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0. PROLOGO

Esta pequefia parto de la obra, la cual casi siempre, por no generalizar,
pasa a ser desapercibida por los lectores, sin tomar en cuenta que es el
punto en donde se le puede conocer al autor de un escrito.

De manera muy psrsonal, quiero, aunque se le parezca raro ya que una
tesis prologada muy raras veces ocurre, aprovechar la oportunidad para
hacer mis comentarios sobre este escrito. Es necesario para mi comentar
que el mundo de la microbiologia en cualquiera de sus derivados, es tan
fascinante que ahora comprendo porque nuestros antiguos maestros
entregaban su vida sumidos en las investigaciones microbiolégicas,
tratando de enconirar explicaciones a los eventos que a simple vista no se
imaginaban y que ocurrian en la vida microscoépica.

Con este razonamiento, nacié una inquietud muy personal:;, Que pasa con
los microorganismos cuando son atacados por agentes nocivos para su
desarrollo?.

Es logico pensar que al igual que todos los organismos vivos se adaptaran o
se defenderan de las condiciones adversas a su desarrollo; pera ;Hasta que
punto suele pasar ésto ?.

El trabajo de investigacion se origind, a rafz de ver, como, a pesar de que
los procesos de fermentaciones alcéholicas cumplian con los requisitos
adecuados de sanidad, de pronto, y sin explicacion alguna, resultaban
brotes de bacterias que se consideraban eliminadas por la accién de los
agentes desinfectantes.

Si se revisa sste trabajo, se llega a la conclusion de que es investigacién
aplicada; de cualquier manera, me siento satisfecho de poder contribuir a
los conocimientos ya eXistentes de las bacterias cerveceras,
principalmente de los Lactobacilius spp y Pediacoccus spp asi como de
Saccharomyces uvarum.

También, a partir de los resultados obtenidos en el trabajo, pude
comprander el porqué de algunos comportamientos microbiolégicos; como
os el caso de la reactivacion de las bacterias al encontrarse en condiciones
faverables de crecimiento, y en consecuencia la facilidad de reproduccion
de las mismas al empezar su etapa de crecimiento logaritmico.

Quizas, aqui me di cuenta de que a pesar de la época en la que estoy
viviendo (1992-1993), yo sigo pensando como en la época de |la generacion
espontanea, al no querer aceptar que los microorganismos por muy
sencillos que éstos sean, se adaptan muy facilmente a las condiciones
adversas de su crecimiento, para poder cumplir con una de las funciones
para las cuales han ido evolucionando a través de los afios, ésto es. la
conservacion de su existencia (Reproduccian).

Gracias a la inquietud de investigacién que nacié en mi respecto a los
microorganismos ya mencionados (Lactobacillus y Pediacoccus), y a los
efectos que se presentan después de que han sido expuestos a la accidn de
agentes bactericidas, he asimilado las interrogantes con las cuales empecé
la investigacién.
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2. RESUMEN

Los niveles muy acidos de pH sobre los microorganismos cerveceros
presentan acciéon bactericida, como se pudo demostrar en los
experimentos realizados en esta investigacion, también se pudo
observar, que los Lactobacillus spp son mas susceptibles a los efectos
desinfectantes del pH acido que los Pediococcus spp, inclusive a las
concentraciones de 16.0X106y 28.0X10° microorganismos por ml,
se pudo establecer una relacién de resistencia a los efectos biocidas
del pH de aproximadamente 0.8 veces mayor en los Pediococcus spp
que en los Lactobacillus spp, sobre todo en los valores de pH de 2.50,
2.75 y 3.00. Es importante hacer notar que en los casos en donde las
cuentas viables fueron muy bajas, la mayoria de las veces se pudo
realizar un analisis de la curva de crecimiento de los
microorganismos en estudio, aunque la fase de adaptacién de esas
cinéticas de crecimiento fué de tres dias.

Para el caso de Saccharomyces uvarum, |la levadura fué capaz de
soportar niveles de pH bajos (2.00-2.25), situacion que le da
posibilidades de sobrevivir a tratamientos drasticos con soluciones de
pH que fluctuen por encima de 2.00.

El efecto del pH acido sobre los microorganismos estudiados, muestra
un comportamiento selectivo, ya que de acuerdo a los resultados
obtenidos, los Lactobacillus spp son destruidos mas rapidamente que
los Pediococcus spp y a la vez, éstos son eliminados mas faciimente
que las levaduras. Se debe de tomar en cuenta que la evaluacién de los
efectos desinfectantes del pH 4cido se realizé por separado para cada
microorganismo en particular, quedando abierta la posibilidad de
evaluar el comportamiento de los microorganismos haciendo una
mezcla entre ellos y posteriormente exponerlos a los efectos del pH
acido.
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3. INTRODUCCION

Anualmente se reportan pérdidas por miles de nuevos pesos en la industria de
fermentaciones alcéholicas, debido a la mala calidad de los productos que elaboran. La
mayoria de las veces es debido a alteraciones producidas por contaminaciones bacterianas
(Dziezack, 1987), las cuales se presentan por un mal manejo de los sistemas de limpieza,
asi como también de los indculos que se producen para usarse en los procesos
fermentativos (Fowell, 1967).

No es deseable que este tipo de pérdidas se presente de manera frecuente, por lo que,
hay interés en las industrias de fermentaciones alcéholicas por encontrar métodos de
sanidad que sean efectivos y que ademas presenten un marco de seguridad para el manejo de
los microorganismos fermentadores (Brian y Stepharopulos, 1986). Anualmente, las
empresas afectadas por pérdidas debidas a la contaminacion microbiolégica de sus
productos, invierten una gran cantidad de dinero en las areas de investigacién y desarrollo,
tratando de mejorar dia con dia la tecnologia de sus procesos sanitarios y la calidad de sus
productos (Frazier, 1973).

En el caso de levaduras, Lactobacillus y Pediococcus estos se encuentran formando
sociedades en las fermentaciones alcdholicas y también en las materias primas que se
utilizan para la elaboracion de los productos (Buchanan y Gibbons 1980).

Si se hace una evaluacion de los microorganismos de manera individual, se vera que
cada uno de ellos tiene un metabolismo propio, quizas muy relacionado en cuanto a
produccion de metabolitos secundarios (acido lactico y diacetilo), aungue también se
pueden presentar diferencias en las nececidades nutricionales para cada género.

Se ha comprabado que los Lactobacillus spp asi como los Pediococcus spp, requieren de
algunos ingredientes especiales para crecer, por ejemplo; acido nicotinico, biotina,
riboflavina y piridoxina, a demas de requerir aminoacidos como fuente de nitrégeno.

Todos estos compuestos son proporcionados a las bacterias por las levaduras que se
utilizan como inoculo en los procesos fermentativos, también el mosto que se utiliza en la
fermentacién, les sirve como fuente de nitrégeno ya que éste lleva una gran cantidad de
aminodacidos.

Ademas, en el caso de la industria cervecera, las condiciones ambientales del proceso
de fermentacion son favorables para su desarrollo (Anaerobiosis, alta concentracion de
fuentes vitaminicas, pH acido).

12



El problema se presenta cuando estos microorganismos se establecen en los procesos
fermentativos como agentes contaminantes, proporcionandole al liquido de fermentacion los
productos de su metabolismo (acido lactico y diacetilo), alterarando el aroma y sabor del

producto final. Se ha encontrado que a concentraciones de 0.14 mg/ml el diacetilo altera la
calidad organoléptica de |a cerveza,

Como los microorganismos lacticos son considerados flora normal de las industrias
cerveceras, es muy dificil que se puedan eliminar de estos procesos, por lo tanto se han
buscado alternativas para mantener bajo control a esos gérmenes, para disminuir la

posibilidad de que se presenten alteraciones en el producto final debido a problemas de
contaminacion bacteriana.

La industria de fermentaciones alcoholicas, destina una parte de su economia a
implementar sistemas de sanidad dentro de su proceso, para tratar de eliminar o controlar
a las bacterias lacticas, tratando de minimizar con esas acciones las pérdidas econémicas
debido principalmente a problemas de contaminacion microbiana.

Para dar un apoyo a los procesos sanitarios aplicados en la industria cervecera, se ha
disefado este proyecto que tiene como finalidad el proporcionar mas informacién acerca del
comportamiento de los Lactobacillus spp, Pediococcus spp y Saccharomyces uvarum,
después de que han sido expuestos a diferentes valores de pH, tiempos de exposicion y
utilizando diferentes concentraciones de microorganismos.



4. ANTECEDENTES

Las fabricas productoras de bebidas alcéholicas como las industrias cerveceras,

deben de mantener sus cultivos de levaduras, libres de agentes contaminantes (Frazier
1973).

Es importante eliminar los microbios indeseables de los inéculos que se usan en las
fermentaciones alcoholicas para que no causen problemas de contaminacién, también es
importante que no se presenten condiciones sanitarias muy pobres en las areas de almacén
de levaduras de inéculo por considerarse uno de los principales foces de infeccién en este
tipo de industrias (Campbell, 1987).

Procedimientos sanitarios poco efectivos, pueden provocar una alta incidencia de

contaminacidn, aumentando la posibilidad de que el producto final tenga problemas de
calidad (Stanton, 1971).

