 mL de malta, con una pipeta
automatica se inoculd volumen previamente calculado para alcanzar la concentracion requerida.
Estos tapones de goma permitirdn mantener el mayor tiempo posible, la carbonatacion de la bebida,

condicion en la cual esta el producto en el mercado.
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Una vez inoculado cada microorganismo en cada tubo, se filtraron en membrana 10 mL
semanalmente, partiendo desde el dia de la inoculacion (to), para de esta forma evaluar el
comportamiento de cada cepa en el tiempo, en la matriz. Las filtraciones se hicieron en una unidad
de filtracion de acero inoxidable estéril conectada a una bomba de vacio, usando una pinza estéril se
colocaron membranas de 0.2 um en la frita de la unidad de filtracion; estas membranas permitian
retener los microorganismos presentes en el liquido, dejando que este ultimo sea desechado. Con la
pinza estéril se tomo la membrana y se llevd a una placa con medio solidificado (tabla 1), se llevaron
posteriormente a incubacion a las condiciones Optimas de crecimiento segun sea el caso. Las
evaluaciones se realizaron dos veces a las semanas con tres dias intermedios entre una medicién y
la siguiente, durante 4 semanas o hasta alcanzar una concentracién de 107 cél/mL. Cada ensayo se

hizo por duplicado.

444 Ensayos de resistencia térmica

Se realizaron con todos los microorganismos adaptados en el apartado 4.4.1, a través del método de
los viales (Stumbo, 1973). 48-72 horas antes del ensayo, se dejo crecer el microorganismo a probar,
en agares que permitan el crecimiento del mismo (para asi asegurar el uso de células viables, tabla
1), se extrajeron con un asa estéril varias colonias y se dispusieron en agua peptonada 0,1% p/v;
usando la camara de Neubauer se estimo6 alcanzar una concentracion de 108 cél/mL, colocando més
colonias en la suspension en caso de estar por debajo, o diluyendo en caso de estar por encima de

108 cél/mL.

El bafio térmico se colocd a las distintas temperaturas de ensayo: comenzando con 62°C, luego

65°C y finalmente 68°C.
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En tubos de ensayo de 18 x 60 mm, se afiadieron 4,95 mL de malta en cada uno identificado segun
la temperatura de ensayo y tiempo de exposicién establecido (0, 1 %, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 18, 20 min).
Los tubos se situaron en el bafio a temperatura controlada hasta alcanzar la temperatura requerida,
para esto Ultimo se insertd un termémetro en uno de los viales que contenia la bebida (este tubo no

se inoculo).

Una vez alcanzada la temperatura se inocularon 50 pl (0,05 mL) del microorganismo a evaluar
(dilucion 1/100) en cada uno de los tubos. Cumplido el tiempo de tratamiento, se saco el tubo y se

colocd en agua con hielo (aproximadamente 2 - 5°C) para detener el tratamiento térmico.

Posterior a esto se sembr6 por superficie el contenido de cada uno de los tubos en agares idéneos
para el crecimiento de cada microorganismo (tabla 1), ademas de distintos controles (malta, inéculo
inicial); se llevo a incubacion por el tiempo necesario y se conto el nimero de UFC contenido en la

placa.

Para los microorganismos que lograron resistir tratamientos con 68°C por el tiempo maximo, se

repitié el ensayo probando temperaturas de 70 y 72°C.

445 Calculos de valores D,FyZ

Estos parametros fueron calculados solo para los microorganismo que presentaron una mayor
prevalencia en la matriz y presentaron una mayor resistencia a la temperatura mas alta probada
(Rhodotorula rubra aislada de la bebida, Pichia anémala, Candida guillermondi, Candida peliculosa,
Lactobacillus brevis y Lactobacillus paracasei). Para el calculo del valor D, se graficaron entonces
los valores de tiempo de calentamiento en funcion del numero de sobrevivientes y se obtuvo el valor

de la pendiente, cuyo reciproco corresponde con el valor D para esa temperatura y para ese
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microorganismo. Se construyd luego la respectiva grafica con los valores D vs temperaturas
probadas, el reciproco de la pendiente de dicha recta correspondiendo con el valor Z. (tabla 6).

Mientras que el calculo del valor F se llevo a cabo mediante el uso de la siguiente formula:

Ecuacion 5: F = D(logNo — logNf)
Donde:

No: cantidad de microorganismos por unidad de volumen presente en el alimento previo a su

procesamiento térmico

Nf: cantidad de microorganismos se desea permanezcan después de la aplicacion del calor

446 Pruebas a nivel de laboratorio de condiciones de tiempo y temperatura

propuestas

Partiendo de los valores D, F y Z y usando los microorganismos que mostraron la mayor

termorresistencia, se llevo a cabo el siguiente ensayo:

Se simulé a nivel de laboratorio un procedimiento de pasteurizacion con muestras naturalmente
contaminadas. Se dispusieron en botellas estériles, 250 mL de la bebida a base de malta
pasteurizada, se inoculd en las mismas el microorganismo en cuestion y se colocaron en un primer
bafo a 80°C, se mantuvieron en dicho bafio hasta alcanzar la temperatura del tratamiento a probar

(62°C y 65°C).

Una vez alcanzada dicha temperatura se llevaron a un segundo bafio (previamente colocado a
62°C, 65°C y 68°C segun fuese el caso) y se mantuvo durante 12 minutos (tiempo de tratamiento,

mismo a usar en planta).
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Transcurrido dicho lapso de tiempo, se llevaron las botellas a un tercer bafio térmico a 40°C, se
mantuvo hasta alcanzar dicha temperatura y se sacaron las botellas hasta que su contenido
alcanzase la temperatura ambiente. Seguido de esto se filtrd el contenido de la botella y se colocd la
membrana en un agar especifico para el microorganismo (tabla 1) evaluado y se llevé a incubacion

en las condiciones Optimas para su crecimiento.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Adaptacion de microorganismos de cepario a la matriz de la bebida

Previo al estudio de retos microbianos debe tomarse en cuenta el impacto que puede significar un
medio, en principio poco propicio para el crecimiento, como puede serlo la bebida a base de malta,

para la recuperacion de los microorganismos elegidos para retar la matriz.

La tolerancia al estrés de un microorganismo en particular vendra dada por la composicion genética
del mismo, pudiendo variar la resistencia entre organismos dentro de una misma poblacién lo que
conlleva a una heterogeneidad en la resistencia al estrés celular. (Smits y Brul, 2005). Asi, solo
aquellas células dentro una poblacion que logren adaptar su fisiologia al medio dafino (como podria
significarlo la bebida a base de malta) o que tengan ya caracteristicas intrinsecas que les permitan
sobrevivir en dicho medio, veran un aumento en su poblacién obteniéndose asi poblaciones de
microorganismos en la bebida en particular y aumentado en consecuencia la posibilidad de la

pérdidas de las propiedades sensoriales de la misma.

Diversos estudios han demostrado que los microorganismos pueden aumentar su resistencia a
entornos estresantes al estar en contacto con dichas condiciones enalteciendo asi su capacidad
para soportar tensiones letales posteriores de la misma o de diferente naturaleza (Chung y col,
2006). Por ejemplo, la adaptacion acida de E. coli O157: H7 o células de Salmonella antes de la
inoculacion pueden influir en gran medida en su capacidad para sobrevivir cuando se inoculan en un

alimento acido (IFD, 2001).

Por esta razén se llevo a cabo la adaptacion de las distintas cepas, a ensayar mediante retos
microbianos con el fin de obtener poblaciones de microorganismos que pudieran soportar las

condiciones de la bebida y con esto aumentar la sensibilidad del estudio de los referidos retos.
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La figura 5 muestra la prevalencia de las levaduras Pichia anémala, Candida guilermondii, Candida
peliculosa, Saccharomyces pastorianus, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula rubra aislada y
Rhodotorula rubra de cepario en el producto, obteniéndose crecimiento en un volumen compuesto
totalmente por la bebida a base de malta; esta prevalencia en el producto viene dada por un
compendio genético que dota a estos microorganismos de propiedades para crecer en ambiente con
bajo pH, alta carbonatacion y elevados niveles de azucares como lo significa este tipo de bebidas

(Madigan y col, 2003).

120%

100%

80%

60%

% malta

40%

20%

0%

Microorganismos

Figura 5. Adaptacién de microorganismos de cepario a la bebida no alcohdlica carbonatada a base de malta.

De bebidas con algunas caracteristicas similares a la del producto donde se llevo a cabo la
adaptacion, se han podido aislar distintas cepas de levaduras que evidencian su ubicua capacidad
de proliferacion en este tipo de productos (Sand y Van Grinsven, 1976; Tournas, 2006, Stratford and

James, 2003; Ashurst, 2016).
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En bebidas acidas carbonatadas y jugos de frutas, los niveles de oxigeno son usualmente bajos y
los niveles de didxido de carbono muy altos, por lo que el dafio vendra dado en principio,
especialmente por microorganismos anaerobios facultativos (Ashurts, 2016). Sin embargo, las
levaduras son microorganismos frecuentemente encontrados en ambientes como el de las bebidas
acidas carbonatadas debido a que presentan una intrinseca resistencias a ambientes con bajos pH'y
altos volumenes de carbonatacion, caracteristicas propias de este tipo de bebidas (Sperber y Doyle,

2009).

El rango éptimo de pH para el crecimiento de este tipo de microorganismos eucariotas va desde 3
hasta 7, por lo que el deterioro por este tipo de microorganismos se ve favorecido en alimentos y
bebidas con bajos pH (Sperber y Doyle, 2009; Jay, 2005). Ademas la presencia de azucares, acidos
organicos y otras fuentes de carbono facilmente metabolizables son aprovechadas por este tipo de
microorganismo para estimular el crecimiento y en consecuencia alterar el producto final (Blackburm,

2006).

En términos generales, el rango de pH de alimentos y bebidas se extiende desde pH 2,5 hasta pH
7.5. Como se menciono previamente, los alimentos acidos estan particularmente asociados con el
deterioro por levaduras, éstos involucran desde las bebidas tipo cola de bajo pH, aproximadamente
pH 2,5, sidra, vino y bebidas &cidas carbonatadas, aproximadamente pH 2,8-3,4, hasta los zumos de
frutas que van desde pH 3,0 en limén verde o pomelo a pH 4,0-4,5 en jugos maduros de manzana o
tomate (Hicks, 1990). Asi, las bebidas carbonatadas en general presentan ademas de un pH que
entra en el rango de crecimiento de las levaduras, una gran cantidad de azUcares aprovechables por
estos microorganismos (Deak, 1991) por lo que su crecimiento durante la adaptacion en un producto

como la bebida a base de malta era predecible.
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Por su parte |a figura 5 muestra ademas, la enorme capacidad de las bacterias acido lacticas (BAL)
para crecer en un medio como el ofrecido por la bebida. Como todos los microorganismos, las BAL
presentan distintos requerimientos para su crecimiento, como presencia de nutrientes, temperaturas,
presencia 0 ausencia de oxigeno entre otros. El pH es uno de los factores mas importantes que
permiten el crecimiento de este grupo (Mentz y col, 2010). Como se observa en la figura 3, en
general las bacterias tienen rangos mas estrechos de pH para su crecimiento, que el caso de mohos
y levaduras (Jay, 2005). Sin embargo microorganismos como algunas bacterias acido lacticas han

sido aislados de bebidas similares al producto en cuestion (Ashurst, 2016; Foster y Vasavada, 2003).

Las BAL en general se desarrollan mejor en ambientes anaerobios, siendo su principal via de
produccion de energia, la fermentacion, los cuales son de dos tipos: homofermentativas y
heterofermentativas, diferenciandose una de la otra por los productos finales formados (Madigan y
col, 2003). Los Lactobacillus son exclusivamente homofermentativos, generando energia via
glucolisis 2 moléculas de acido lactico por molécula de glucosa consumida (Kandler, 1983). Los
azucares presentes en la bebida ofrecen un sustrato dptimo para la produccién de energia por parte
de los Lactobacillus, su metabolismo meramente fermentativo ofrece una via de crecimiento en

ausencia de oxigeno (Madigan y col, 2003).

Aunado a esto, durante la fermentacién lactica el pH en el medio desciende hasta un punto en el que
muchas de las bacterias acido lacticas ven inhibido su crecimiento (Juvonen y col, 2011), sin
embargo los Lactobacillus que pueden crecer en medios con pH cercanos a 4 (Madigan y col, 2003),

son entonces capaces de resistir el pH de la matriz.

Considerando entonces que estos microorganismos encuentran en la bebida a base de malta todos

los nutrientes para el aumento de biomasa, ademéas de que su caracter de anaerobio facultativo les
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permite crecer en ausencia o presencia de oxigeno y aunado a esto su intrinseca resistencia a bajos
pH como el de la bebida, se presumia que los Lactobacillus con las que se trabajo, encontraran en la
bebida un medio Optimo para su crecimiento, adaptandose al mismo sin mayores inconvenientes,

como los resultados asi lo evidencian.