Es muy dificil que se logren condiciones de esterilidad en el proceso fermentativo en
general, pero se puede mantener bajo control a la flora microbiana presente, sin que se
genere alguna alteracién en la calidad de los productos finales (Rainbow, 1975).

Por naturaleza, las fabricas cerveceras pueden mantener un control de los
microorganismos patégenos, debido a que las condiciones ambientales del proceso,
proporciona condiciones de sanidad que no permite el desarrollo de este tipo de microbios,
estas condiciones son: Bajos valores de pH, altas concentraciones de alcohol, valores altos
de CO2 y la precencia de las resinas amargas del lGpulo que actiian como inhibidores del

crecimiento de los microorganismos presentes en el ambiente cervecero (Hough et al,
1971).

Las bacterias que predominan en este tipo de industrias, son microorganismos no
esporulados que contribuyen a |la formacién de una gran variedad de problemas;
principalmente de pH elevado, acetificaciéon, fermentacion incompleta, viscosidad,
arranques lentos en fermentacion, olores y sabores desagradables.

(Hough et al, 1971) Han sugerido que algunas infecciones son directa e
indirectamente responsables de desviaciones de aroma, sabor y turbidez bacteriolégica en
el producto terminado.
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4.1 TIPO DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN LA INDUSTRIA CERVECERA

La flora microbiana presente en la industria cervecera se pusede clasificar en dos
tipos; dependiendo de las caracteristicas tintoriales y morfolégicas de los microorganismos
involucrados, éstos se clasifican en:

4.1.1 Bacterias gram posiltivas:

Bajo este sistema de clasificacién, dentro de estos microbios se encuentran los
géneros Lactobacillus y Pediococcus.

411.1 Lactobacillus

Son microorganismos en forma de baston largo, agrupados a pares o en cadenas
pequenas, no moviles, no esporulados, catalasa negativa, son microaerofilicos, que crecen
muy bien a las condiciones de fermentacion que predominan en el proceso cervecero.
Dentro de su actividad metabdlica se caracterizan por producir &cido lactico, acido acético
y diacetilo, soportan muy bien las condiciones de acidez de la cerveza, inclusive se
reportan cepas que soportan valores de pH cercanos 2.50 (Campbell, 1987).

4.1.1.2 Pedlococcus

Son microorganismos con forma de coco agrupados a pares, por lo general en
tetradas, no tienen motilidad, son gram positivos, catalasa negativa, no esporulados,
microaerofilicos, crecen muy bien bajo las condiciones de fermentacion de la cerveza,
dentro de su metabolismo producen acido lactico y diacetilo. Este microorganismo se
deposita en ¢l fondo de los tanques de fermentacién durante el proceso fermentativo,
manteniendo una relacion estrecha con las levaduras del proceso, soportan ademas las

condiciones de acidez y de altas concentraciones de alcohol, propias del sistema (Hough et
al., 1971).

4.1.2 Bacterlas gram negatlvas:

Dentro de las bacterias gram negativas que forman parte de la flora microbiana de las
industrias cerveceras se encuentran las bactenias acéticas la cual se conforma por dos
tipos de microorgansmos. El género Acetobacter y el género Acetomonas. Este tipo de
microorganismos son bastones cortos no esporulados tienen motilidad positiva, son
aerobios, poseen un metabolismo oxidativo, no crecen bajo las condiciones de fermentacién
de la cerveza, son fragiles al pH acido y a las condicicnes de anaerobiosis del mismo
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proceso, producen acido acético mediante la oxidacién del etanol. Estos microorganismos
suelen presentarse en la etapa de produccion del mosto (Hough et al., 1971).

4121 Zymomonas .

Es un microorganismo gram negativo, no esporulado, tiene motilidad positiva,
microaerofilico, se multiplica rapidamente y crece a un amplio rango de pH. Es muy raro
que se presente en el proceso de producciéon de cerveza, sin embargo la desviacion
metabdlica que produce esta relacionada con la produccién de H,S, no oxida el etanol
(kleyn, 1971).

4.1.2.2 Enterobacteriaceae.

Son bacterias gram negativas, la mayoria de ellas presentan motilidad, las mas
comunes son las coliformas que se caracterizan por crecer rapidamente en el mosto y
producen diferentes alteraciones en el aroma y sabor de la cerveza, son inhibidas en su
crecimiento en el proceso de fermentacion, debido al bajo pH y a la concentracion de etanol
en el medio, desgraciadamente los productos de su metabolismo son muy dificiles de
eliminar de la cerveza, por lo cual es recomendable que no contaminen el mosto, siendo
este, su principal via de contaminacién (Fowell, 1967).

Otros microorganismos como Pectinatus y Hafnia no son considerados dentre de este
contexfo por ser muy raros en el proceso cervecero. Esto no implica, que no se presenten
como focos de infeccion dentro del mismo.

A demas de las bacterias ya mencionadas, el proceso cervecero también esta expuesto
a las contaminaciones por levaduras silvestres y algunos tipos de hongos. Estos agentes
infecciosos de la cerveza no se estudian en este trabajo de investigacion.

El uso repetido de las levaduras de indculo en el proceso, combinado con un mal
manejo sanitario de la misma, incrementa las posibilidades de contaminacién por los
agentes mencionados, si a ésto, se suman malas condiciones sanitarias de la planta, el

resultado serd un producto de baja calidad provocado por las alteraciones de aroma y sabor
en la cerveza terminada.

Como se ha estado mencionando, es muy dificil que las bacterias sean sliminadas en su
fotalidad del proceso, pero es muy necesario que se mantengan bajo control para evitar la
proliferacion de las mismas. Bajo estas condiciones, no habra pérdidas en el proceso debido
a una mala calidad del producto. La manera mas segura de controlar a estos
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microorganismos es manteniendo condiciones optimas de limpieza de las plantas y ésto
dependera de las técnicas de sanidad que se utilizen (Kleyn y Hough, 1971).

4.2 ETAPAS DEL PROCESO CERVECERO SUSCEPTIBLES A CONTAMINACION
MICROBIOLOGICA

Las diferentes etapas del proceso cervecero son susceptibles a contaminaciones

microbiologicas, pero hay algunas areas que estan mas expuestas a las contaminaciones que
otras. Las mas afectadas son:

4.2.1 Mosto

Los tipos de microorganismos que pueden contaminar al mosto con facilidad son las
bacterias coliformes, algunas cepas son termofilicas ya que pueden crecer a 40° C , El
principal foco de infeccion de estos microorganismos es el agua que se utiliza para lavar el
equipo y la que se usa en los sistemas de enfriamiento. La gran capacidad de muitiplicacion
de los microorganismos coliformes los hace sumamente peligrosos para el proceso, y
ademas por su metabolismo muy activo pueden proporcionar desviaciones de aroma y sabor
en la cerveza {(Campbell, 1987).

4.2.2 Levadura de indculo

Se considera el principal punto de entrada de los microorganismos contaminates del
proceso cervecero. Las bacterias que logran establecerse en esta etapa de produccidn,

tienen muchas posibilidades de sobrevivir a los métodos de sanidad aplicados a la levadura
de inéculo {Rainbow, 1975).

Los microorganismos que suelen acompafiar al inéculo cuando estd en malas
condiciones de sanidad son las bacterias lacticas (Lactobacillus y Pediococcus),
Enterobacterias, bacterias acéticas, Pectinatus, Hafnia y Zymomonas.

Todos estos microorganismos tienen la capacidad de proporcionarle a la cerveza
desviaciones aromaticas, que de alguna manera alteran su calidad final (Rainbow, 1966).

Los microorganismos contaminantes de la levadura se introducen a la misma ya sea
por la mala desinfeccion de los tanques de fermentacion, por la exposicion de la levadura al

aire ambiente, o por las malas condiciones de sanidad de los recipientes que la contienen
(Stanton, 1971).
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4.2.3 Fermentacién

Se puede considerar la etapa de fermentacion como un paso de autodepuracion de
contaminantes, ya que aquij, debido a las condiciones ambientales de esta stapa, muchas
bacterias son destruidas a causa del pH acido, altas concentraciones de alcohol, condiciones
de anaerobiosis, las bajas temperaturas normales del proceso, alta actividad metabdlica de

la levadura y a la presencia de las resinas amargas extraidas del lipulo (Saudegren y
Enebo, 1965).

Las bacterias que sobreviven bajo estas condiciones ambientales son los Lactobacillus
y Pediococcus, pudiendo pasar a las siguientes etapas del proceso, proporcionandole al
mismo los desechos de su actividad metabalica.

Las bacterias que se establecen en esta area provienen de la levadura de indculo, o de
los residuos de suciedad dejados después del proceso de desinfeccion en los tanques en donde
se lleva acabo la fermentacién (Eschenbecher, 1968/1969).

4.2.4 Maduracién y acabado

Como son etapas totalmente anaerdbicas, las bacterias que predominan aqui son las
que logran pasar de fermentacion a esta etapa del proceso y también las que pudieron haber

quedado como residuos después de el proceso de limpieza en los tanques donde se deposita la
cerveza (Hough, 1971).

4.3 CONTROL DE INFECCIONES MICROBIANAS EN LA INDUSTRIA CERVECERA

Las contaminaciones en los procesos cerveceros son controladas mediante la
eliminacién de los desechos sdlidos que se encuentran en las areas que estan en contacto con
el liquido fermentado y también con la remocion de los microorganismos causantes del
problema infeccioso. Stanton,1971., establece que la cerveza por si misma elimina a la
mayoria de los microorganismos presentes en el proceso, en un periodo de cinco a siete

dias, pero ésto, no es suficiente para asegurar que se obtendra un producto de buena
calidad.

La manera mas efectiva de prevenir las infecciones bacterianas en el proceso de
elaboracidn de la cerveza, es controlando a los agentes infecciosos mediante un programa
apropiado de limpieza y desinfeccion.

A demas, es importante que los indculos se mantengan en condicicnes Gptimas de

sanidad ya que son las vias principales de contaminacion durante la elaboracién de la
cerveza.
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En los procesos de elaboracidn de cerveza se utilizan técnicas de sanidad que nos
ayudan a mantener bajo control a la mayoria de los microorganismos contaminates que se
involucran en el ambiente de fermentacion, estas técnicas son las que se aplican en la
mayoria de las industrias alimenticias con la finalidad de mantener a los procesos en
optimas condiciones sanitarias.

4.4 METODOS DE LIMPIEZA Y DESINFECCION USADOS EN LA INDUSTRIA
CERVECERA

Hay cinco pasos que se consideran fundamentales para lograr condiciones de sanidad
en las industrias de bebidas.

1.-Lavar para remover los desechos y particulas organicas no adherentes,
humedecer las areas a limpiar, e incrementar la efectividad de los agentes
limpiadores (Detergentes).

2.-Aplicacidon de los detergentes para proporcionar un adherencia mas uniforme

entre el agua y las superficies a lavar y asi facilitar la remocion de los desechos
organicos.

3.-Enjuagar para remover las particulas dispersas y los residuos del detergente
utilizado.

4.-Aplicacién del agente desinfectante para eliminar los microorganismos
residuales.

5.-Enjuagar para eliminar los residuos del agente desinfectante aplicado, antes de
exponsr en las areas desinfectadas al material de produccién.

Las reglas o mélodos sanitarios que se aplican para mantener bajo contro| a los
microorganismos dependerd de los tipos de microbics a tratar y de las nececidades de la
industria de aplicar algunos métodos especificos. En general la industria cervecera utiliza
diferentes técinicas sanitarias dentro del proceso de produccién para lograr condiciones
sanitarias optimas, se pueden citar:
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4.4.1 Métodos térmicos de desinfeccién

Por estos métodos los microorganismos son destruidos mediante el uso de
temperaturas altas. Los métodos mas utilizados son el vapor, uso de agua caliente y
pasteurizacion (Stanton, 1971).

4.4.1.1 Vapor

Se requiere del uso de gran cantidad de energia. Debido a las altas temperaturas
utilizadas en el método, es comun que se presente la formacion de depdsitos organicos, que
facilitan la proteccion de los microorganismos contaminantes y por lo tanto, se requiers de
la aplicacion de temperaturas mas elevadas para lograr su destruccion. (Stanton, 1871).

4.4.1.2 Agua caliente

El método se presta para desinfectar partes de equipo, principalmente aquellas que
son dificiles de tratar por medios mecanicos, como por ejemplo; valvulas, smpaques,
uniones, atemperadores. La temperatura de! agua debe de estar a 800 C, el problema de la

técnica es el control de la temperatura, ya que es muy dificil mantenerla constante (Bailey
et al.,, 1986).

4.4.1.3 Pasteurlzacién

El método se usa en muchas industrias de alimentos para prolongar la vida de anacuel
del producto. En la industria cervecera, es comin que la pasteurizacién se aplique al
producto envasado, con la finalidad de eliminar a las bacterias y/o levaduras que logran
llegar al producto final. La aplicacion de la pasteurizacion implica un gasto muy fuerte
para la industria cervecera par la gran cantidad de energia que necesita el proceso y por el
mantenimiento del equipo. En la actualidad se esta tratando de encontrar nuevas técnicas

que ayuden a mantener por largos periodos en el mercado al producto final (Kleyn y Hough,
1971).

4.4.2 Desinfecelon por medio de radiaclén

El uso de la luz ultravioleta como un método de desinfeccion en la produccién de
bebidas es un poco rutinario; su principal utilidad esta en las plantas tratadoras de agua,
algunas industrias la utilizan para desinfectar superficies que no estan expuestas al aire
ambiente y que son de poco acceso para el personal. Esta tecnologia tiene sus limitantes ya
que no es muy efectiva en superficies muy grandes y su efecto se inactiva muy facilmente
por la presencia de material organico (Stanton, 1971).
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4.4.3 Desinfecciéon por métodos quimicos

Los desinfectantes quimicos disponibles para su uso en la industria de alimentos,
varian en su composicion quimica y actividad, dependiendo de las condiciones de su uso.

Los desinfectantes mas concentrados, son los mas rapidos y efectivos en su accion,

Debido a que los desinfectantes quimicos carecen de la habilidad de penetracién, los

microorganismos que se alojan en las grietas, cavidades y cuarteaduras, no son destruidos
en su totalidad.

La efectividad de los agentes desinfectantes se ve alterada por algunos factores fisicos
y quimicos como son: Tiempo de exposicion, temperatura, concentracion, pH, dureza del
agua, reaccion con compuestos que disminuyen la actividad del agente desinfectante y la
formacion de aglomerados bactenanos.

Dentro de los agentes quimicos utilizados en la industria de bebidas se encuentran:

4.4.3.1 Compuestos clorados

La actividad bactericida de los compuestos clorados se basa en la inhibicién de la
sintesis de proteinas, destruccion de acidos nucléicos, alteracién de la sintesis de
aminoacidos, purinas y pirimidinas (Robinson et al., 1988).

Los comuestos clorados mas utilizados son: Cloro liquido, hipoclorito, cloraminas
inorganicas y didxido de cloro.

4.43.2 Compuestos lodados (lodéforos)

La actividad bactericida de estos compusestos no esta bien establecida, son muy
reactivos a pH écido,

4.4.3.3 Compuestos bromados

Se utilizan en combinacién con ofros compuestos para aumentar su actividad
bactericida.
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4.4.3.4 Sales cuaternarias de amonio

Las sales cuaternarias de amonic son muy penetrantes y humectantes, se utilizan en
la desinfeccion de paredes, pisos ¥ equipo en la industria de bebidas, los mas utilizados son
los detergentes catidonicos (Alkildimetilbencilamonio), este tipo de detergentes no son
utilizados en la industria cervecera.

4.4.3.5 Desinfectantes 4cidos

A bajas concentraciones no son téxicos, pero tienen actividad biolégica. Se combinan

en las etapas de lavado y desinfeccién en los procesos sanitarios de las industrias de
elaboracién de bebidas alcdholicas.

Estos agentes desinfectantes, destruyen a los microorganismos mediante la
penetracion y destruccién de la membrana celular y también por la disociacion de las
moléculas acidas y concecuentemente acidificando el interior de la célula

El tratamiento acido se dosifica, dependiendo del tipo de microorganismo
contaminante, son muy efectivos en superficies de acero inoxidable o en donde los tiempos
de contacto son prolongados. Las bacterias que sobreviven a bajos valores de pH, tiene la

capacidad de prevenir la absorcion de los iones hidrégeno o de expulsarlos tan rapidamente
como son absorbidos.

Los acidos organicos como el acético, lactico, propionico y férmico son los mas
utilizados (Robinson et al., 1988).

El uso de los desinfectantes quimicos en la industria cervecera es de gran utilidad en

las diferentes etapas del proceso, dependiendo de las nececidades sanitarias, se selecciona el
agente a usar.

Para la desinfeccion de la levadura de indculo en el proceso cervecero se recomienda
la utilidad de agentes desinfectantes acidos. En el uso de estos agentes es muy necesario
tener cuidado con las concentraciones, ya que valores de pH muy acido, pueden alterar las

caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas y fermentativas de la levadura, e inclusive
destruirla por completo.
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4.5 DETERGENTES UTLIZADOS EN LAS TECNICAS SANITARIAS DE LAS
INDUSTRIAS CERVECERAS

Son diversos los detergentes utilizados en la industria de bebidas, la principal
funcién de éstos es; disminuir la tension superficial del agua sobre las dreas a lavar, para
poner en suspension el material sélido insoluble compuesto en su mayoria por materia
organica residual, Una vez puesto en solucion el material, éste se elimina por medio de
flujo de agua

Para completar el proceso de sanidad, se adiciona el agente desinfectante seleccionado

para destruir los microorganismos residuales que fueron expuestos por el detergente
utilizado.

Los detergentes se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas en:

4.5.1 Detergentes alcalinos

El termino pH, frecuentemente su usa en la ingenieria sanitaria para describir la
naturaleza de las soluciones de limpieza o detergentes. Si el pH es una medicion logaritmica
de la concentracidon de los iones hidrégeno, a los valores de 7 a 14 se clasifica al detergente
como alcalino; a pH de 7 a 0 es un detergente acido (Stanton, 1971).