Asimismo, la figura 5 muestra que los miembros pertenecientes al grupo de los Clostridium no
pudieron desarrollar crecimiento con un porcentaje de malta superior al 60%, por lo que los

miembros de este grupo no pudieron ser adaptados a la matriz de la bebida.

Los miembros del género Clostridium presentan un dptimo de crecimiento con un rango de pH
ubicado entre 6,5-7 (Talaro y Chase, 2015) valores alejados de éste dptimo significan un estrés para
la célula tal, que compromete su crecimiento mientras persista ésta condicion. En general el pH de
las bebidas acidas carbonatadas y muchos jugos de frutas flanquea en el rango de 2.3 y 4 (Ashurts,

2016), valores alejados del 6ptimo de crecimiento para muchos microorganismos.

Como se menciond previamente, en bebidas acidas carbonatadas, donde los niveles de oxigeno son
bajos, el deterioro estara principalmente representado por microorganismos anaerobios estrictos o
facultativos. Si bien miembros del género Clostridium son anaerobios estrictos, los mismos ven
mermado e imposibilitado en algunos casos su crecimiento, debido al bajo pH que en general tienen
las bebidas carbonatadas (Ashurts, 2016). Sin embargo estos microorganismos presentan dos
caracteristicas que los hacen de especial cuidado en la industria alimentaria. Por un lado, la
capacidad de mantenerse viables cuando las condiciones no son idéneas, mediante la formacién de
una estructura de resistencia (endospora) que les permite mantenerse en un estado de latencia
(donde el metabolismo estd muy disminuido) por largos periodos de tiempo, soportando asi

condiciones de estrés ambiental, como puede serlo el bajo pH (Nicholson y col, 2000). Y por otro
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lado, la capacidad de estimular nuevamente la germinacion cuando la matriz en la que estan
embebidas presenta las condiciones Optimas para su crecimiento (Hansem y col, 1970), es
justamente esta ultima caracteristica la que los hace de especial cuidado en la industria alimentaria

(Blackburn, 2006).

Asi, la poca capacidad de crecimiento por parte de los Clostridium en la bebida puede verse
explicado por la disminucién de pH consecuencia del aumento en los volimenes de malta,
alejandose asi la matriz de los valores Optimos para el crecimiento de estos microorganismos y con
esto inhibiendo el crecimiento de los mismos. Sin embargo cabe la posibilidad de que estos estén
latentes bajo la forma de esporas. Considerando esta posibilidad de sobrevivir en el producto los
representantes del género Clostridium se llevaron al ensayo de los retos microbianos para observar

asi su comportamiento en la matriz.

Por otro lado, los resultados mostrados en la figura 5 evidencian la limitada capacidad de E.coli
0157:H7, Salmonella anatum y Listeria monocytogenes para mantenerse en la bebida al aumentar
los volumenes de malta, encontrandose que el medio liquido compuesto por un 50% de volumen de
la bebida a base de malta pareciese ser suficiente para limitar el crecimiento de estas cepas

patogenas.

Considerando que el pH 6ptimo de crecimiento para las tres cepas se encuentra en el rango de 5y
9, con un 6ptimo entre 6 y 7 (Garrity y col, 2004), se esperaba que ninguna de estas bacterias
patbgenas lograra la adaptacion al ir aumentando los volumenes de la bebida a base de malta. Esto

debido a la disminucion de pH que significa el agregado de la misma al caldo de crecimiento.

Sin embargo, Medina y col, (2007); informaron que Escherichia. coli, una especie de Salmonella y

Listeria monocytogenes no mueren inmediatamente al inocularlas en bebidas carbonatadas,
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estudiaron su comportamiento en distintas bebidas. Al mantener el contacto por 5 min con distintos
jugos que presentaban todos un pH de 4, no hubo una reduccion mayor a una unidad logaritmica.
Las bacterias sobrevivieron ademas los 5 minutos de contacto en yogur (pH 4,6) y una bebida a

base de cola (pH 2.7) (Medina y col, 2007).

Debe considerarse que el trabajo previamente citado no muestra el efecto por tiempos de exposicion
mayores a 5 minutos, hecho que puede llevar a inferir que el efecto bactericida que no permitié el
crecimiento de alguno de estos patdgenos, en volimenes altos de malta; pueda deberse a algun
componente presente en la bebida, o igualmente la falta de algin componente necesario (alguna

vitamina, aminoacido u otro componente).

Otro factor a tener en consideracién es que esta adaptacion se llevé a cabo de manera cualitativa
por lo que se desconocen las concentraciones en los volimenes de inoculo al ir aumentando los

volumenes de malta.

La disminucion de una unidad logaritmica tras la breve exposicién comprueba el efecto que puede
tener un medio “estresante” para estos microorganismos que vienen de un largo periodo de latencia

en el medio de criopreservacion.

En otros resultados, Sheth y colaboradores (1988); hallaron sobrevivencia de estos patdgenos en la
leche y en la bebida de cola durante un maximo de 48 horas. Aunado a esto, se han reportado casos
de intoxicacion alimentaria asociados con la contaminacion de jugo de manzana fresco por E. coli
0157 (Battey y Schaffner, 2001; Czajka y Batt, 1996;; Parish, 1997, 2000; Splittsoesser et al., 1996),
encontrandose que este organismo era capaz de crecer en esta matriz de bajo pH, equivalente al de

la bebida a base de malta; por lo que el pH si bien tiene un conocido efecto bactericida en la
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mayoria de los microorganismos, no parece significar una barrera de proteccion en contra de estos

microorganismos.

Sin embargo, en 1992 Glass y colaboradores, concibieron un experimento en el que se llevé a cabo
el crecimiento de E. coli 0157:H7 a distintos niveles de pH, partiendo de un pH de 5y
disminuyéndolo paulatinamente (usando HCI). Cuando el pH se fijo6 a 4.5 se encontrd una
prolongacién de la fase de retraso de 0.8 a 4.7 horas, dicha extension del tiempo para iniciar el
crecimiento puede interpretarse como una diminucién en la capacidad de las distintas células de la
cepa para adaptarse al nuevo medio lo que evidencia un medio poco propicio para el crecimiento de
este patdgeno. Al disminuir el pH a valores de 4 y 3.5 cesaba el crecimiento midiéndose una

disminucion de 4 unidades logaritmicas entre los 17 y 10 dias respectivamente.

La bibliografia parece ser contradictoria en lo referente al pH y el crecimiento de la cepa E. coli
0157:H7; si bien en el trabajo de Glass y col, se usa HCI para disminuir el pH, se sugiere que en la
bebida a base de malta puedan existir componentes que de alguna manera amortigtien el efecto del
bajo pH de la bebida, o por otro lado; que el componente usado (HCI) para variar el pH en dicho

estudio tiene un efecto bactericida que va mas alla de perturbar el pH interno del microorganismo.

Los tres géneros de los patdgenos ensayados son anaerobios facultativos (Garrity y col, 2004). Por
ello ambiente parcialmente anaerobio que se suscitaba al afiadir la bebida carbonatada podria no
significar una barrera para el crecimiento de estos microorganismos. Cabe destacar que en ausencia
de oxigeno la produccién de energia via fermentacion es activada (Mathews, 2002). Este
mecanismo lleva a la produccidén de menor cantidad de ATP y con esto a la disminucion de mdltiples
funciones vitales, incluida en esta la division celular. Este es otro factor a considerar, en este caso,

para explicar por qué los patdgenos no lograron crecimiento con un 50% de la bebida carbonatada.
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Los miembros del genero Salmonella, estan inhabilitadas para usar sacarosa y maltosa como fuente
de energia E. coli por otro lado puede usar ambos, la maltosa en mayor proporcién (Garrityy col,
2004). Independientemente de los factores que pueden influir en la sobrevivencia de estos
patdgenos en la bebida, se deber destacar que la potencialidad de estos patdgenos para caer en el
producto es muy poco probable. De hecho son contaminantes poco frecuentes en productos como
bebidas carbonatadas &cidas. Esto ultimo debido a que la produccién de estas bebidas esta por lo
general asociada al uso de métodos de inocuidad como la pasteurizacién. Los tres patdgenos son
conocidos por ser termosensibles (Garrity y col, 2004) por lo que no podrian sobrevivir a los leves

tratamientos de pasteurizacion usados en la industria de bebidas carbonatadas (Jay, 2005).

Los brotes de estos microorganismos reportados en jugos tienen una caracteristica en comun y es
que se dan en jugos que justamente no han sido sometidos a procesos de pasteurizacion (McLellan
y Splittstoesser, 1996; Vasada y Foster, 2003; Parish,1998), manteniéndose en el producto por su ya
estudiada resistencia a los bajos pH de los mismos (Foster y Vasada, 2003). Asi, miembros del
género Escherichia, Salmonella y Listeria, en general son microorganismos de poca preocupacion

en alimentos sometidos a tratamientos térmicos (Jay, 2005).

Las levaduras, y las BAL mostraron encontrar en la bebida un medio éptimo para su prevalencia,
adaptandose a las caracteristicas de la misma sin mayores inconvenientes; ademas los miembros
del genero Clostridium y su capacidad de formar esporas lo que los dotaria de la capacidad de
mantenerse latentes en el producto; corresponderia a aquellos microorganismo que pudiesen
significar riesgos para la bebida por lo que se evaluara su comportamiento en un periodo de tiempo
mayor para de esta forma establecer cuales deben ser considerados riesgosos durante la

preparacion de la bebida.
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5.2 Retos microbianos

Las bebidas carbonatadas son generalmente menos propensas al deterioro microbiano que las no
carbonatadas (Back 2005), debido a que la carbonataciéon puede entre otros factores, inhibir el
crecimiento de microorganismos mediante la inhibicion de la division celular (Lumsden et al., 1987),
la inhibicién de la captacion de aminoacidos (Knatchbull y Slaughter 1987), la perturbacion del buffer
citoplasmatico, la induccién de la esporulacién (Ohkuni et al.1998), disrupcion de membrana (Dixon y
Kell 1989), y la disminucion del pH citoplasmico (Stratford 2006). Esto ultimo debido a que el didxido
de carbono (COo) atraviesa rapidamente por difusién, lo que lleva a que las concentraciones a
través de la membrana alcancen valores similares (Thomas 1995), llevando a que el pH interno sea

similar al externo.

Los retos microbianos constituyen una util herramienta en el estudio de la capacidad de un alimento
para soporta el crecimiento de organismos deteriorantes o patdgenos. Esta metodologia es muy util
para productos alimenticios que pueden sostener el crecimiento de organismos patégenos y que se
almacenan bajo refrigeracién, temperatura elevada o temperatura ambiente y son vulnerables al
crecimiento de microorganismos; permitiendo de esta forma estimar la potencial vida Util de ciertos

alimentos refrigerados o almacenados.

Iniciando con un nivel de indculo bajo, (figura 6) se produce un acelerado crecimiento de las cepas
Candida guillermondii, Candida peliculosa, Pichia anomala, Saccharomyces pastorianus y
Rhodotorula mucilaginosa; obteniéndose un aumento de hasta 7 unidades logaritmicas en un corto
periodo de tiempo. Por otro lado las cepas de Rhodotorula rubra no alcanzaron valores tan altos,
partiendo del mismo nivel de indculo, la figura 6 muestra que en el caso de Rhodotorula rubra

aislada, en el mismo tiempo (15 dias) no se alcanzan niveles que signifiquen un dafio para el
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producto aunque la curva pareciera proyectar que en el tiempo pudiese aumentar la densidad

poblacional y en el caso de la Rhodotorula rubra de cepario se obtuvo que la misma decae en el

tiempo.
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Figura 6. Comportamiento de distintas levaduras inoculadas en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de

una poblacién de 1 cél/mL.

Para las cepas que lograron crecer con el inoculo mas bajo (1cél/mL) y ademas mostraron resistir

tratamientos de temperaturas (resultados mostrados mas adelante), se repitié esta metodologia pero

partiendo de poblaciones de 0,1 (anexos, figura 22) y 0,01 cél/mL. La figura 7 muestra los resultados

para el ultimo caso donde se observa un resultado equivalente al encontrado para un inoculo de 1

cél/mL (figura 6).
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Figura 7. Comportamiento de distintas levaduras inoculadas en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de

una poblacién de 0,01 cél/mL.

Partiendo de un poblacién inicial de 10 cél/mL (figura 8), los resultados mostraron que Rhodotorula
rubra aislada alcanz6 niveles que significan dafio en la bebida; mientras que la de cepario no lo hizo.
Sin embargo, partiendo de un inéculo de 100 cél/mL (figura 9) ambas cepas de Rhodotorula rubra,
alcanzan una densidad poblacional que involucran dafios en las propiedades organolépticas de la

bebida.
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Figura 8. Comportamiento de distintas levaduras inoculadas en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de

una poblacién de 10 cél/mL.
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Figura 9. Comportamiento de distintas levaduras inoculadas en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de

una poblacién de 100 cél/mL.