De acuerdo a esta referencia, los detergentes alcalinos se subclasifican en:

4.5.1.1 Detergentes fuertemente alcalinos

Tienen un fuerte poder de disolucion, son muy corrosivos, producen quemaduras y
ulceraciones en la piel, son altamente corrosivos, un contacto prolongado puede destruir
los tejidos. Al mezclarse estos compuestos con el agua se produce una reaccion altamente
exotérmica. Los mas comunes son el Hidréxido de sodio vy los silicatos.

4.5.1.2 Detergentes alcallnos fuertes

Tienen un moderado poder de disolucion, no son corrosivos, los ingredientes activos
de este tipo de agentes son; Metasilicatos, metafosfatos, pirofosfatos etc.
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4.5.1.3 Detergentes alcalinos moderados

Por lo general se encuentran en solucién, los més utilizados son; Carbonato de sodio,
sesquicarbonato de sodio, pirofosfato de tetrasodio etc,

452 Agentes de limpieza é&clidos (Detergentes)

Son muy efectivos para remover depdsitos de sales minerales que son el resultado del
uso de detergentes alcalinos. Al igual que los detergentes alcalinos se clasifican de acuerdo a
su poder de disolucion.

4.5.2.1 Agentes fuertemente &clidos

Son muy corrosivos al concreto y los metales, son utilizados para eliminar
formaciones de sales minerales y de compuestos organicos, los mas utilizades son; acido
clorhidrico, acido fluorhidrico, sulthidrico y fosférico.

4.5.2.2 Agentes moderadamente 4cidos

Tienen moderada actividad corrosiva, son alergénicos; ejemplo de éstas son el acido
lebulinico, hidroxiacetico y acida gluconico.

El tipo de residuo sdlido a eliminar, determinara que agente de limpieza debe de ser
utilizado. Para remover los desechos sélidos se recomienda el uso de los detergentes
fuertemente alcalinos.

4.6 CONCEPTOS GENERALES DEL CONTROL SANITARIO DE LAS INDUSTRIAS
ALIMENTARIAS

4.6.1 Generalidades sanitarlas en la Industria cervecera

Las técnicas sanitarias a utilizar en el proceso cervecero, dependera de las
caracteristicas que presenten los desechos sélidos a seliminhar. Si hay problemas de
contaminacién microbiolégica, se debe de tomar en consideracion al agente contaminate,
para seleccionar el método de desinfeccion mas adecuado.
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En la limpieza de las supserficies, como las paredes, piscs, interiores de tanques,
sistemas de bombeo y lineas rigidas, se recomienda el uso de los detergentes fuertemente
alcalinos por la facilidad que tienen de remover los sélidos organicos y de disminuir las
cargas microbianas que se encuentran presentes en las superficies a lavar. Si las
condiciones sanitarias del proceso son muy malas, se debe de incrementar la concentracion
del agente dispersante, para facilitar la actividad biocida de la técnica desinfectante
seleccionada para eliminar los microorganismos (Santon, 1971).

Los agentes desinfectantes mas empleados para hacer la sanitizacion de supetrficies
tanto de pisos, paredes asi como de tanques y materia prima son los derivados de cloro,
compuestos ioddforos, sales cuaternarias de amonio y los agentes Aacidos. Las

concentraciones utilizadas varian dependiendo de las condiciones sanitarias de la planta
(Robinson et al., 1988).

Como se ha comentado anteriormente, el uso de temperaturas altas en sus diferentes
técnicas y de la luz ultravioleta, queda muy restingido a situaciones especiales del proceso,
por ejemplo; La pasteurizacion del producto terminado, el uso de vapor para lavado y
sanidad de tanques de fermentacién, aplicacion de luz ultravioleta para disminuir cargas
microbianas principalmente en las dareas de fermentacion y almacén del inéculo.

El proceso cervecero es un medio propicio para el desarrollo de microorganismos
debido a la presencia de una gran cantidad de nutrientes como carbohidratos, aminoécidos,

micronutrientes, que son esenciales para el crecimiento de una gran variedad de
microbios.

Sin embargo, el ambiente propiciado por la misma fermentacién, disminuye el
nimero de microbios que pueden infectar a la cerveza, ademds, manteniendo buenas

condiciones de sanidad, es factible que se logre controlar la capacidad infectiva de todos
ellos.

Es importante que al momento de disefiar un método de sanidad para su aplicacién en
la industria alimentaria, se tome en cuenta la respuesta que pueden presentar los

microbios a dichos tratamientos, ya que de ello dependera el exito de la técnica utilizada
{Robinson, 1972).

El control microbiolégico que se realiza en la industria cervecera, incluys, todas las
materias primas, instalaciones internas y externas de la fabrica, manteniendo un

primordial interés en la parte central del proceso como lo es el area de produccion
(Rainbow, 1975).
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Pese a todos los sistemas sanitarios aplicados en el proceso, hay microorganismos
como los Lactobacillus y Pediococcus que son muy dificiles de eliminar y que se adaptan
muy bien al mismo. Si este tipo de micrcorganismos logran establecerse principalmente en
la etapa de fermentacion y en la levadura de inoculo, podran multiplicarse de tal manera,
que los compuesios derivados de su metabolismo, le proporcionaran al producto terminado
alteraciones de aroma y sabor (Campbell, 1987).

No hay una explicacién del porque estas bacterias, sobreviven mejor en los procesos
de fermentacion tipo lager, las cuales son mas afectadas por este tipo de contaminantes gque
las fermentaciones tipo ale, a pesar de estas caracteristicas mencionadas, las bacterias
lacticas pueden producir problemas de contaminacién en los diferentes procesos de
produccién de cerveza. Los principales productos del metabelismo de estos
microorganismos son acido lactico y diacetilo, compuestos que en concentraciones de 0.14
mg / L le proporcionan a la cerveza aroma y sabor diferente a los deseados (Hough, 1971).

Como ya se habia mencionado, Campbell, 1987., reporta que las principales vias de
infeccion en el proceso cervecero son el area de fermentacion y la levadura de indculo. Los
procedimientos de sanidad aplicados en estas areas son mas estrictos que en otras pantes del
proceso, para tratar de mantener bajo control a los agentes contaminates.

Para el saneamiento de la levadura de inéculo (Fowell, 1967), recomienda
diferentes métodos de desinfeccion entre los que estan; el uso de desinfectantes dcidos come
los acidos tartarico, propionico, lactico que son acidos organicos, © el uso de acidos
inorganicos diluidos, como el acido sulfirico, clorhidrico o fosférico.

La finalidad de uso de los agentes acidos es de eliminar los microorganismos
contaminates por la accién del pH acido tratando de no alterar las cualidades fisiologicas de
la levadura. Los valores promedio de pH utilizados en la actualidad para desinfectar los
inéeulos fluctiian alrededor de 3.20. Los tiempos de exposicion a la actividad bactericida
del pH varian dependiendo de las necesidades. Un rango establecido es de 2 a 3 horas.

Otros métodos aplicados para la sanidad de las levaduras son ; Agua caliente a una
temperatura de 50° C, el tiempo de exposicién dependera de la carga bacteriana del indculo.
Las sales cuaternarias de amonio y sulfitos también son utilizados y su concentracién
dependera de la carga bacteriana existente. El valor promedio de la concentraciéon es de 35
mg/litro (Stanton, 1971).
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La desinfeccidén de las superficies que estan en contacto con la cerveza se puede
realizar con diferentes agentes quimicos, entre ellos se puede mencionar a los compuestos
clorados, iodéforos, acidos y compuestos bromados.

El presente trabajo de investigacion, pretende cubrir un aspecto muy importante en
los procesos de fermentaciones alcéholicas; éste es, el efecto que se presenta sobre la
cinética de crecimiento de los microorganismos que son expuestos a la accién de agentes
desinfectantes acidos.

Para realizar los métodos de investigacion que se han propuesto, es hecesario que se
conozcan aspectos tan importantes de los microorganismaos cerveceros como son: fisiologia
y bioquimica, habitat, condiciones dptimas de crecimiento en un medio de cultivo
determinado, morfologia, etc. A continuacion se describen algunas caracteristicas de los
organismos involucrados en el estudio y ademas se presentan algunas relaciones de estos

gérmenes con algunos tipos de alimentos y las diferentes clases de alteraciones que pueden
provocar eh los mismos.

Saccharomyces uvarum, Lactobaciflus spp y Pediococcus spp, Se caracterizan por
tener propiedades bioquimicas y fisiolégicas en comin; son anaerobios facultativos
(Buchanan y Gibbons, 1980), crecen a valores de pH muy similares, alguncs de ellos,
como las levaduras, proporciona a los otros microorganismos, cofactores enzimaticos que
son necesarios para su crecimiento (Kuines et. al., 1991), ésta es una de las principales

razones por las cuales dichos microorganismos muchas veces se les encuentra en sociedad
{(Kennes et al., 1991).

4.6.2 Generalldades sanitarias en otros tipos de alimentos

En las industrias de fermentacion alcoholica, industria lactea, en los almacenes de
granos de cereales y en otros procesos de elaboracion de alimentos, con frecuencia se
pueden ver relaciones de asociacion de organismos (Frasier, 1973), algunos de ellos
tienen efectos beneficioso para el proceso requerido, como en la fermentaciéon de la salsa
soja, salsa tamari, miso etc., en los cuales se necesita de la actividad de bacterias lacticas y
de una fermentacion alcoholica por S, rouxi., para proporcionar las caracteristicas
organolepticas al producto (Frazier, 1973).

Pero ofros en alguna etapa del proceso no son deseables, ya que pueden generar
alteraciones en los productos finales y ala vez modificar la calidad de los mismos.Esto suele
pasar en las fermentaciones alcéholicas, elaboracion de quesos, y en algunos productos
lacteos. Los tipos de microorganismos mas frecuentemente encontrados en estos procesos

son: Bacterias lacticas, levaduras, Bacillus, hongos y bacterias mesofilicas (Benjamin et
al., 1964).
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En la elaboracién del vino, cerveza, yogur, en la fabrica de quesos, mantequilla, y en
la elaboracion de otros tipos de alimentos; la relacion que hay entre algunos
microorganismos es tan estrecha que la mayoria de las veces, es muy dificil separarlos de

manera individual de los sistemas en los cuales estan involucrados (Deaschel et al.,
1988).

La necesidad de que las fermentaciones se realicen la mayoria de las veces con el
dominio de alguno de los microorganismos de interés, es principalmente para mantener las
caracteristicas organolépticas de los productos (Tsau et al, 1992). La proliferacién de
microorganismos no deseados dentro de un proceso, altera las cualidades de un producto
alimenticio como son: aroma, sabor, apariencia, textura, etc., (Tseng et al., 1991).

Debido a |la problematica que se presenta para los procesos de fermentaciones
industriales, de crear sistemas que permitan el desarrollo de cierto microorganismo en
sus reactores, se sugieren algunas técnicas, que puedan ser utiles, y que por lo tanto
permitan solo el crecimiento del microorganismo de interés. Dentro de éstas se han
mencionado: La aplicacion de luz ultravioleta, el uso de antibidticos, altas temperaturas,

sistemas de filtracion etc. La caracteristica de estos métodos es que no son selectivos
(Quintero, 1990).

Modificaciones a las concentraciones de iones hidrégeno en sistemas biolégicos
cambian el comportamiento del mismo, asi como también el nimero de microorganismos
(Bailey y Ollis, 1986, Bobillo y Marshal, 1992). Tomando en consideracién, que los
microorganismos son un conjuntc multiple de enzimas, a las cuales los cambios de pH les
provoca una alteraciéon de la actividad y si éstos son muy drasticos, se presenta una

pérdida completa de sus funciones biolégicas, como consecuencia de la pérdida de actividad
enzimatica (Cholele y Keller, 1990).

Este efecto es debido a la pérdida de las estructuras secundarias y terciarias de estos
compuestos.

Una alteracién en las enzimas de los microorganismos, produce cambios en la cinética
de crecimiento por lo tanto, cuando estos cambios se presentan en un sistema en donde se
tiene diferentes géneros de bacterias y de levaduras, predominaran aquellos que estan mas
preparados para resistir los efectos de los iones hidrégeno (Tseng, 1991).

Los aminoacidos que constituyen las proteinas tienen la capacidad de amortiguar a los
iones hidrogeno, ésto trae como consecuencia que, entre mayor sea sl nlimero de proteinas

que se agrupen dentro de un organismo, mayor sera su resistencia a los efectos del pH
(Giruad et al., 1991).
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Asi como las enzimas tienen grupos reactivos para con los iones hidrégeno, hay otros

componentes dentro de los sistemas vivos que tiene la capacidad de reaccionar y/o
neutralizar los efectos del pH acido.

Por ejemplo los compuetos nitrogenados como la urea, los nucledtidos, purinas y
pinmidinas etc. asi como también algunos metabolitos que se producen durante la actividad
bioquimica de los microorganismos (Laidler y Bunting, 1973).

Otra informacién que también se tomd en cuenta para la elaboracién del proyecto, es
la manera tipica de agrupacion de los diferentes organismos, esta formacién que es
caracteristica de las diferentes clases de microorganismos que se conocen, permite que la
difusidn de los idnes hidrégenos hacia el interior de las células, sea mayor en un tipo de
microorganismos que en otros, asi algunos organismos presentaran en un menor tiempo los
efectos del pH acido que otros (Alan, 1989).

Las agrupaciones mas tipicas conocidas son: cadenas largas, cadenas cortas, a pares,

asilados, en racimos, en tetradas, forma micelial, en pseudomicelio, etc, (Buchanan y
Gibbons, 1980).

Ademas también es importante saber que la morfologia de los organismos puede tener
alguna influencia para amortiguar los efectos adversos del ambiente sobre su crecimiento.
Ejemplos de éstas son: forma bacilar, coco, cocobacilar, para el caso de las bacterias es lo
mas comtn. Para las |levaduras se les encuentra de morfologia esférica, ovalada, en forma
de puro, formando pseudomicelio, etc. (Prescott y Dunn, 1962).

Dependiendo de las concentraciones de H*, predoeminara, algdn tipo de
microorganismo (Bobillo y Marshal 1992., Pirt, 1975).

En la industria de alimentos, asi como en la de fermentaciones alcdholicas, los métodos
tradicionales de sanidad, muchas veces no son suficientes para eliminar contaminates
microbianos, por lo tanto no cumplen con la funcion para la cual se han disefiando.

Por otro lado la mayoria de las veces se requiere de procesos que solo afecten a cierto

tipo de organismos, y los métodos tradicionales no aseguran lo anterior (Bailey y Oills,
1986).

Si se establece una técnica adecuada para evaluar el efecto del pH sobre la cinética de
crecimiento de los microorganismos, es posible que se resuelvan algunos problemas que
son comunes para la industria de fermentaciones alcéholicas.

29



Consiguiendo algunas ventajas sobre los métodos tradicionales; Por ejemplo, ser mas
selectivos en el proceso de inhibicidn del crecimiento de organismos, producir menos dafios

en los organismos de interés, no alterar las cualidades organolépticas del producto final
(Frazier, 1973).

5. HIPOTESIS

El efecto que presentaran las modificaciones de pH, sobre el crecimiento de los
microorganismos en estudio, sera menor en levaduras, que el que se presente sobre los
Lactobacillus spp y los Pediococcus spp.

Los tiempos de exposicién a los cuales se someteran los microorganismos seran mas
efectivos a la Inhibicion del crecimiento, en aquellos en el que el contacto con las
soluciones acidas sea més prolongado y con los valores de pH més bajos. Se espera una

respuesta selectiva de la accién del pH sobre la cinética de crecimiento de levaduras,
Lactobaciflus spp y Pediococcus spp.

6. OBJETIVOS

l.- Aislar, conservar y clasificar Lactobacillus spp y Pediococcus spp, a partir de

muestras de fermentacién, maduracién y levadura de cosecha, tomadas del proceso
cervecero.

2.- Elaboracién de curvas de crecimiento estandar de Lactobacillus spp, de Pediococcus
spp y de Saccharomyces uvarum.

3.- Evaluacion de la cinética de crecimiento de las cepas en estudio después de ser
expuestas a los diferentes valores de pH.

4.- Evaluacién cuantitativa de los efectos bactericidas de los diferentes valores de pH
sobre los microorganismos en estudio.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 DISENO DEI EXPERIMENTO

El disefic del experimento se basa en la designacion de muestras por medio de
muestreo aleatorio.

7.1.1 Muestras de pH

Se tomaron valores de 2.00 a 3.00 con incrementas de 0.25; los valores arriba de
3.25 se descartan ya que a valores mayores que este pH no se presenta efecto de inhibicion
sobre los microorganismos a estudiar, el valor de 3.25 fué descartado por medio de
muestreo aleatorio.

Los valores abajo de 1.75, se descartaron ya que a estos niveles de pH el efacto
bactericida es de un cien por ciento sobre los microorganismos en estudio, el valor de pH
igual a 1.75 también se descarta por muestreo aleatorio.

7.1.2 Selecclén del tiempo de exposicion

La mayoria de los agentes desinfectantes y métodos de desinfeccicn en la industria
cervecera, se presentan con tiempos maximo de exposicion al agente desinfectante de tres
horas. En el disefio de este experimento se tomé aste dato como tiempo maximo de
exposicion a los efectos del pH.

La seleccién de los tiempaos intermedios de exposicién entre 0 y 3 horas, se realizo
en este caso, por medio de muestreo aleatorio. Se tomé el rango de 30 minutos como limite
entre exposicién y exposicion, hasta llegar a las tres horas para evaluar el efecto del pH
sobre los microorganismos en estudio. Los otros valores de tiempo intermedic que se
estimaron en la evaluacion aleatoria fuerén: 15, 45 y 60 minutos.