Los alimentos con frecuencia contienen levaduras, a bajo nivel sin un deterioro perceptible. La

actividad metabolica de levaduras a una concentracion celular de hasta 10.000 cél/ mL es

insuficiente para generar diferencias apreciables en el alimento. Dado que para que existan cambios
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organolépticos perceptibles se requieren concentraciones mayores que éstas, de 105y 106 cél /mL
(Ingram ,1949), es poco probable la contaminacién a estos niveles por lo que la descomposicién de

un alimento por levaduras requiere el crecimiento de las mismas en la matriz (Querol y Fleet, 2006).

Las levaduras generalmente crecen bien en entornos célidos, humedos, azucarados, &cidos y
aerobicos (Querol y Fleet, 2006), algunas de estas propiedades estan presentes en las bebidas a
base de malta, sin embargo; la misma contiene ciertos atributos que pueden mermar la presencia de
distintos microorganismos, estos comprenden el pH, la presencia/ausencia de algunos nutrientes y el
diéxido de carbono que en refrescos carbonatados lleva a que los niveles de oxigeno sean
generalmente muy bajos; es este Ultimo factor uno de los principales en la prevencién del deterioro

microbiano (Stratford 2006).

En empaques impermeables al oxigeno, los principales microorganismos de deterioro son las
bacterias acido lacticas (BAL) y las levaduras. La permeabilidad al oxigeno de los plasticos y otros
materiales de embalaje varia mucho. El contenido de oxigeno en las botellas de politereftalato de
etileno (PET) aumenta con el tiempo, mientras que las botellas de vidrio son impermeables al
oxigeno (Stratford, 2006). Por lo tanto, las especies que son mas propensas a estropear el producto
en botellas de PET son diferentes de las que estropean el producto en botellas de vidrio (Juvonen,

2011).

Otro de los efectos del dioxido de carbono es la disminucién de la disponibilidad del oxigeno,
generando un ambiente anaerdbico que no todos los organismo son capaces de soportar.
Frecuentemente se asume que la baja concentracion de oxigeno es responsable de los efectos
antimicrobianos del CO descritos anteriormente. La realidad es que se presentan dos efectos

separados. Si el CO; se disuelve en una bebida, no desplaza el oxigeno que ya esta alli disponible,
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esto solo ocurrira si se bombea CO; a través de una bebida durante un tiempo considerable; el CO2
siendo un gas pesado, formara una capa por encima de la superficie de la bebida; debido a que el
oxigeno en solucidn esta en equilibrio con el gas en el espacio de cabeza, habra, en este caso, una

pérdida progresiva de oxigeno de la bebida (Querol y Fleet, 2006).

Es conocida la importancia del oxigeno para la respiracién, como aceptor final de electrones de la
cadena de transporte mitocondrial. Este es necesario en grandes cantidades, y en una levadura que
respira, este proceso puede ser directamente proporcional a la concentracion de oxigeno presente

en el medio (Johnson 1967).

Las especies de levaduras capaces de usar la via fermentativa (anaerobiosis), presentan una clara
ventaja en un entorno con bajo contenido de oxigeno. Sin embargo, incluso las levaduras que
fermentan pueden requerir oxigeno para propositos diferentes a la respiracion. El oxigeno puede ser
requerido en algunas especies de levadura para la absorcidén de azlcar activa, el efecto Kluyver
(Barnett y Sims, 1982). Se ha demostrado que las levaduras de fermentacion cervecera se
benefician de la aireacion (Grutzmacher, 1991). Por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae requiere
concentraciones bajas de oxigeno para sintetizar acidos grasos insaturados y esteroles como
componentes de la membrana. En ausencia completa de oxigeno, el crecimiento de S. cerevisiae
cesa a menos que se afiadan acidos grasos insaturados exdgenos y esteroles (Andreasen y Stier,

1953, 1954; Querol y Fleet, 2006).

Las levaduras se pueden clasificar en base al modo en el que metabolizan los carbohidratos en
presencia/ausencia de oxigeno. Los aerobios obligatorios hacen uso exclusivo de las vias
respiratorias y no pueden fermentar los azlcares; se incluyen en este grupo los géneros,

Rhodotorula, Lipomyces, Cryptococcus, Rhodosporidium y Saccharomycopsis (Briggs y col, 2004).
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Considerando la metodologia llevada a cabo, se esperaba que los niveles de carbonatacion a lo
largo del ensayo fueran altos, y en consiguiente hubiese en principio un ambiente anaerébico, lo que
en consecuencia mermaria en el crecimiento de cepas netamente aerobicas como las
pertenecientes al género Rhodotorula. Esto puede ser evidenciado en los resultados, en los que se
hallo6 que para el caso de las Rhodotorula rubras ensayadas, a bajos niveles de indculo, el

crecimiento no alcanzé niveles que significasen un dafio al producto (figuras 6y 7).

Por otro lado con una mayor poblacion inicial, el crecimiento puede explicarse en el hecho de existe
una mayor cantidad de microorganismos y con estos mayor posibilidad de aprovechar el poco
oxigeno presente y en consiguiente se produzca el aumento poblacional. Otra explicacion para el
crecimiento de esta cepa aerobia obligada, es la forma en la que se llevé a cabo el ensayo. Aunque
se buscaba mantener lo més posible la carbonatacion dentro de los viales con las bebidas y los
microorganismos, dicha tarea se dificultaba con el hecho de que la temperatura disminuye la
solubilidad del dioxido de carbono (CO) (Daniels y col, 1984), por lo que era dificil mantener los
niveles iniciales de carbonatacién constante a lo largo de todo el ensayo, considerando la incubacion
a 28°C. Asi, de esta forma el ambiente anaerobio no fue tal y habia oxigeno en el medio que
permitié el crecimiento de esta cepa; esto hace a esta cepa de especial cuidado en los envases PET

donde los niveles de oxigenos aumentan paulatinamente.

Los anaerobios facultativos por otro lado, pueden utilizar vias respiratorias y fermentativas. Este
grupo se subdivide ademas en funcién de la proporcion de azlcares catabolizados por cada ruta
bajo condiciones aerobicas. Los tipos respiratorios eliminan el 70% o mas de los azucares a través
de la respiracion (el resto por fermentacion), éstos incluyen Candida, Hansenula, Kluyveromyces y

Pichia; algunos de estos usados para este estudio mostraron una alta prevalencia en el producto

61



debido justamente a la capacidad de metabolizar los azUcares de la bebida en un ambiente con

bajos o altos niveles de oxigeno (Briggs y col, 2004)

Las levaduras fermentativas como Saccharomyces, por su parte se caracterizan por altas tasas de
metabolismo del azucar, de las cuales el 10% o menos se cataboliza por la respiracion. (Briggs y col,
2004); lo que explicaria la alta prevalencia de esta cepa en la bebida, incluso si los niveles de

oxigeno eran altos.

Cuando se presentan con una mezcla de azucares asimilables, las levaduras tienen mecanismos
para seleccionar primero, los que son mas facilmente utilizados. La figura 10 muestra el uso de
distintos azucares en el tiempo, observandose que la glucosa es el principal carbohidrato a utilizar,
en comparacion con sacarosa y fructosa; como se observa la presencia de maltosa también

representa un sustrato para estos microorganismos (Querol y Fleet, 2006).
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Figura 10: Uso de diferentes azlcares por las levaduras.

La asimilacion de sacarosa por parte de las levaduras es dependiente de una enzima constitutiva
conocida como invertasa, ésta se secreta en el periplasma y es responsable de la asimilacion de

sacarosa extracelular. Una vez incorporada a la célula, la sacarosa es hidrolizada y se secreta en el
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periplasma, resultando en un aumento transitorio en las concentraciones de fructosa y glucosa;

ambas asimiladas simultaneamente.

La presencia de nitrégeno asimilable (aminoacidos), minerales, vitaminas, junto con menores
factores de crecimiento (Querol y Fleet, 2006); ademas de presentar una gama de carbohidratos
altamente catabolizables por estos microorganismos, convierte a la bebida en un medio propicio
para el crecimiento de estos organismos. La sacarosa presente en grandes cantidades en la bebida
es primariamente asimilada, su conversion en fructosa y glucosa permiten el aumento en biomasa, la
presencia de otras azlcares como maltosa y maltotriosa, las cuales se usan en ultima instancia
también aseguran el aumento en la densidad poblacional, tal como se observd en los experimentos

realizados.

Al inicio de estos retos microbianos se esperaba el uso de un metabolismo fermentativo por la
ausencia de oxigeno en el medio, seguido luego de una ruta respiratoria porque ya existiria oxigeno
en los viales. El rapido aumento de biomasa pudiese sugerir por un lado, que el metabolismo
fermentativo aunque genera menor cantidad de energia, (2 ATP) es suficiente para producir el
aumento de biomasa observado en las figuras 6, 7, 8, 9; por otro lado la probabilidad de salida del
CO> de los viales pudiese significar un medio aerdbico que lograse traducirse en un aumento de

biomasa para todas las cepas de levadura, incluidas las aerobia estrictas como Rhodotorula.

Rhodotorula rubra aislada y de cepario, no alcanzaron el elevado crecimiento en comparacion al
resto de las levaduras. Para niveles de indculo de 1; 0,01 cél/mL (figuras 6,7) no alcanzaron niveles
que provocan dafio; sin embargo para el resto de los ensayos llegaron a niveles de deterioro del
producto. Un resultado incongruente, si se compara con el indculo de 1 cél/mL; es el obtenido para

un inéculo de 0,1 cél/mL (figura 22, anexo) donde, la Rhodotorula rubra aislada alcanzo niveles que
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implican deterioro. Se sugiere entonces que los niveles de oxigeno en el medio eran mayores en

este caso que en el resto, y con esto se permitio el crecimiento de esta cepa.

Se reconocen dos clases de portador de hexosa, clasificados en términos de alta y baja afinidad. Los
sistemas de alta afinidad transportan D-glucosa, D-fructosa y D-manosa y son de la variedad de
difusion facilitada, estos tienen valores de Km de aproximadamente 1 mM. En presencia de
concentraciones relativamente altas de glucosa (> 0,1 M) se reprime la actividad (Does y Bisson,
1989). Este fenomeno forma parte de un sistema de control metabdlico més amplio, denominado
represion catabolica, que previene el gasto de energia en sistemas enzimaticos que no se utilizan, el
mismo; previene la expresion de genes que producen proteinas necesarias para la fermentacion de
otros numerosos catabolitos como la lactosa, arabinosa y galactosa, aun cuando estan en

concentraciones elevadas (Briggs y col, 2004).

Durante mucho tiempo se ha sostenido que en S. cerevisiae el flujo de piruvato a las ramas
fermentativa y oxidativa es una funcién principalmente de las propiedades cinéticas de piruvato
deshidrogenasa y piruvato descarboxilasa. La piruvato deshidrogenasa (ciclo acido citrico) tiene una
afinidad diez veces mayor por el piruvato que la piruvato descarboxilasa (en condiciones anaerobias,
esta enzima es parte del proceso de fermentaciéon que produce etanol y que se produce en las
levaduras), pero su actividad en la célula es bastante baja. Por lo tanto, las bajas concentraciones de
piruvato favorecen su oxidacion a través de piruvato deshidrogenasa, mientras que las altas
concentraciones de piruvato (que ocurren cuando el flujo a través de la glucélisis es alto, como
durante el crecimiento a altas concentraciones de glucosa) resultan en el metabolismo fermentativo
a través de piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa con la formacién resultante de etanal;

(Querol y Fleet, 2004).
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Esta represion catabélica es conocida también como el efecto crabtree y se refiere a la ocurrencia de
la fermentacion alcohdlica (en lugar de la respiracion) de la glucosa en condiciones aerobicas. Esta
es una caracteristica de S. cerevisiae y algunas otras levaduras fermentadoras facultativas (Briggs y

col, 2004).

En levaduras Crabtree-positiva como S. cerevisiae la glucdlisis se convierte en la principal via de
produccion de energia y se produce etanol. La expresion de varios conjuntos de genes estan
reprimidos lo que conlleva en que distintas enzimas se vean inactivadas y en consecuencia distintos
procesos como la via respiratoria (mediado por la citocromo oxidasa), el ciclo de acido tricarboxilicos

(citrato sintasa), gluconeogenesis, entre otros se vean inactivados (Briggs y col, 2004).