7.1.3 Concentracién de microorganismos

El método de seleccién del niimero de microorganismos por mililitro de muestra a
evaluar a los efectos del pH, se efectué por medio de muestreo aleatorio, aquf se tomé en
cuenta la concentracién de los indculos utilizados en las diferentes industrias de bebidas
alcéholicas (4 a 30 millones de levaduras/ml), y también las concentraciones de
microorganismos que se pueden presentar como contaminantes en los diferentes procesos,
los cuales pueden variar desde 0 a 10° bacterias por mililitro de muestra.
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Los numeros aleatorios evaluados para el disefio del experimento son de 0.1 a 32
millones, con subdivisiones de 0.1 en el rango de 0.1 a 0.9; de 1.0 en el rango de 1.0 a
9.0, y de 1.0 en el rango de 10 a 32 millones. Asi en el proceso aleatorio de muestreo se
obtuvieron los siguientes nimeros para ser considerados como concentracion de
microorganismos por mililitro a ser expuestas a los efectos bactericidas del pH.

400 mil, 4.0, 16.0 y 28.0 mlllones de microorganismos/ml
7.2 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

7.2.1 Medlo de cultivo para levadura (YMA)

Se compone de los siguientes ingredientes; Extracto de levadura 3.0 g, Extracto de
malta 3.0 g, Peptona de carne 5.0 g, Glucosa anhidra 60 g y agar bacteriologico 20 g se es
necesario. Todos los ingredientes se calcularon para un litro de agua destilada. Este medio

se esterilizé a 15 Ibs de presién por 15 minutos. Los ingredientes que componen al medio
fueron de marca Bioxon.

7.2.2 Medio de cultivo para Lactobacllius (UBA)

El medio esta constituido por los siguientes ingredientes: Extracto de levadura 6.1 g,
Dextrosa anhidra 16.1 g, Leche peptonizada 15 g, Cerveza pasteurizada 250 ml, Jugo de
tomate 12.1 g, Fosfato dipotasico 0.31 g, Fosfato monopotasico 0.31 g, Sulfato de magnesio
0.12 g, Cloruro de sodio 0.006 g, Sulfato ferroso 0.006 g, Sulfato de manganeso 0.006 g,
Agar bacteriolégico 12 g, si se requiere. El medio fué aforado a 1000 mls. con agua
destilada. Se esterilizé a 15 Ibs de presién por 15 minutos. El pH final del medio de cultivo

debe de ser de 6.1 a 6.5 a temperatura de 25° C. Los ingredientes del medio fueron de la
marca Bioxon.

7.2.3 Medio de cultivo para Pediococcus

El medio de cultivo se compone de los siguientes ingredientes: Extracto de levadura
7.5 g, Leche peptonizada 7.5 g, Glucosa anhidra 7.5 g, Fosfato monopotasico 2.0 g, jugo de
tomate 100 ml, Tween 80 0.1 g, L-Cisteina-HCI 1.0 g, si es necesario se le adiciona 20 g
de agar. El medio se aforé a 1000 mis con agua destilada y se esterilizé a 15 Ibs de presidn
por 15 minutos. El pH final del medic es de 5.1 a 5.33 a temperatura de 25° C. Los
ingredientes que componen al medio fueron de la marca Bioxon.
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7.3 OBTENCION DE MICROORGANISMOS

7.3.1 Saccharomyces uvarum

La cepa Saccharomyces uvarum es originaria de los laboratorios Jorgensen de
Dinamarca. Esta cepa se conservo en tubos con agar inclinado, haciendo resiembra de la
misma cada mes en el medio de cultivo YMA (Difco Manual, 1992), y después se puso en
refrigeracion, hasta que se terminaron las pruebas de evaluacion.

Las resiembras se hicieron en un nimero de tubos tal, que se fueron tomando del
refrigerador cada vez que se fué requiriendo durante la prueba.

Las levaduras antes de pasar a las pruebas debieron de ser analizadas
microbiolégicamente para descartar una posible contaminacion por hongos y bacterias.

7.3.2 Lactobacillus spp

Estos microorganismos fueron aislados de las diferentes etapas del proceso cervecero
(Levadura de inoculo, Fermentacion, Area de maduracon etc.), utilizando la siembra en
placa por agitacion, el medio de cultivo utilizado para este fin fué el Universal Beer Agar
(UBA); este medio, cumple con los requisitos nutricionales necesarios para que se
desarrollen bien los Lactobacillus spp .

Para los fines de la investigacién, no es necesario que se conozca la especie de |as
bacterias, ya que se considera que el efecto de inhibicion del crecimiento que presenta el

pH sobre estos micrcorganismos, en geheral es el mismo para todas las especies (Gilliland
y Rich, 1990).

La metodologia utilizada para llegar al género de la bacteria, se basé en la selectividad
del medio de cultivo UBA (Difco Manual, 1992), el cual debido a su composicién quimica
permite el crecimiento de las bacterias lacticas, entre ellas al los Lactobacillus, los que se

distinguen por crecer en este medio de cultivo con las siguientes caracteristicas
morfolégicas de las colonias.

Las colonias de Lactobacillus son blancas, pequeias y himedas. Para confirmar el
género de la bacteria, a partir de las colonias tipicas, se tomaron muestras para hacer
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frotis y tefilo con la técnica gram, al analizarlo al microscépio de campo claro, se
observaron bastones largos gram positivos agrupados en cadenas cortas.

Por microscopia de contraste de fase en las preparaciones frescas se observaron
bacterias con forma de baston largo, agrupados a pares y en cadenas cortas siendo ésta la
morfologia tipica del género Lactobacillus. Se hizo también la prueba de la catalasa con las
colonias tipicas de la bacteria, resultando negativa para los Lactobacillus (Rose, 1985).
Se aislaron tres cepas de este género de microorganismos.

El método de conservacion de esta bacteria fué el de tubos con medio de cultivo UBA
inclinado, con su respectiva siembra por estria en superficie y almacenandose en
refrigeracén a temperatura de 4° G, El proceso se repitié cada siete dias. Las cepas fueron
revisadas antes de su uso, para descartar posibles fuentes de contaminacion externa.

7.3.3 Pediococcus spp

Los Pediococcus spp al igual que los Lactobacilius spp, fueron aislados del proceso
cervecero en sus diferentes etapas ya descritas. El medio de cultivo que se utilizé para los
procesos de aislamiento se le conoce como medio de cultivo para Pedioccoccus (American
Type Cuiture Colection Handbook of Bacteriology 1992).

Para efectos de la investigacion, también en este caso, no fué necesario que se
conociera la especie de estas bacterias, ya que la accién del pH sobre los microorganismos
es el mismo para toda la familia {(Visuri y Kirsop, 1970).

Se aislaron tres cepas de Pediococcus spp , los cuales se diferenciaron en el medio de
cultivo por las caracteristicas de las colonias que crecieron en el mismo: colonias grandes ,
en forma de disco, color blanco, humedas y brillantes. Se prepararon frotis para realizar
las observaciones al microscopio; en la tincién de gram, se observaron cocos agrupados a
pares y en tetradas, gram positivos; en la microscopia de contraste de fase y campo oscuro
se confirmé la morfologia del microorganismo, |a prueba de la catalasa didé negativa. La
técnica de aislamiento aplicada, fué la de siembra en placa por agitacion y de ahi se
seleccionaron las colonias, para posteriormente ser analizadas.

La conservacion de las cepas se realizé en tubos con medio de cultivo para
Pediococcus con agar (agar inclinado), la siembra se hizo en la superficie del medio de
cultivo, posterior al periodo de la incubacién, estas cepas se guardaron en refrigeracion a
no mas de 4% C, con su respectiva resiembrs cada siete dias.

La cepas de Pediococcus spp, antes de su uso, se analizé microbiolégicamente para
descartar contaminacién externa.
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7.4 CINETICA DE CRECIMIENTO

Lactobacillus spp Yy Pediococcus spp: Se puede presentar la dificultad de conteo de
colonias si se utiliza el método de cuenta viable para este fin, por lo tanto se procedié a
elaborar una curva de calibracion, la cual nos ayudé a obtener numeros de bacterias por
ml. La curva se elabord de acuerdo al nefelometro de Mc Farland, Las lecturas de turbidez
se realizaron en un espectofotometro Varian modelo DMS 80 uv-vis, seleccionando una
longitiid de onda de 550 nm. (Feod and Drug Administration Bureau of Foods 1978).

En la elaboracion de la curva de crecimiento para la levadura, la metodologia fué
diferente ya gue aqui, se hicieron lecturas del numero de células al microscopio utilizando
una camara de neubauer (PROPPER LUMICYTE), la cual esta ajustada en su volumen para
obtener datos del niimero de células por ml. Para realizar el conteo de células, se utilizé un
microscopio de campo claro (Zeiss mod. 473415-9901), utilizando el objetivo seco de
40X. Se hicieron diluciones 1:10 en solucién salina al 0.85% a partir de las muestras,
cada vez que se requirio (Lynch et al., 1969).

7.5 PREPARACION DEL NEFELOMETRO DE Mc FARLAND

El nefelometro se elabord de acuerdo al a siguiente tabla, haciendose lecturas a 550
nm en un espectrofotémetro VARIAN mod. DMS80 UV-Visible.