Ahora si se considera el metabolismo crabtree se esperaria crecimiento independientemente de los
niveles de oxigeno al inicio para aquellas cepas que presenten esta caracteristica. Ademéas podria
sugerirse que las curvas obtenidas donde se denota el aumento de varias unidades logaritmicas, se
deben a que la baja tasa de produccion de ATP es suficiente para el crecimiento de las levaduras

que presenten este metabolismo.

Adicionalmente, las levaduras son conocidas por ser microorganismos responsables del deterioro en
alimentos con bajo pH y alto contenido de azucares (Deak, 1991). La mayoria de las levaduras son
ligeramente aciddfilas, pudiendo crecer bien entre pH 4.5 y 6.5, con varias especies que son
capaces de crecer en condiciones mas acidas o alcalinas. Durante las fermentaciones alcoholicas
(que pueden darse en ausencia o presencia de oxigeno, dependiendo de la especie), el pH
disminuye debido a una serie de factores como la disolucion de CO, la extrusion de protones y la
secrecion de &cidos organicos (Querol y Fleet, 2006). Esta genera una intrinseca resistencia a los
bajos pH que permite a estos microorganismos no sélo su permanencia en el producto sino ademas

el crecimiento en el mismo.
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Una posibilidad que explica la capacidad de las levaduras para tolerar bajos niveles de pH se
relaciona con un aumento en la actividad de la ATPasa, que regula el pH intracelular por salida de
protones durante el crecimiento en medio acido (Eraso y Gancedo, 1987). Tomando esto en cuenta,
se explica el crecimiento de las levaduras probadas en la bebida, cuyo pH esta cercano a 4.5 (Briggs

y col, 2004).

Similar al caso de las levaduras, encontramos el de las bacterias acido lacticas (BAL). La bebida
ofrece para estos microorganismos un medio de crecimiento Optimo, pues contiene todos los
nutrientes necesarios para el aumento poblacional; ni el pH de la bebida ni la presencia de COsx,
representa una barrera contra el crecimiento de estas bacterias, permitiéndole sus caracteristicas
fisiologicas la capacidad de crecer en el producto. Estos microorganismos son los mas comunes
encontrados en las bebidas carbonatadas, debido justamente a su habilidad de crecer en ambientes

acidos y limitadas concentraciones de oxigeno (Juvonen y col, 2011).

Partiendo de niveles de in6culo de 1 cél/mL, la figura 11 muestra el répido crecimiento observado
para las dos cepas de Lactobacillus utilizadas, comportamiento similar al observado para las
levaduras anaerobias facultativas. Considerando la capacidad de las BAL de crecer en ambientes
anaerobicos via ruta fermentativa, se esperaba su prevalencia y aumento poblacional en la bebida.
Con niveles de inoculos menores (figuras 23,24; anexos) y mayores (figuras 25,26; anexos) se

obtuvieron resultados equivalentes.
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Figura 11. Comportamiento de BAL en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de una poblacion de 1

cél/mL.

Los productos finales de la fermentacion, tales como &cidos orgénicos o alcoholes, ejercen sus
efectos deletéreos provocando una acidificacion del citoplasma por debajo del pH permisible.
Cuando esto ocurre, las funciones celulares son inhibidas (Kashket, 1987), por desnaturalizacién de
proteinas y consecuente pérdida de funcion enzimatica y estabilidad del ADN (Mattews, 2002). Los
acidos organicos, que actian como protondforos, o disolventes, que perturban los fosfolipidos de la
membrana, a altas concentraciones aumentan la fuga hacia el interior de H* de modo que el flujo
hacia el exterior de H* no es lo suficientemente rapido como para alcalinizar el citoplasma. (Kashket,

1987).

Es conocido que las bacterias establecen y mantienen un gradiente electroquimico de protones, por
lo general alcalino en el interior y negativo a través de la membrana citoplasmatica (Harold, 1972). El
gradiente de protones es interconvertible con ATP mediante la ATPasa de traslocacién de H * (ATP

sintasa, BFoF1). Estas dos formas de energia metabolica son las principales fuerzas motrices para
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las reacciones celulares, que actuan directamente o mediante gradientes de iones secundarios o

compuestos de alta energia .El gradiente de pH asi se disipa (Kashket, 1987).

El pH interno es el pH relevante para la mayor parte de la maquinaria enzimatica de la célula.
Mantener ese pH parece ser el papel principal de la bomba H + -ATPasa, al menos para los

estreptococos (Kobayashi, 1985)

La mayoria de los estudios sobre la homeostasis del pH (mantenimiento de un pH interno constante)
se han ocupado de los Gram-negativos entéricos. Se ha documentado bien que estos anaerobios
facultativos mantienen un pH interno constante de 7,6-7,8 en las condiciones de pH medio de
crecimiento y metabolismo (Booth, 1985;). El mantenimiento del pH interno parece implicar la

regulacion de los sistemas de transporte de iones acoplados a H * (Brink y col, 1986).

Sin embargo, muchas bacterias no mantienen un pH interno constante. En Clostridium (Baronofsky y
col, 1985; Riebeling y col. 1975; Huang y col, 1985), muchos estreptococos (Kashket y col, 1985) y
Lactobacillus a medida que el pH disminuye debido a la acumulacién de productos finales de
fermentacion acida, el pH interno también disminuye, aunque permanece mas alcalino que el pH
externo; es decir, las células mantienen un pH alcalino en el interior. Asi, a diferencia de muchos
aerobios (Cobley y Cox, 1983), los fermentadores anaerobicos toleran las variaciones bastante

amplias en la concentracion interna de protones (Kashket, 1987).

Kobayashi y colaboradores sugieren en sus estudios que la H* -ATPasa regula el pH interno en
células de Streptococcus faecalis. (Kobayashi y col., 1982). Un factor que interviene en el control del
pH es la dependencia del pH de la H* -ATPasa, cuyo pH dptimo esta entre 6 y 8, con disminuciones

pronunciadas en la actividad por debajo y por encima de estos valores.
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Por lo tanto, si el citoplasma excede el pH de 8, el bombeo de protones disminuye, y se produce
menos alcalinizacion del citoplasma. Cuando el pH interno disminuye por debajo de 8, se estimula el
bombeo de protones, y el pH interno se eleva como resultado. La importancia de la H* -ATPasa en el
control del pH también se muestra por el aislamiento de mutantes que crecen bien a pH 7,5, pero no
pueden crecer a pH 6. Los mutantes aparentemente son defectuosos en el sistema regulador de pH,
ya que no pueden mantener una normal diferencia de pH (Kobayashi y Unemoto, 1980). Las
membranas de las células mutantes son normalmente permeables a los protones, pero muestran

una actividad ATPasa deficiente.

Lo previamente planteado sugiere entonces como muchos microorganismos pueden mantener un
pH interno que mantenga las normales funciones metabodlicas y con estos puedan mantener un
sostenido crecimiento en alimentos de baja acidez. En el caso de los Lactobacillus, explicaria el
pronunciado crecimiento en la bebida a base de malta (pH cercano a 4), que se observa en la figura
9, a cualquier nivel de inoculo inicial, lo que los convierte en microorganismos primarios de deterioro

en este tipo de alimentos.

Durante la fermentacion lactica el pH en el medio desciende hasta un punto en el que muchas de las
bacterias acido lacticas ven inhibido su crecimiento (Juvonen y col, 2011), sin embargo los
Lactobacillus que pueden crecer en medios con pH cercanos a 4 (Madigan y col, 2003), siendo

entonces capaces de resistir el pH de diversos alimentos.

Es bastante aceptado que el deterioro por las BAL es comun en los productos acidos, tales como
zumos de frutas, productos citricos, jugo de tomate y conservas de vinagre. El crecimiento de las
BAL en jugos de fruta y tomate es favorecido por altos contenidos de acido y azucar y por algunos

factores estimuladores adicionales presentes (Amachi, 1975; Yoshizumi, 1975). El bajo pH de los
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zumos de frutas entre 3,0 y 3,7 y el alto contenido de azlcar (50-150 g de azUcares fermentables
glucosa, fructosa y sacarosa por litro, aunque generalmente un contenido de proteinas <1%) (Jay y
col., 2005) permite el crecimiento de algunos lactobacilos y leuconostocs, especialmente en los
zumos de naranja y de manzana "moderadamente” &cida, con rangos de pH de alrededor de 3,3 a
4,5. Se ha descrito el deterioro de Lactobacillus brevis en productos citrico con un pH inferior a 3,5

(Juven, 1976).

Se han encontrado reportes en los que Lactobacillus paracasei fue aislado de limonada, bebida con
un pH menor a 4.5 generando &cido lactico, diacetilo y dioxido de carbono como producto final. Esto
denota la capacidad de este microorganismo para crecer en medios con pH similares a la bebida a

base de malta (Back y col., 1999).

Las BAL como organismos de fermentacion, carecen de sistemas de transporte de electrones heme-
ligados funcionales o citocromos, y obtienen su energia por fosforilacion a nivel de sustrato mientras

oxidan carbohidrato (Jay, 2005).

Con base a los productos finales del metabolismo de la glucosa las BAL se dividen en dos grupos:
homolactivas y heterolacticas. Las que siguen un patrén homoferementativo producen acido lactico
como Unico producto final, usando la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMB). Las bacterias
pertenecientes a este grupo poseen las enzimas: hexoisomerasa que cataliza la conversion de
glucosa 6 fosfato en fructosa 6 fosfato (Voet y col, 2007); y la aldolasa, que cataliza la division de la
fructosa 1,6-bisfosfato en dos fracciones de fosfato triosa que se convierten adicionalmente en

lactato (Voet y col, 2007).

Por otro lado las que producen cantidades equimolares de acido lactico, etanol, acido acético, acido
formico, succinato y dioxido de carbono a partir de glucosa son las pertenecientes al grupo de las
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heterofermentativas; estas poseen la enzima fosfocetolasa pero no aldolasa ni hexoisomerasa, por
lo que en lugar de degradar la glucosa por la via EMP, usan como alternativa la via de las pentosas

o monofosfato de hexosa (Leveau y Boix, 2000).

Las homolacticas son capaces de extraer aproximadamente el doble de energia de una cantidad
dada de glucosa que las heterolacticas (Jay, 2005). De acuerdo a esto, se esperaba que la cepa
homofermentativa (Lactobacillus brevis), utilizada en este estudio, presentase un crecimiento mucho
mas acélerado que la heterofermentativa (Lactobacillus paracasei) empleada. No obstante, los
resultados exponen que ambas cepas aumentaron los niveles poblacionales en la misma velocidad.
Los azucares presentes en la bebida ofrecen un sustrato optimo para la produccion de energia por
parte de los Lactobacillus, su metabolismo meramente fermentativo ofrece una via de crecimiento en

ausencia de oxigeno (Madigan y col, 2003).

Tomando en cuenta las condiciones del ensayo, donde era de esperarse que la concentracion de
diéxido de carbono y con esto el ambiente anaerdébico, fuera disminuyendo con el tiempo; el caracter
aerotolerante de este tipo de microorganismos (Kandler, 1983), permiti6 que se mantuviera el
crecimiento de estos a pesar del ambiente aerdbico. La baja cantidad de oxigeno al inicio del
experimento representaba un ambiente anaerébico que impulsaba el crecimiento. El hecho de que la
concentracion siguiera aumentando en el tiempo evidencia un caracter anaerobio facultativo

distintivo de estos microorganismos (Jay, 2005).

Por otro lado, las bacterias formadoras de esporas son un grupo diverso de microorganismos y
algunos de ellos causan un importante deterioro de los alimentos. Estos organismos estan

comunmente asociados con el deterioro de los alimentos tratados con calor debido a la capacidad de
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las esporas para sobrevivir a las altas temperaturas comunmente usadas para conservar los

alimentos (Blackburn, 2006).

La figura 12 muestra que en la bebida ninguna de las especies del género Clostridium utilizados
mostré crecimiento en el tiempo. Considerando que con estos microorganismos no se alcanzé una
adaptacion al 100% de la bebida, se presumia que los mismos no mostrarian crecimiento en esta

matriz.
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Figura 12. Comportamiento de los Clostridium en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de una poblacién

de 1000 cél/mL.

Los Clostridium muestran rangos de crecimiento dptimos a pH entre 6-7; fuera de éste, forman
esporas que permiten la prevalencia de los mismos en el tiempo (Blackburn, 2006). Las tres
especies probadas (Clostridium acetobutylicum, Clostridium bifermentans, Clostridium butiricum)
mostraron incluso crecimiento en caldo de cultivo con un pH de 4.5-5, tal como los sefiala (De Vos,
2009). Ademas de ser capaces de utilizar maltosa y sacarosa como azlcares fermentables. Esto

ultimo implica que la fuente de carbono presente en la bebida no representa un problema como
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fuente de energia. Sin embargo, con valores de pH menores el crecimiento se ve inhibido y se da la

formacion de la estructura de resistencia antes mencionada.