Namero de tubo| ml| de BaClgz al ml de HaSO4 al Numero de
1% 1% Bacterias por ml

X 108
1 1 99 3.00
2 2 98 6.00
3 3 97 9.00
4 4 96 12.00
5 5 95 16.00
6 6 94 18.00
7 7 93 21.00
8 8 92 24.00
9 9 91 27.00
10 10 90 30.00

Los reactivas que se utilizaron para la elaboracion de la curva son grado analitico.



7.6 PREPARACION DE MATERIAL Y DE REACTIVOS PARA LA PRUEBA

El material que se utilizé en la evaluacién de los efectos del pH sobre el crecimiento de
los microorganismos se compone principalmente de cajas de peftri, matraces erlenmeyer
de 125 ml, de 500 mls y de 1000 mls, pipetas serolégicas de 1.0, 5.0 y 10 mls, tubos de
ensayo de 18 x 150 mm, cubre objetos, portaobjetos.

Todo el material de vidrio al igual que los medios de cultivo, solucién salina al 0.85

%, se esterilizé a 15 libras de presién por 15 minutos en una autoclave (MARKET
FORGET mod. Sterilmatic).

Las soluciones de pH con sus diferentes valores se prepararon con acido fosférico
concentrado grado alimenticio, y se esterilizo por filtracion a traves de membrana
millipore con un tamafio de poro de 0.45 micrometros. El pH de las solucicnes se confirmé

en un potenciémetro (CORNING mod. pHmeter 125). Los valores obtenidos son 2.00, 2.25,
2.50, 2.75, y 3.00.

7.7 METODO

Las cepas de microotganismos a evaluar se reactivaron en sus respectivos medios de
cultivo; en el caso de los Lactobaciflus spp y Pediococcus spp , se utilizaron cultivos con
una edad de 24 horas, a partir de la muestra original se hicieron diluciones 1:10 en
solucion salina estéril para obtener el nimero de bacterias deseadas en la prueba.

Para la levadura, se realizaron una setie de propagaciones, hasta obtener un volumen
suficiente de muestra para hacer los anélisis; al igual que las bacterias, también se le
hicieron diluciones 1:10 hasta obtener el nimero de microorganismos deseados.

La concentracion de microorganismos a evaluar fué disefiada por medio de muestreo
aleatorio, siendo los resultados seleccionados los siguientes.

0.4, 4.0, 16.0, 28.0 millones de microorganismos por mililitro

De las muestras activadas, se hicieron una serie de tres |avados con solucion salina
estéril, centrifugar en cada lavado en una centrifuga (CLAY ADAMS mod. Dynac Il). A 3000
rpm por 15 min., a partir de aqui, se hicieron las diluciones necesarias para llegar al
nimero de microorganismos deseado.
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7.7.1 EXPOSICION DE LOS MICROORGANISMOS A LOS EFECTOS DEL pH

Para evitar contaminaciones del ambiente, las pruebas se realizaron en una campana
de flujo laminar (STERIL GARD HOOD). En matraces erlenmeyer de 125 ml se colocaron
las soluciones con los diferentes valores de pH en un volumen de 50 ml, a estas soluciones
se afadieron los microorganismos en sus respectivas concentraciones y se les midié el
tiempo de exposicion ( 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos ).

Después de cada tiempo establecido, se tomaron muestras de los matraces que

contenian a los microorganismos expuestos a los efectos del pH, para realizar los
siguientes analisis:

a) Siembra en placa para hacer una cuenta viable del nimero de micrcorganismos

que permanecieron viables después de la exposicién a los efectos del pH a los diferentes
tiempos establecidos.

Se tomé un mililitro de la muestra, se hicieron diluciones 101, 102, etc,, y se
colocé un mililitro de la dilucién en una caja de petri estéril, se le afadié el medio de
cultive correspondiente a una temperatura de 45 grados centigrados aprox., se mezcldé por
agitacion y se dejo solidificar. Después se llevé a periodo de incubacion en una incubadora
(FELIZA mod. 1027), por 72 horas a temperatura de 35 grados centigrados,
posteriormente se hicieron lecturas del nimero de colonias en un DARKFIELD QUEBEC

COLONY COUNTER mod. RE-3215., al final se report6 el numero de microorganismas por
mililitro de muestra.

b) Se tomé un mililitro de las muestras expuestas a los efectos del pH, se inocul6 en
los medios de cultivos liquidos de cada microorganismo a evaluar, para posteriormente
sequir la cinética de crecimiento de los mismos.

La prueba se realizé en tubos de ensayo de 18 x 150 mm con tapdn de rosca, este
recipiente contenia 15 mililiros de medio de cultivo liquido estéril, al cual se le adicioné
el volumen de muestra a analizar, y posteriormenete se llevd a incubacion a una
temperatura de 35 grados centigrados en una incubadora (FELIZA mod. 1027). Para el caso
de Lactobaciilus spp y Pediococcus spp , se tomaron muestras cada doce horas y se
realizaron lecturas al espectrofotémetro a una longitud de onda de 550 nm.
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La levadura se analizé cada veinticuatro horas y las lecturas se hicieron en la cdmara
de Neubauer. Se tomé un mililitro de muestra, se hicieron diluciones necesarias, se coloco
un pequeno volumen de muestra en la camara (0.00025 mm cubico), y se realizé el conteo
al microscopio de campo claro (ZEISS mod. 473415-3901)., con el objetivo de 40 X.

En el caso de las muestras con diluciones, se tomé el factor de dilucién en cuenta para
hacer los calculos (por norma general se hace dilucién 1:10, y el nimero de céluas por
mililitro de muestra, se obtuvo al dividir el dato entre dos), si el conteo fué directo de la
muestra se multiplicd el dato por cincuenta mil y se obtuvo el nimero de levaduras por
mililitro de muestra, El area de la camara de Neubauer que se utilizé para los conteos de
levaduras en este caso fué de 80/400 mm2, haciendo los calculos correspondientes, se
obtuvieron los factores constantes para realizar las determinacién del nimero de células
por mililitro de muestra (2 y 50,000)., (M, J. Lynch et. al., 1969).



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 RESULTADOS DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE LOS
MICROORGANISMOS EN ESTUDIO

Se reportan las cinéticas de crecimiento estandar obtenidas para Saccharomyces
uvarum , Lactobacillus spp y Pediococcus spp, asi como la curva rs calibracidn que se
preparé con la ayuda del nefeldmetro, para obtener el nimero de bacterias totales por
mililitro de muestra.

2,0 1
1,8
1,6
1,4 4
1,2 1

1,0 +

Absorbanclia

0,6

0,0 07T rTr T T TrT——T 71"
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Bacterias / ml & 18°

Figura No 1 Curva de calibracidn para determinar turbidez o el nimero de
microorganismos/ml para Pediococcus spp y Lactobaciflus spp.
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Figura No 2 Curva de crecimiento deSaccharomyces uvarum en la cual se
calcularon Td = 18.45 hrs., Fase de adaptacién de 24 hrs, y una tasa

de crecimlento ( p ) de 0.0346.
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Figura No 3 Curva de crecimiento de Pedlococcus spp en la cual se determinaron los
siguientes parametros: Td = 2.50 hrs,, Fase de adaptacién de 1 hrs., y
una tasa de crecimiento ( p )de 0.277.
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Figura No 4 Curva de crecimiento de Lactobacillus spp en la cual se determinaron los
siguientes parametros Td = 2.122 hrs,, Fase de adaptacion de 3 hrs y

tasa de crecimiento ( p) de 0.301.
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8.2 RESULTADOS DE LOS EFECTOS DEL pH SOBRE LA CINETICA DE
CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

8.2.1 Resultados a los trelnta minutos de exposicién.

Las Figuras 5,6,7 y 8 representan los resultados obtenidos con los diferentes valores
de pH y concentraciones de gérmenes, a los treinta minutos de exposicién.

Al revisar los datos reportados en las graficas, se puede observar que las bajas
concentraciones de biomasa (400 mil y 4 millones/ml), son muy susceptibles a los efectos
bactericidas del pH, de tal forma que, a los primeros 30 minutos de exposicion a la accion
del pH, los Lactobacillus spp y Pediococcus spp no presentaron cinética (pH de 2.00 y
2.25). A valores de pH de 3.00 y 2.75, a pesar de que las bacterias son eliminadas en un
99 por ciento, al realizar la cinética de crecimiento de las mismas, a partir de las
muestras en estudio. se logré una recuperacion de los gérmenes de hasta 10%
microorganismos/ml, después de un periodo de adaptacion largo, con la obtencién de un
incremento de la tasa de crecimiento de ambas bacterias.

A las concentraciones de 16 y 18 millones de microorganismos/ml el efecto del pH
sobre los Lactobacifius spp y Pediococcus spp es reversible ya que a pesar de que las
cuentas viables que se obtienen a los 30 min de expaosicion son bajas los gérmenes se
recuperan, Esto se puede observar en los datos de la cinética de crecimiento (tasa de
crecimiento) de estos microorganismos.

Los Lactobacillus spp son mas sensibles que los Pediococcus spp a los valores de pH
bajos segln se puede ver en los resultados reportados.