El bajo pH del producto implicé un pobre o ningin crecimiento por parte de estas tres especies, y
tomando en cuenta la capacidad de sobrevivir en ambientes de estrés, se infiere que la acidez del
medio estimuld la formacion de esta estructura de resistencia, dotandolos de la capacidad de
mantenerse en el producto, sin producirse ningun crecimiento como lo muestra la figura 12, en la
que es perceptible que los niveles poblacionales se mantienen constantes en el tiempo, para una

concentracion inicial de 1000 cél/mL.

Este grupo de bacterias conocidos por su capacidad de producir esporas, que se caracteriza por una
etapa de reposo que las células no dividen tienen poco o ningun metabolismo lo que les permite
permanecer latentes durante periodos de tiempo extremadamente largos (Blackburn, 2006); esta
estructura de resistencia permite su prevalencia en medios cuyas condiciones no son optimas para
el crecimiento de la forma vegetativa (Nicholson y col, 2000), de esta manera se mantienen en un
estado latente hasta que las condiciones sean 6ptimas, donde las mismas germinan e inician su

crecimiento (Hansel y col, 1970).

En estado latente, las esporas no experimentan ningin metabolismo detectable y exhiben un mayor
grado de resistencia a la inactivacion por diversos insultos fisicos, incluyendo (pero no limitado a)
calor humedo y seco, radiacion UV y gamma, desecacion extrema (incluyendo vacio) y agentes
oxidantes. Sin embargo, a pesar de su inactividad metabolica, las esporas siguen siendo capaces de
monitorear continuamente el estado nutricional de su entorno y responden rapidamente a la
presencia de nutrientes apropiados al germinar y reanudar el crecimiento vegetativo. Por lo tanto, la

formacion de esporas representa una estrategia mediante la cual la célula bacteriana escapa
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temporalmente de condiciones locales nutricionalmente desfavorables a través de la latencia

(Nicholson y col, 2000).

Las bacterias formadoras de esporas de los géneros Bacillus y Clostridium son usualmente inhibidas
en refrescos debido al bajo pH. Sin embargo, las esporas pueden permanecer viables en estos
productos. Las especies de Bacillus y Clostridium son organismos tipicos de deterioro en jugos

vegetales menos acidos, que presenta un pH por encima de 4. (Back 2005, Tribst y col., 2009).

Los clostridios anaerdbicos formadores de butirato tales como Clostridium butyricum pueden
estropear los jarabes de azlcar utilizados en la industria de bebidas durante la fabricacién o el
almacenamiento del jarabe. Estas bacterias pueden estar activas incluso a valores de pH de 3,6 -
3,8 (Hawthorne et al., 1991, Stenius et al., 1991), valor cercano al pH del producto; sin embargo para

esta cepa los datos no arrojaron resultados que mostraran crecimiento del mismo.

Clostridium butyricum que pareciese ser el mas resistente a bajos pH de los tres probados es
responsable de la descomposicidn del queso, la leche condensada y los alimentos enlatados acidos
(pH <4.6), en particular los tomates y otras frutas (por ejemplo, jugos de peray de albaricoque y pifia
en conserva), junto con Clostridium pasteurianum (Spiegelberg, 1936, lkegami y col., 1970,
Hernandez y Feria, 1971). Estos organismos pueden iniciar el crecimiento a valores de pH bajos
(hasta 3,6). Clostridium butyricum es una especie comun encontrada en la leche. Como sugiere su
nombre, produce &cido butirico, es fuertemente sacarolitico y no es proteolitico. El organismo
también se ha asociado con el deterioro de los vinos, dando lugar a un aspecto rancio debido a la

produccion de &cido butirico (Blackburn, 2006).

Tomando en cuenta la alta prevalencia de las levaduras, BAL y Clostridium que bajo la forma de

esporas pueden soportar la caracteristicas de la matriz; se debe considerar una via alterna que
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asegure la estabilidad microbioldgica de la bebida; para lo cual se llevaran los microorganismos
antes mencionados a ensayos de resistencia térmica en el que se evaluara su resistencia a
diferentes combinaciones de tiempo y temperatura, con el proposito de disefiar un procedimiento de

pasteurizacion que asegure la estabilidad del producto.

5.3 Ensayos de resistencia térmica

Valores extremos de temperatura lleva a que propiedades de plegamiento de las proteinas se vean
afectadas, lo que recae en la perdida de los atributos bioldgicos de las mismas (Tortora, 2013). Uno
de los efectos del calor sobre las células es la desnaturalizacion de proteinas que conlleva a la
inhibicion e inactivacion de diferentes procesos celulares mediados por sistemas enzimaticos. La
desnaturalizacion provoca un desplegamiento de las cadenas polipeptidicas al destruirse la
estructura de orden superior de la molécula, el polipéptido mantiene su estructura primaria porque se
mantienen por enlaces peptidicos covalentes. Asi, la desnaturalizaron de proteinas es uno de los

principales procesos por el que los microorganismo son destruidos (Madigan, 2003).

La tabla 3 resume las temperaturas de tratamientos y las correspondientes reducciones logaritmicas
para cada uno de los microorganismos probados. En anexos pueden visualizarse ademas los

resultados obtenidos para cada tratamiento aplicado a cada uno de los microorganismos.
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Tabla 3. Numero de unidades logaritmicas (UL) maximas reducidas para cada tratamiento térmico y su correspondiente

tiempo de tratamiento usado, para cada uno de los microorganismos en el estudio.

UL maxima UL méxima UL méxima UL méxima UL méxima
reducidas reducidas reducidas reducidas reducidas
Cepa
T=62°C T=65°C T=68°C T=70°C T=72°C
(minutos) (minutos) (minutos) (minutos) (minutos)
Rhodotorula rubra aislada 3,1(12) 3,2 (20) 3,6 () 4,4 (18) 6,4 (15)
Rhodotorula rubra cepario 3,7 (18) 3,7 (20) 58(12) - -
Rhodotorula mucilaginosa 59(12) 5,9(9) 59(7) - -
Pichia anomala 3,2 (18) 4(7) 5 (20) 6,3 (15) 6,3 (20)
Candida guillermondi 3.4 (20) 3,3 (20) 3,1(20) 6.4 (12) 6.4 (12)
Candida peliculosa 2,9 (20) 3,2 (20) 3,6 (20) 6,1(9) 6,1(7)
Sacharomyces pastorianus 5,3 (18) 6(12) 6 (9) - -
Lactobacillus brevis 3 (20) 3,6 (20) 4(18) 3,6 (15) 5,2 (20)
Lactobacillus paracasei 3,1(20) 3,3 (20) 4,2 (20) 5(12) 5,2 (20)
Clostridium bifermentans 3 (20) 3 (20) 5,1 (20) - -
Clostridium acetobutylicum 4,6 (20) 5,8 (15) 5,8 (15) - -
Clostridium butyricum 3,4 (20) 4,7 (20) 5(12) - -

Para considerar eficiente un determinado tratamiento térmico se requiere una reduccion de 5
unidades logaritmicas, en el caso de las levaduras se encontrd que Sacharomyces pastorianus
result6 ser la cepa mas termolabil requiriéndose sélo de 62°C para una reduccién eficiente y como
se presumia el tiempo necesario para dicha reduccion fue menor con el aumento de temperatura
(Figura 13, tabla 3). Para esta cepa y demas que no mostraron resistencia a 68°C no se llevaron a

cabo ensayos con temperaturas mayores.
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Figura 13. Resistencia de Sacharomyces pastorianus, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.

Rhodotorula mucilaginosa mostré también ser poco resistente a los tratamientos térmicos
encontrandose que con un tratamiento de 62°C durante 12 minutos es suficiente para la disminucion
de 5UL (tabla 3); sin embargo para este caso se encontraron discrepancia en los resultados debido a
que, como se observa en los mismos (figura 22, anexos), se recuperaron sobrevivientes con
tratamientos a igual temperatura pero mayor tiempo (20 minutos por ejemplo), sin embargo esto
puede deberse posiblemente a una falta de heterogeneidad del calor durante el tratamiento, a la
diversidad dentro de la misma poblacion o incluso a la probabilidad de captura de los

microorganismos tomando en cuenta la falta de homogeneidad en la poblacion.

Como se observa en la figura 14, la levadura que mostrd6 mayor resistencia a las temperaturas
evaluadas fue Rhodotorula rubra aislada de proceso, la cual requiri6 de hasta 72°C durante 15

minutos de tratamiento para una reduccion eficiente.
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Figura 14. Resistencia de Rhodotorula rubra aislada, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.

Considerando que esta cepa fue aislada a partir de procesos industriales de produccién de bebidas,
se esperaba presentase la mayor resistencia a los atributos que presenta la matriz y ademas a los
diferentes tratamientos de calor, lo que la convirtié en el microorganismo blanco para el disefio del
proceso de pasteurizacion. A diferencia de ésta, la misma cepa extraida de cepario, mostré ser
mucho mas termolabil encontrandose que un tratamiento de 68°C durante 12 minutos fue suficiente
para una reduccién de 5UL. Se evidencid asi, una marcada diferencia del microorganismos en
condiciones ideales (cepario) y cuando es sometida a procesos de estrés como la falta de nutrientes,

la exposicion a productos de limpieza, procesos de temperatura, entre otros.

Pichia anomala, requirié un tratamiento de 68°C durante 20 minutos para una reduccién eficiente,
tratamiento con temperaturas mas altas lograron la reduccién total de la carga microbiana inicial (6
UL). Finalmente, las especies ensayadas pertenecientes al género Candida sp, exhibieron resistir

tratamientos de 68°C, aunque con tratamientos superiores se alcanzé una reducciéon mayor, de 5 UL
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con tiempos de 12 minutos (70 Y 72°C) para Candida guillermondii, y de 9y 7 minutos a 70 y 72°C

respectivamente, para Candida peliculosa.

Debido a que esta bien establecido que la desnaturalizacién de proteinas ocurre a un ritmo mas
rapido cuando se calienta en un medio liquido que en aire, se sugiere que la desnaturalizacion de las
mismas es el mecanismo de muerte por calor o esta estrechamente asociada con ella. La manera
precisa en la que el agua facilita la desnaturalizacién por calor de las proteinas no esta del todo
clara, pero se ha sefialado que el calentamiento de las proteinas humedas provoca la formacion de
grupos sulfihidrilos (-SH) libres con el consiguiente aumento de la capacidad de unién a agua de las
proteinas. La presencia de agua permite ademas la ruptura térmica de los enlaces peptidicos, un
proceso que requiere mas energia en ausencia de agua y, en consecuencia, confiere una mayor

refractividad al calor (Jay, 2005).

Medios &cidos o alcalinos aumentan la desnaturalizacidn térmica de las proteinas lo que conlleva a
una disminucidn en la resistencia al calor de los microorganismos. En general los microorganismos
son mas resistentes al calor a su pH 6ptimo de crecimiento, habitualmente cercano a 7,0. (Cook y
Gilbert, 1968). El aumento de la sensibilidad a la temperatura es posiblemente debido a un efecto
combinado de la accidn sobre las proteinas del tratamiento térmico y la acidez. Este Gltimo pudiese
generar por si solo, cambios en la estructura de las proteinas, mas en concreto al cambiar los
estados de ionizacion de los aminodcidos presentes en las mismas y consecuentemente, el
rompimiento de ciertas interacciones entre los grupos R de los amino&cidos que componen la

proteina (Mattews, 2002).

La regla general es que, a medida que el pH disminuye o aumenta a partir del valor éptimo para

cada microorganismo, existe un consiguiente aumento de la sensibilidad térmica (Stumbo, 1973); sin
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embargo esto dependera enteramente del medio en el cual se lleve a cabo el calentamiento. Asi,
ademas de la fisiologia y genética de cada microorganismo, diferentes componentes en el medio en
el que se lleva a cabo el tratamiento térmico, en este caso la bebida a base de malta; influyen en la

resistencia de las distintas cepas a los diferentes tratamientos de calor usados (Jay, 2005).

Las interacciones entre diferentes factores, como temperatura y tiempo de calentamiento, pH,
presencia de &cidos y en menor medida aw, son importantes para la estabilidad de los alimentos
acidos y acidificados (Hansen y Riemann, 1963). Efectos sinérgicos de pH y temperatura de
calentamiento permiten que puedan llevarse a cabo tratamientos mas suaves en alimentos con pH
mas bajos, alimentos &cidos con un pH <4.3 usualmente requieren sélo 5 min a 93° C mientras que
los productos con pH 4.3-4.5 requieren temperaturas alrededor de 93° C durante 10 minutos (York y

col., 1975).

Los resultados obtenidos muestran que no se requieren temperaturas tan altas como las antes
mencionadas para obtener una disminucién significativa de la poblaciones microbianas, el bajo pH
de la bebida permite entonces utilizar tratamientos mas suaves (62-72°C) para alcanzar niveles, en

la mayoria de los casos, que no signifiquen dafos en las propiedades de la bebida a base de malta.

Los azucares y las proteinas presentes en el producto pudiesen significar una barrera protectora
contra algunos de los tratamientos térmicos efectuados, permitiendo asi la supervivencia de las
distintas cepas bajo la influencia de temperaturas alejadas de su dptimo de crecimiento (Stumbo,
1973). Por un lado, algunas trazas de proteinas pueden mantenerse en solucion en el producto; las
interacciones electrostaticas producidas entre éstas y las proteinas de membrana de las células
(Jay, 2005), supone un aumento en la estabilidad de las mismas enalteciendo su resistencia a

elevadas temperaturas. Por otro lado, la sacarosa, abundante en la bebida a base de malta; es uno
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de los carbohidratos que mayor aumento en la resistencia al calor genera (Corry, 1974; Goepfert y
col, 1970). En general, la presencia de carbohidratos tiende a aumentar la resistencia térmica de los
microorganismos, al disminuir la aw. Por lo tanto la presencia de este azlcar es un factor que
pudiese significar otra barrera contra el tratamiento térmico efectuado (Jay, 2005). Esto pudiese
explicar la prevalencia de microorganismo como los Lactobacillus y algunas cepas de levaduras
evaluadas en este ensayo, en la que el tratamiento mas fuerte usado (72°C- 20 minutos), fue
insuficiente para una disminucién eficiente de la poblacion microbiana. La presencia de las altas
cantidades de azucares en la bebida, principalmente sacarosa paliaron el efecto de las altas

temperaturas sobre la poblacion microbiana.

Las altas temperaturas generan en las células de levaduras marcados efectos entre los cuales
pueden mencionarse: aumento de la fluidez y reduccién de la permeabilidad a los nutrientes
esenciales, disminucion de los &cidos grasos de las membranas insaturadas, estimulacion de la
actividad ATPasa y RAS-adenilato ciclasa, disminucion del pH intacelular. En cuanto a la estructura
y funcién de las mitocondrias genera disminucion de la actividad respiratoria e inducciéon de
mutantes deficientes y en consecuencia, se inhibe la respiracion y fermentacion, y se produce un
aumento inmediato de trehalosa celular y ergoesterol. Se reprime la sintesis de muchas proteinas,
pero se induce la expresion ciertas proteinas de choque térmico. A nivel genético se da un aumento
de la frecuencia de mutaciones y del entrecruzamiento de cromosomas, y reparacion ineficiente del

ADN dafiado por el calor (Querol y Fleet, 2006).

Las temperaturas ptimas para el crecimiento de las levaduras se encuentran en un rango de
algunos grados bajo cero hasta un maximo de 30-40°C, encontrandose que algunos psicréfilos
crecen bien en temperaturas entre 5y 18°C; los terméfilos con un minimo de 20°C y la mayoria de
las levaduras, mesdfilas, en un rango de 0 y 48°C (Carlile y col, 2001). Por lo tanto resulta légico
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pensar, que tras la aplicacion de los distintos tratamientos térmicos empleados, las levaduras, como
microorganismos mesdfilos; posiblemente presentaron dafios celulares que involucraron la
disrupcion de membrana, rompimientos de puentes de hidrégeno y la desnaturalizacion de proteinas
y acidos nucleicos. Con esto, se produjo probablemente a la consecuente inactivacion de procesos

enzimaticos, que provocaron una eventual muerte de la célula (Tortora, 2013).

Las células de levadura presentan una respuesta de choque térmico cuando se exponen a
temperaturas subletales transitorias (Querol y Fleet, 2006). Esto implica la induccion de la sintesis de
un conjunto especifico de proteinas, altamente conservadas, denominadas proteinas de choque
térmico (Hsps) (Swan, y Watson, 1998). Estas proteinas son inducidas también cuando las
levaduras estan expuestas a tensiones distintas del choque térmico (Hohmann y Mager, 2003), por
lo que son referidas mas bien como proteinas de estrés. Varias Hsps contribuyen a la
termotolerancia de la levadura actuando como "chaperonas" moleculares para prevenir la agregacion
de proteinas (Morano y col., 1998). También promueven la protedlisis de las proteinas anormales

dafadas por el estrés (Querol y Fleet, 2006).

Aunque las Hsps no parecen desempefiar funciones directas en el aumento de termotolerancia de
las levaduras, Hsp104 parece mejorar los efectos del estrés térmico en los cultivos de respiracion
de S. cerevisiae. De hecho, se encontrd que los pretratamientos térmicos leves inducen tolerancia a
altas temperaturas. En la levadura Saccharomyces cerevisiae, tales pretratamientos inducen
fuertemente la proteina de choque térmico Hsp 104, y las mutaciones de dicha proteina, reducen en
gran medida la supervivencia a altas temperaturas, indicando que Hsp 104 juega un papel critico en
la induccion de la termotolerancia (Lindquist y Kim, 1996). Esto podria explicar a nivel fisiologico

como algunas de las cepas usadas logran sobrevivir a temperaturas que en principio estan alejadas
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de sus rangos Optimos de crecimiento, hecho observado con Rhodotorula rubra aislada, Pichia

anémala, Candida guillermondii y Candida peliculosa.

Las células de levadura también responden al choque térmico acumulando otros compuestos
protectores del estrés como la trehalosa (Ertugay y Hamamci 1997, Neves y Frangois 1992).
Estudios han demostrado que este disacérido funciona como termoprotector y crioprotector
estabilizando las proteinas y las membranas celulares (Elbein y col., 2003; Singer y Lindquist, 1998)
y se acumula marcadamente en las células expuestas a un shock térmico no letal (Querol y Fleet,

2006).

En las levaduras, los estimulos que activan la respuesta al choque térmico también causan la
acumulacién de trehalosa. De hecho al menos dos subunidades del complejo de trehalosa-6-P
sintasa de S. cerevesiae se sintetizan activamente durante el choque térmico, y se han encontrado
concentraciones fisioldgicas de trehalosa (hasta 0,5 M) para proteger las enzimas de levaduras y

otros organismos de inactivacion por calor in vitro (Bell y col., 1992).

En un estudio en que se trabaj6 con mutantes de levaduras, defectuosas en los genes que codifican
enzimas clave en el metabolismo de trehalosa (TPS1, TPS2), se evidencid la incapacidad para
acumular este carbohidrato durante un choque térmico leve, y fueron mucho menos resistentes al
calentamiento que el organismo de tipo salvaje. Estos estudios sugieren que la trehalosa
desempefia un papel clave en la termotolerancia e indican también, que las enzimas que sintetizan
trehalosa son inducidas en respuesta al estrés para aumentar los niveles de este compuesto (Elbein

y col., 2003).

Singer y Lindquist (1998) demostraron que la trehalosa protege las células del calor mediante la

estabilizacion de proteinas a altas temperaturas. Usando dos diferentes proteinas marcadoras
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sensibles a las temperaturas, estos investigadores mostraron que las enzimas son méas capaces de
mantener su actividad durante un choque térmico en las células que estan produciendo trehalosa.
Estos estudios mostraron un papel adicional e importante de la trehalosa, que es, la capacidad para
suprimir la agregacion de proteinas que ya han sido desnaturalizadas. Basandose en estos estudios,
estos investigadores también explicaron por qué la trehalosa debe degradarse rapidamente después
de que el choque térmico haya terminado. Cuando una de sus proteinas reporteras, se retira o se
diluye fuera de la trehalosa, se puede replegar por chaperones moleculares. Por otro lado, si la
concentracion de trehalosa sigue siendo alta, interfiere con el proceso de replegamiento, y la

proteina no es renaturalizada por la chaperona (Singer y Lindquist, 1998).

En otro orden de ideas, los resultados obtenidos mostraron que ambas cepas de BAL presentan en
la bebida una elevada termoresistencia, pudiendo sobrevivir a todos los tratamientos ensayados. Se
encontré que para la reduccion de 5 unidades logaritmicas en el caso de Lactobacillus paracasei se
requirieron de 12 minutos a 70°C y de 20 a 72°C (figura 15). Para Lactobacillus brevis (figura 16) se

requirio un tratamiento de 20 minutos a 72°C para un igual resultado.
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Figura 15. Resistencia de Lactobacillus paracasei, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.
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Figura 16. Resistencia de Lactobacillus brevis, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.

Como se menciond previamente el metabolismo de las BAL en general les permite soportar medios
acidos, la fermentacion lactica permite a los Lactobacillus crecer en medios con pH més bajos que la
mayoria de las BAL. Asi, el efecto que pudiese significar el pH en el medio de calentamiento pudiese

verse minimizado en este tipo de microorganismos.

Para Lactobacillus brevis, cepa homofermentativa, se esperaba, en principio, presentara una mayor
termotolerancia debido al menor efecto del pH, producto de la generacién de &cido lactico como
unico metabolito final. Por otro lado, para la cepa heterofermentativa (Lactobacillus paracasei) se
esperaba una mayor termosensibilidad en comparacion con su contraparte homofermentativa. Sin
embargo, los resultados no parecen mostrar diferencia significativa debido a que ambas cepas
lograron resistir todos los tratamientos, encontrdndose que son necesarios los tratamientos mas
fuertes para lograr la reduccion de 5UL. Aunque estos resultados pueden parecer contradictorios, la
explicacion para esta discordancia podria estar en la falta de homogeneidad en la suspension

bacteriana durante el tratamiento o a la heterogeneidad presente en la poblacion (Jordan y Cogan,
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1999) ademas de las caracteristicas de la bebida antes mencionadas que pudiesen influir en la

resistencia al calor.

Los Lactobacillus en general se consideran microorganismos mesofilos. En concreto las cepas con
las que se llevd a cabo el estudio crecen en un rango entre 5-45°C. Los tratamientos usados que
superan mas de 15°C, suponen temperaturas suficientes, por lo menos para inhibir procesos en
estas bacterias. Sin embargo, algunos componentes en la matriz como los azlcares pudiesen
significar como en las levaduras, una barrera de proteccién que permitié la prevalencia de estos

microorganismos.

Un estudio llevado a cabo con Lactobacillus paracasei en cerveza, evidencié la imposibilidad de
recuperar  sobrevivientes con temperaturas superiores a 55°C (Reveron, 1997). Por otro lado
estudios en leche desnatada con el mismo microorganismo, no mostraron reduccion a temperaturas
de 50-55°C, incluso tras 2 horas de calentamiento. A 60°C si hubo reduccién tras los primeros 15
minutos, y pasado este tiempo comenzé a disminuir la poblacién bacteriana. A 65°C hubo muerte en
los primeros 5 minutos y se alcanz6 la reduccién de 5 unidades logaritmicas tras 15 minutos de
calentamiento (Jordan y Cogan, 1999). Considerando la mayor cantidad de grasas que posee la
matriz en la que se llevo a cabo este ultimo ensayo y el papel de proteccion que pueden fungir éstas
contra los tratamientos térmicos, se esperaria que en una matriz de este tipo existiese una mayor
termorresistencia que en el caso de la bebida a base de malta donde los niveles de grasa son bajos.
Sin embargo, los resultados muestran una mayor resistencia en la bebida. Probablemente, factores
como la presencia de altos niveles de azlcares en la misma, pudieron influir en la termorresistencia
de esta cepas acido lacticas. Estos trabajos demuestran el marcado efecto del medio de

calentamiento, pudiendo incluso ser mas relevante que la fisiologia per se de cada microorganismo.
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En cuanto a los microorganismos esporulados, se encontré que de las tres cepas el microorganismo
mas termorresistente fue Clostridium butyricum (figura 17) para el que se requirié una temperatura
de 68°C durante 12 minutos. Se encontrd, ademas, la muerte de todos los microorganismos

presentes al inicio del experimento, con tiempos mas prolongados de tratamiento.
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Figura 17. Resistencia de Clostridium butyricum, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.

Clostridium acetobutylicum (figura 18) resultd ser el mas termosensible, obteniéndose que con un
tratamiento mas leve se alcanzé la reduccion de 5 UL. Una temperatura de 65°C (durante 15
minutos) fue suficiente para la remocién de 5 UL de esta cepa. Sin embargo, un factor a considerar
en este caso en comparacion con el anterior, es que el volumen de la poblacion inicial (previo al
tratamiento térmico) para Clostridium acetobutylicum, fue menor, 1 UL menor. Es imperativo
considerar el efecto que la densidad poblacional ejerce sobre un tratamiento térmico, considerando
que a mayor numero de microorganismos, mayor sera la resistencia al calor. De hecho Clostridium
bifermentans (figura 19), también requirié un tratamiento de 65°C también, pero durante 20 minutos.
Para esta cepa, la densidad poblacional previa al tratamiento, fue similar al caso de Clostridium

butyricum.
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Figura 18. Resistencia de Clostridium acetobutylicum, sometidas a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.
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Figura 19. Resistencia de Clostridium bifermentans, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.

Como se menciond previamente, en condiciones de estrés, como pueden suponerlo un tratamiento

térmico o el pH de un producto, los microorganismos esporulados desarrollan un mecanismo de
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sobrevivencia que les permite mantenerse latentes hasta que las condiciones del medio son las

ideales para que se estimule la germinacion.

La estructura de las esporas estan compuesta por: el exosporio, la capa mas externa y de naturaleza
proteica; bajo ésta se ubica la cubierta, compuesta de varias capas de proteinas especificas de la
espora. Debajo de ésta se situa el cortex, compuesta de peptidoglicano con uniones laxas,
internamente y bajo esta se encuentra el nucleo o protoplasto de la espora que contiene la pared
celular de la forma vegetativa, la membrana citoplasmatica, el citoplasma, el nucloide, etc (Madigan,

2003).

Se cree que el core 0 nucleo de la espora es el principal responsable de dotar a esta estructura de
proteccién contra las altas temperaturas (Marquis y col, 1994). Por un lado, el contenido de agua
(10-30% del agua de la célula vegetativa) es bajo, lo que contribuye a la resistencia al calor humedo
y la inactivacién enzimatica. De hecho, cuando inicia la fase de germinacion se ha reportado una
rapida toma de agua desde el nucleo, estimulandose asi los distintos procesos enzimaticos que
conllevan a un rompimiento de la latencia (Marquis y col, 1994). Ademas, esporas con menor
contenido de agua en el protoplasto son mas resistentes que aquellas con niveles de agua mayores

(Beaman y Gerhardt, 1986).

Por otro lado, el acido dipicolinico (DPA) que corresponde a un 5-15% del peso seco de la espora es
quelado en relacién 1:1 con un ion divalente, principalmente calcio (Ca*2). La acumulacién de un
amplio deposito de DPA contribuye a la reduccién del contenido de agua durante la esporulacion y

en consecuencia con el aumento de la resistencia térmica (Marquis y col, 1994; Stumbo, 1973).

El pH del citoplasma de la endospora es aproximadamente una unidad menor que el de la célula

vegetativa y contiene elevados niveles de unas proteinas especificas, pequefias proteinas acido-
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solubles, acufiadas bajo el acronimo SASP, por sus siglas en inglés. Se localizan en la membrana
interna y son abundantes en las esporas, corresponden con 3-6% de total de las proteinas de las

esporas (Marquis y col, 1994).

Estas proteinas se forman sélo durante el proceso de esporulacién (Stumbo, 1973). De hecho,
desaparecen junto al DPA y componentes del cortex durante la germinacion (Powell y Strange,
1953) y tienen al menos dos funciones: una es asociarse con el ADN protegiéndolo asi de lesiones
potenciales de radiacion UV, desecacion, calor seco y algunos compuestos quimicos. El otro rol de
estas proteinas recae en que pueden ser degradas durante la germinacion, pues suponen una
fuente de carbono para el desarrollo de la forma vegetativa (Madigan, 2003). Las esporas de B.
subtilis deficientes para la sintesis de SASPs han mostrado ser méas sensibles al calor que aquellas

con produccién normal de estas proteinas (Mason y Setlow, 1986).

Asi, en principio, considerando las temperaturas de crecimiento de estos microorganismos, su
sensibilidad al calor y a bajos pH, se presumia se indujera la esporulacion durante los tratamientos
térmicos, en un efecto asociado tanto por el bajo pH del producto como por la elevacion de la
temperatura del medio, y con esto se recuperara una cantidad de microorganismos similar a la
inoculada, como sucedié en el trabajo de Paciello (1998). En dicho trabajo, se logré recuperar en
una bebida gaseosa, una poblacion de esporas de Clostridium con un orden de magnitud similar a la
poblacién inoculada. Mientras tanto, los resultados obtenidos en esta investigacion, sin embrago;
distan de esta conjetura y muestran que estos microorganismo luego de recibir el tratamiento térmico

y ser colocados en la placa de cultivo, lograron ser reducidos 5 UL (Tabla 3).

La discordia entre los resultados obtenidos y esperados pudiese encontrar una explicacion en la

matriz utilizada (bebida a base de malta), la cual al parecer gener6é un ambiente de estrés para los
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microorganismos ensayados Yy desencadené el proceso de esporulacion. Este Ultimo,
probablemente, se inici6 en algunas células, mientras un gran numero de individuos en la poblacion
pudo haber muerto (como probablemente sucedié durante los ensayos en los retos microbianos)
seleccionandose asi sblo esporas, que posteriormente soportarian los tratamientos térmicos
realizados. Estas a su vez pudiesen desencadenar la posterior germinacion en las placas de cultivo
(Madigan, 2003). Esto Ultimo, se sustenta en reportes donde se demuestra que el choque térmico
puede jugar un papel muy importante en la germinacion de las esporas que contaminan los
alimentos. Barnes y colaboradores (1963); reportaron que, sin un choque térmico previo, sélo
germinaba alrededor de un 3% de las esporas presentes en la carne cruda, pero casi todas

germinaban después de que la carne habia sido calentada.

Otra explicacién para que no se recuperasen tantos sobreviviente como se esperaba, pudiese ser el
medio usado para dicho fin, medio Diferencial y Reforzado para Clostridios (DRCM). Paciello,
(1998); demostrd que este medio no permite la recuperacién real de las esporas de Clostridium sp
medianamente dafiadas, solo de las viables. Ademas el estado fisico del medio (sélido o liquido)
influye sobre la viabilidad de las esporas, siendo el medio liquido de mejor aprovechamiento para los

microorganismos, segun dicho estudio.

En general, el estudio de la resistencia al calor de las esporas bacterianas es notoriamente dificil
debido a la influencia de diferentes factores tales como la temperatura de esporulacion, el medio de
esporulacion, el medio de calentamiento, el método de calentamiento y las condiciones de
recuperacion. En términos de reproducibilidad y comparaciones de la resistencia al calor para este
tipo de microorganismos hay una serie de incertidumbres, incluso repetir el mismo experimento de

calentamiento con diferentes cultivos de esporas de la misma cepa, utilizando exactamente las
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mismas condiciones de preparacion y calentamiento, puede dar diferentes resultados de resistencia

al calor (Blackburn, 2006).

5.4  Calculo de parametros cinéticos
Para el calculo de estos parametros cinéticos se consideraron so6lo a aquellos microorganismos que
mostraron crecimiento durante el ensayo de los retos microbianos; asi como aquellos en los que no
se observd una reduccion de 5 UL luego de los tratamientos térmicos. Los mismos fueron:
Rhodotorula rubra aislada de un proceso industrial, Pichia anomala, Candida guillermondi, Candida
peliculosa, ademas de ambos miembros del género Lactobacillus. Se asume que si un tratamiento
térmico mantiene a niveles permitidos a estos microorganismos, también lo hard, con los

microorganismos que presentaron menor termorresistencia, durante los ensayos térmicos.

Considerando los tratamientos térmicos efectuados, con el calculo del valor D, parametro cinético
que permite evaluar la resistencia de un organismo a una temperatura especifica, se puede discernir
entre un grupo de microorganismos y evaluar cual presenta mayor resistencia a dicho tratamiento
térmico, con el fin de disefiar una combinacién de tiempo-temperatura que asegure la calidad de la

bebida.

Rhodotorula rubra, Candida Guillermondi, Candida peliculosa y Pichia anomala; resultaron ser las
cepas de levaduras las mas resistentes. De estas cuatro, la Rhodotorula rubra, resultd ser la mas
resistente de las 4, requiriendo de un tratamiento de 72°C para la eliminacién de 5 UL. Por otro lado
aunque las otras tres, con tratamientos similares de 70°C disminuyen las 5 UL, Pichia anomala
requirié de mayor tiempo. De hecho al observar los valores Dy (tabla 4), es mayor el valor de Pichia

anomala que el de las otras 2 cepas de levadura. De esta manera, se apreciaron como las cepas
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mas resistentes las levaduras: Pichia anomala y Rhodotorula rubra, con valores de tiempo de

reduccidn decimal mas altos, para el mismo tratamiento térmico.

Tabla 4. Valores de tiempo de reduccién decimal de los microorganismos mas termorresistentes para cada temperatura

evaluada.
Cepa T(°C) Valor D (min)
62 13,9
65 11,9
Rhodotorula rubra aislada 68 18,5
70 79
72 4,0
62 111
65 13,9
Pichia anomala 68 11,9
70 49
72 6,2
62 15,2
65 12,8
Candida Guillermondi 68 16,7
70 3,5
72 3,8
62 16,7
65 12,8
Candida peliculosa 68 11,1
70 3,8
72 44
62 15,2
65 11,9
Lactobacillus brevis 68 79
70 10,4
72 79
62 16,7
65 12,8
Lactobacillus paracasei 68 12,8
70 111
72 79

Con Pichia anomala se alcanza una reducciéon de 5UL con 68°C, con Rhodotorula rubra aislada, a

esa temperatura y tiempo no se alcanza dicha reduccién. Sin embargo Pichia anomala, con
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temperaturas de 70 y 72°C necesita 15 y 20 min para una reducciédn eficiente, como se observa en

la tabla 3.

Rhodotorula rubra, alcanza una reduccion eficiente con temperatura de 72°C .Si se tiene esto en
cuenta, pareciese incongruente que se obtuviese un valor D mayor para Pichia anomala que para
Rhodotorula rubra (tabla 4). Esto se encuentra asociado a la cantidad de sobrevivientes que se
recuperan tras cada tratamiento, lo que influencia en la pendiente de las rectas para cada
temperatura y en ultima instancia en el valor D de cada microorganismo. Si se observan la curvas de
tratamiento térmico (figuras 20 y 21) para cada uno de estos microorganismos, son apreciables
valores de pendientes muy similares para todas las temperaturas, por lo tanto; ambos seran

tomados como microorganismos “blanco” para el tratamiento de pasteurizacion.
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® 62 °C: y = -0,0012x + 4,7904
6.0 65 °C:y = -0,0014x + 4,8408
68°C: y = -0,0009x + 4,295
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Figura 20. Curva de sobrevivencia térmica de Rhodotorula rubra aislada, se muestran las ecuaciones de las rectas
correspondientes a cada tratamiento.
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Figura 21. Curva de sobrevivencia térmica de Pichia anomala, se muestran las ecuaciones de las rectas
correspondientes a cada tratamiento.

Para los Lactobacillus, bacterias que mostraron en este estudio presentar la mayor termorresistencia
ademas de que han mostrado ser los principales contaminantes en este tipo de bebidas; se han
encontrado valores Des en un rango de entre 1-3 minutos y valores Z de entre 4-5,5°C (Reveron,
1997). Collier y towsend (1954) indicaron que la resistencia térmica del mas resistente de los
Lactobacillus estudiados presentd un valor de Degs cercano a 1 min y un Z de 5,5; en jugo de tomate
0 pasta de tomate. En cerveza tipo lager, se hall6 para una cepa de Lactobacillus un valor Des de

0,31 minutos (Reveron, 1997).
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En el trabajo de Reveron, 1997; se encontrd que a temperaturas superiores a 55°C no se recuperan
sobrevivientes y el valor D a 60°C es de 0,02 min, en cerveza Pilsen; menor al valor encontrado en

cerveza lager.

Como se evidencia los resultados encontrados en la literatura distan mucho de los arrojados por este
estudio, en la bebida a base de malta. Debe considerarse en principio la metodologia usada en cada
uno de los trabajos, ademas, los parametros cinéticos resefiados previamente corresponden a
estudios en matrices con algunas caracteristicas distintas a las bebidas a base de malta, como el
contenido de azucar, que pareciese dotar a los microorganismos de una alta resistencia a muerte

por calor.

El valor F o valor de esterilizacion mide la letalidad del tratamiento por calor y es el tiempo necesario
a una temperatura de referencia, para lograr la inactivacion o destruccion de las células vegetativas

0 esporas de un particular organismo.

De las levaduras, la Rhodotorula rubra aislada, mostro ser la mas resistente a las temperaturas, sin
embargo ésta mostré durante los retos microbianos que con un bajo nivel de indculo su crecimiento
no se dispara hasta niveles que generen dafios organolépticos en el producto. Las dos BAL
ensayadas resultaron presentar una resistencia al calor similar a la de Rhodotorula rubra aislada, pero
ademas de esto, cuando se probd con un nivel de inoculo muy bajo (0,01 cel/mL) su resistencia en la
matriz, alcanzd niveles que generaban dafio en la bebida. Tomando esto en cuenta, se considerd
para el calculo del valor F un Nf de 104, valor, dos unidades logaritmicas por debajo del nivel de
in6culo méas bajo probado para esta cepa. Esto implicaria una probabilidad de 1/104 de que
sobreviva alguna célula tras la aplicacion del tratamiento térmico (Pfug, 1987). El valor No se tomé

en funcion de una contaminacion real a nivel de planta y fue considerado el valor de 100 cél/mL.
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El microorganismo que resulté presentar un valor F mayor (tabla 5), para temperaturas de 68 °C fue
Rhodotorula rubra aislada, mientras que para 65°C fue Pichia andmala. Esto implicaria que se

requeriria de un tratamiento de 111 minutos a 68°C para la remocidn de todos los microorganismos
partiendo de una poblacion inicial de 100 cél/mL Por otro lado, se requeririan de 83 minutos a 65°C
para el mismo escenario. Las incoherencias entre la necesidad de un mayor tiempo a mayor
temperatura, esta directamente asociada al valor D, y esto tiene que ver con la probabilidad de

captura durante la recuperacion mientras se realizaban los ensayos de tratamientos térmicos.

Es imperativo resefiar que la excesiva resistencia mostrada por los microorganismos en este estudio
esta directamente relacionada con la metodologia utilizada, el valor Nf estipulado para el calculo del
valor F viene dado en principio a partir de los estudios de los retos microbianos. En estos no se pudo
determinar totalmente el efecto del didxido de carbono sobre los microorganismos, por lo que es una
variable que no se maneja y que pudiera significar un mayor dafio a los microorganismos que lo aqui
sefialado. Podria sugerirse entonces que considerando este ultimo parametro, podrian estipularse

valores de Nf mas altos y en consiguiente valores F mas cortos.

La temperatura de 68°C seria la usada para el procesamiento de pasteurizacion, esto basado en
que los tratamientos de pasteurizacion usados generalmente en procesos cerveceros son de 65°C
durante 12 minutos. Sin embargo, la cerveza contiene lupulo, componente que ha mostrado tener
propiedades antimicrobianas, por lo que podria asumirse se requerird mayor temperatura para la
malta, cuyo elevado contenido de azucar supone un aumento en la termorresistencia de los

microorganismos.
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Tabla 5. Valores F obtenidos para los microorganismos mas termorrresistentes.

T(°C) No (cel/mL) Nf (cel/mL) valor F (minutos)
) 65 102 104 714
Rhodotorula rubra aislada
68 102 10+ 1111
o 65 102 104 83,3
Pichia anomala
68 102 104 714
) , . 65 102 10+ 76,9
Candida guillermondii
68 102 10+ 100,0
, ) 65 102 10+ 76,9
Candida peliculosa
68 102 10+ 66,7
. , 65 102 104 714
Lactobacillus brevis
68 102 104 47,6
, ) 65 102 104 76,9
Lactobacillus paracasei
68 102 104 76,9

El célculo de los valores z (tabla 6) permite postular diversos tratamientos térmicos variando las
condiciones de tiempo y temperatura. En funcion de estos se pueden disefiar distintos procesos de
pasteurizacion que en principio deberian llevar a resultados equivalentes, la calidad de la bebida, sin
afectar las caracteristicas de la misma (Jay, 2005). Esto es particularmente importante si se
considera que seria muy dificil llevar un tratamiento térmico durante un tiempo de 111 minutos si no
se cuenta con un equipo que asi lo permita (tanques), mientras que tratamientos mas cortos como el

de 11 0 1,1 minutos son tratamientos méas adecuados en términos de costo y tiempo.

Partiendo de esto y de los valores Z calculados, se disefiara el proceso de pasteurizacion para la

malta. Los tratamientos equivalentes se evidencian en la tabla 6.
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Tabla 6. Tratamientos equivalentes postulados a partir de los valores Z para cada microorganismo.

Cepa valor Z (°F) T(°F) T(°C) Tiempo (min)
115 46 120
Rhodotorula
rubra aislada 39,2 54 i =
193 89 1,2
— 105 41 120
Pichia 493 154 68 12
anomala
203 95 12
| 84 29 120
Lactobacillus 70,0 154 68 12
brevis
224 107 1.2
Lactobacillus 654 154 68 12
paracasei
219 104 1,2

Fundamentado en los valores de los pardmetros cinéticos obtenidos, Lactobacillus paracasei (cepa
de las dos usadas que ha mostrado mayor termorresistencia en estudios previos) asi como Pichia
anomala y Rhodotorula rubra aislada, fueron los microorganismos en torno a los cuales se disefi6 el
procesamiento de pasteurizacion, el cual, se llevara a cabo con una temperatura de 68°C y 12

minutos.

5.5 Pruebas a nivel de laboratorio de condiciones de tiempo y temperatura

propuestas

Evaluando las posibilidades ofrecidas, en términos energéticos del pasteurizador usado en planta,

se partié de un procesamiento de pasteurizacion de 12 minutos a 68°C como base.

Como se resefid previamente es posible utilizar tratamientos equivalentes cambiando las
condiciones de tiempo y temperatura, sin embargo los valores z arrojados por dichos experimentos
sugieren tratamientos que comprometen la integridad del producto, o por el contrario, tratamientos

mas suaves sugieren tiempos muy extensos.
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Los resultados obtenidos (tabla 7) sugieren que tratamientos como los usados regularmente en
cerveza (65°C) ofrecen los mismos resultados en funcién de calidad para la bebida a base de malta.
Incluso al ensayar tratamientos de tan solo 62 °C durante el mismo tiempo, se obtuvieron resultados
que llevan a valores deseados en la cantidad de microorganismos; es decir se mantienen la

inocuidad del producto.

Tabla 7. Tratamiento de pasteurizacién, inéculo de 2UL.

Cepa T(°C) log UFC/mL antes | UFC/mL después
o 62 2,08 <1
Pichia 65 2,07 <
anomala
68 2,05 <1
62 2,08 <1
Rhodo{orula 65 204 <1
rubra aislada
68 2,28 <1
. 62 2,30 <1
Lactobacﬂlqs 65 234 <
paracasei
68 2,49 <1

Considerando la sobrevivencia de los microorganismos a temperaturas de 62°C durante 12 minutos
en los ensayos de sobrevivencia térmica, resultan interesantes los valores obtenidos con el proceso
de pasteurizacion planteado. Se esperaba obtener sobrevivientes con este ensayo de pasteurizacion
en el laboratorio. No obstante, como se observa en la tabla 7, no hubo sobrevivientes, posiblemente,
debido al primer golpe de temperatura al que se ven sometidos los microorganismos durante esta
pasteurizacion simulada (80°C, similar a la pasteurizacion flash), asi como al tiempo que pasa
durante la fase de enfriamiento (bafio a 40°C) una vez terminado el tratamiento de 12 minutos. De
hecho, los ensayos de resistencia térmica mostraron que se producia una reduccion importante, si
bien no eficiente (5 UL); de la poblacion bacteriana tras solo el contacto con el producto (30

segundos) a elevada temperatura (figuras 13-19 y 28, 29 anexos).
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Asi no solo el proceso de pasteurizacion genera un impacto en la sobrevivencia microbiana sino que

ademas las etapas de calentamiento y enfriamiento suman para mantener la integridad del producto.

Los resultados obtenidos sugieren entonces, que tratamientos como el usado en cerveza es
suficiente para mantener bajo control las poblaciones microbianas, incluso tratamientos mas suaves
(62°C) mostraron una reduccion de 2 unidades logaritmicas (contaminacién probable) para
cualquiera de los microorganismos. Inclusive cuando se aumentaba el indculo a 6 unidades
logaritmicas, condicidn muy alejada de lo real, se encontr6 una reduccion total de los mismos (tabla

8).

Cabe destacar que estos resultados que en principio pareciesen mantener la estabilidad
microbioldgica del producto mediante la eliminacion de la carga microbiana, responde a un proceso
de laboratorio, condicion muy alejada del proceso de pasteurizacion a realizarse en la planta donde
el rociado de la botella por la pasteurizacion en tineles es muy distinta a la sumersion de las mismas
en un bafio; por lo que ensayos a nivel de planta son necesarios para evaluar la eficiencia del disefio

de pasteurizacion aqui estipulado.

Tabla 8. Tratamiento de pasteurizacién, inoculo de 6 UL

Cepa °T (°C) log UFC/mL antes UFC/mL después
o 62 5,97 <1
Pichia 65 6.05 <1
anomala
68 6,02 <1
62 6,15 <1
Rhodozforula 65 568 <1
rubra aislada
68 5,70 <1
_ 62 5,50 <1
LactobaCIllqs 65 554 <1
paracasei
68 5,55 <1
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6. CONCLUSIONES

Las levaduras y bacterias acido lacticas encontraron en la bebida un medio déptimo para su
prevalencia, adaptdndose a las caracteristicas de la misma; ademéas los miembros del género
Clostridium, por su capacidad de formar esporas, logran mantenerse latentes en el producto
pudiendo significar un riesgo para la bebida. Por otro lado, los microorganismos patdégenos
mostraron una elevada sensibilidad a las caracteristicas de la bebida lo que limitd su permanencia
en la misma. Esta adaptacion de los microorganismos en la matriz de la bebida, permitié su

sensibilizacion en el estudio de su comportamiento en el tiempo.

Las caracteristicas bioquimicas de las levaduras y BAL ensayadas, permiten a estos
microorganismos crecer en ambientes con bajos pH, elevados niveles de azucares y bajos niveles
de oxigeno, como lo significa la bebida a base de malta, alcanzando asi, niveles que implican dafios
organolépticos en el producto. Por otro lado, el pH evita el crecimiento de los Clostridium, pero el
mecanismo de resistencia conocido como esporulacion les permite a éstos mantenerse en el

producto en forma latente.

Rhodotorula rubra, Pichia anomala, Candida quillermondii, Candida peliculosa, Lactobacillus
paracasei y Lactobacillus brevis; mostraron una elevada termorresistencia sobreviviendo los
tratamientos térmicos mas fuerte efectuados debido a mecanismos de repuesta a elevadas
temperaturas, intrinsecos de cada microorganismo, asi como componentes presentes en la bebida

que permitieron su sobrevivencia tras procesos de calentamiento.

Para la formulacion de una metodologia de pasterizacion eficiente se calcularon parametros

cinéticos D, Z y F que permitieron establecer a Rhodotorula rubra aislada de proceso, Pichia
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anomala y Lactobacillus paracasei como los microorganismos blancos a fin de asegurar la inocuidad

y calidad del producto.

El tratamiento de pasteurizacion postulado fue 62°C durante 12 minutos, el mismo se prob6 a nivel
de laboratorio y mostr6 asegurar la estabilidad microbiologia de la bebida a base de malta al eliminar

inéculos de 100 cél/mLy 108 cél/mL.
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7. RECOMENDACIONES

Probar a nivel de planta las condiciones de tiempo y temperatura probadas a nivel de laboratorio
para evaluar el comportamiento del proceso y asegurar asi la estabilidad del producto, previo a su

salida al mercado.

El mayor valor F obtenido (Rodothorula rubra 68°C) permite establecer un tiempo de calentamiento
que lleva a niveles deseables la poblacién microbioldgica, sin embargo, este esta asociado a los
ensayos de retos microbianos en los cuales, no se evidencio por completo el efecto de la matriz (en
concreto, el efecto del didéxido de carbono) por lo que se puede reformular la metodologia usada
para dicho estudio, procurando mantener los niveles de dioxido de carbono por mayor tiempo. Se
sugiere una metodologia alternativa en la que se utilicen botellas tapadas (3 botellas) inoculandolas
probando los mismos niveles de indculo, en un tiempo cero y evaluar el crecimiento en cada una

(5,10, 15 dias; una botella cada 5 dias).

Aumentar el numero de muestras para los ensayos de resistencia térmica para de esta manera

aumentar la sensibilidad del estudio.

Basado en los valores z calculados en este estudio, pueden probarse tratamientos de pasteurizacion

con temperaturas mayores que involucran tiempos de tratamientos mas cortos.
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9. ANEXOS
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Figura 22. Comportamiento de distintas levaduras inoculadas en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de

una poblacién de 0,1 cél/mL.
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Figura 23. Comportamiento de BAL en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de una poblacion de 0,1

cél/mL.
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Figura 24. Comportamiento de BAL en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de una poblacién de 0,01
cél/mL.
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Figura 25. Comportamiento de BAL en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de una poblacién de 10
cél/mL.
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Figura 26. Comportamiento de BAL en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de una poblacion de 100
célimL.
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Figura 27. Comportamiento de BAL en una bebida a base de malta, en el tiempo; partiendo de una poblacion de 1000
cél/mL.
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Figura 28. Resistencia de Rhodotorula mucilaginosa, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.

Log UFC/mL

0 30 90 180 300 420 540 720 900 1080 1200

-1,0

Tiempo (seg)

#62°C w=65°C #68°C - 70°C =72°C

Figura 29. Resistencia de Pichia anomala, sometida a diferentes combinaciones de tiempo y temperatura.
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