Para la Saccharomyces uvarum a la concentracion de 400 mil/ml se ve afectada la
fase de adaptacion y el tiempo de duplicacién, pero en general la levadura se recupera de los
efectos del pH mas rapidamente que las bacterias. A las otras concentraciones de levadura
utilizadas, realmente no se presenta refraso en la fase de adaptacion al medio de cultivo. Ni
a 18 y 28 millones de levaduras por ml.

Los valores de pH que afectan a la levadura en su fase de adaptacion y su tiempo de
duplicacion son; 2,00 y 2.25.
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8.2.2 Resultados a los 60 minutos de exposicidn.

Las Figuras 9, 10, 11 y 12 corresponden a los efectos del pH sobre la cinética de
crecimiento de los microorganismos en estudic a sus diferentes concentraciones valores de
pH y tiempos de exposicion.

Al incrementarse el tiempo de exposicion de los gérmenes a los efectos del pH &cido,
el crecimiento de los mismos se modifica, principalmente a bajas concentraciones de
microorganismas en donde el efecto bactericida es total y sin que se presente una
reactivacion de Lactobacillus spp ni de Pediococcus spp: se esta hablando de 400 mil y 4
millones de organismos por ml y a valores de 2.00 y 2.25 de pH respectivamente. Como en
los analisis anteriores, el crecimiento de los Lactobacillus spp fué mas afectado que la de
Pediococcus spp bajo estas condiciones de evaluacion.

A las concentraciones 16 y 28 millones de microorganismos/ml, a pesar de las
cuentas viables bajas obtenidas tanto de Lactobacillus spp, asi como de Pediococcus spp,
estos microorganismos lograron presentar un proceso de reactivacién, sobre todo a los
valores de pH de 2.00 y 2.25, en donde sobresale el crecimiento de los Pediococcus spp.

Saccharomyces uvarum; al igual que en los andlisis anteriores se ve afectada en su
fase de adaptacion y en su tiempo de duplicacidon a valores de pH de 2.00, y 225 y a
concentraciones bajas de levadura evaluada. A concentraciones mayores, no hay alteracion
en la curva de crecimiento de Saccharomyces uvarum.

8.2.3 Resultados a los 80 minutos de exposiclén

La evaluacién del efecto del pH acido sobre la tasa de crecimiento de los
microorganismos a 90 min. de exposicion se representan en las Figuras 13, 14. 15 y 16
que contienen los datos obtenidos a este tiempo de exposicion a los diferentes valores de pH
y concentraciones de micoorganismos.

El estudio de estos datos nos revela que el efecto bactericida del pH se incrementa con
respecto al tiempo, de tal manera, que para las cargas microbianas de 400 mil y 4
millones de organismos por ml, el efecto del pH, desde 2.00 a 2.50 es letal, ya que no se
presenta en ningun momento efecto de reactivacidn para ninguna de las bacterias en estudio
( Lactobacillus sppy Pediococcus spp ). A las concentraciones mayores como lo son 16 y
28 millones de microarganismos/ml, la carga microbiana disminuye en su cuenta viable,
pero se presenta de nuevo un proceso de reactivaciéon de las bacterias en cuestién,
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principalmente a pH de 2.75 y pH de 3.00 no hay alteracién, pudiendose evaluar la curva
de crecimiento de cada microorganismo.

Para Saccharomyces uvarum, se incrementa la fase de adaptacion y el tiempo de
duplicacién y disminuye la tasa de crecimiento, al incrementar el tiempo de exposicién
sobre todo a bajas concentraciones de levadura y a valores de pH de 2.00 y 2.25 aun asi , se
pudieron obtener curvas de crecimiento bien establecidas para la levadura.

A las concentraciones 16 y 28 millones de levaduras/ml, no se presenté ningtn
problema en la cinetica de crecimiento.

8.2.4 Resultados a los 120 minutos de eXxposicién

Las Figuras 17, 18, 19 y 20 nos proporcionan la informacion que se genero a este
tiempo de exposicion (120 min ).

La informacién que se obtisne a partir de los resultados es semejante a la de los 90
min. de exposicion, sélo que aqui se incrementa un poco mas el efecto bactericida del pH.
Para los Lactobaciffus spp Y Pediococcus spp a la concentracion de 400 mil organismos por
ml, el efecto biocida del pH &cido incrementa ain a 2.75.

A 4 millones de microorganismos/ml a este valor de pH (2.75) se obtienen cuentas
viables bajas, ain asi, se presenta una curva de crecimiento tanto para Lactobaciflus spp,
asi como para Pediococcus spp.

Lo cual sugiere que se presentd un fendomeno de reactivacion.

A las concentraciones de 16 y 28 millones de microorganismos por ml, el efecto del
pH 2.00 y 2.25 a este tiempo de exposiciéon son letales en un cien por ciento, sobretodo
para los Lactobacillus spp al cual no se le pudo determinar una curva de crecimiento.

Pediococcus spp a la concentracion de 28 millones, presenta un fenémeno de
reactivacion a pesar de las cuentas viables bajas que se obtienen a este tiempo de
exposicion.

Saccharomyces uvarum al igual que los tiempos de exposicién analizados
anteriormente; a valores de pH de 2.00 y 2.25, se |e ve afectada en su fase de adaptacién y
en su tiempo de duplicacion. A las concentraciones de 16 y 28 millones de levaduras/ml no
se presenta ningun problema en el erecimiento.
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8.2.5 Resultados a los 150 y 180 minutos de exposicion

El analisis de resultados para los tiempos de exposicion restantes (150 y 180
minutos) se realiza de una manera conjunta ya que los resultados son muy semejantes y a
la vez éstos tisnen semejanza con los datos de la exposicion a 120 minutos.

A estos tiempos de exposicién (150 y 180 min), las concentraciones bajas de
bacterias son destruidas por la accion del pH desde 2.00 a 2.75, sin que se presente un
proceso de reactivacion segln se puede observar en las figuras 21 ala28.

A las concentraciones mayores de biomasa (16 y 28 millones de microorganismos/
ml), los Lactobacillus spp son eliminados en su totalidad a los valores de pH de 2.00 y
2.25., a los otros valores de pH, se presenta un fenomeno de reactivacion y por lo tanto se
realiza muy bién la curva de crecimiento de esta bacteria. Los Pediococcus spp ala
concentracion de 16 millones por ml presenta un proceso de reactivacion principalmente a
los valores de pH de 2.50 a 2.75 y a la concentracion de 28 millones/ml en todos los
valores de iones hidrégeno se presenta este proceso de reactivacion,

Para Saccharomyces uvarum el resultado de los efectos del pH, a las diferentes
concentraciones de levaduras utilizadas, es el mismo para cada concentracién en particular
a cada tiempo de exposicion.

A concentraciones bajas de levadura, se ve afectada en la fase de adaptacion y el
tiempo de duplicacidn, pero de todas maneras se realiza una crecimiento bien definido. A
concentraciones mayores, el comportamiento cinético de la levadura es normal, como se
puede observar en los datos reportados en las figuras.

Para redondear el analisis de los resultados del efecto del pH acido sabre la tasa de
crecimiento de los microorganismos cerveceros; es importante observar que los valores de
pH de 2.00, 2.25 y 2.50 son los que mas alteran el comportamiento de crecimiento de las
bacterias, llegando en la mayoria de los casos a eliminar por completo a las mismas y por
lo tanto también su tasa de crecimiento.

Con la excepcion de Pediococcus spp que a la concentracién de 28 millones de
microorganismos/ml, logré soportar los efectos biocidas del pH inclusive hasta los 180
minutos de exposicion.

La tasa de crecimiento, como se comenta anteriormente, se ve afectada en las
bacterias lacticas. Saccharomyces uvarum, se afecté en |las etapas de adaptacion y tiempo de
duplicaciéon, manteniendo constante la tasa de crecimiento.
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8.3 RESULTADOS DE LA EFECTIVIDAD BACTERICIDA DEL pH SOBRE LOS
MICROORGANISMOS

8.3.1 Concentracion de 4.0X10° microorganosmos/mlililltro

El andlisis de las figuras las cuales reportan los datos que nos proporciond la cuenta
viable de los gérmenes en cuestion, se puede ver que las concentraciones bajas de
microorganismos/m| utilizados 4.0X105, son las mas afectadas, Por ejemplo en las figuras
29 a la 33 en las cuales se hace la comparacion del efecta bactericida de los diferentes
valores de pH utilizados en las pruebas, se puede observar que los Lactobacillus spp hasta
el pH 2.75 a los 30 minutos de exposicidn de la cuenta viable es de cero bacterias/ml, lo
cual implica que concentraciones menores de 4.0X105 son susceptibles a ser eliminadas
por la accién de ese valor de pH a un tiempo de exposicion de 30 minutos como maximo.

Los Pediococcus spp presentaron un poco mas de resistencia a el efecto bactericida de
los difrentes valores de pH usados en la prueba, si se les campara con los Lactobacillus
spp, ya a que los valores de 2.75 y 3.00 no fueron capaces de eliminar en forma total a
este microorganismo a la concentracién de 4.0X105 / ml, para Saccharomyces uvarum,
las cuentas viables obtenidas se mantienen constantes durante la evaluacion de la prueba,

ésto es indicativo de que la levadura es mas resistente a la actividad bactericida del pH
acido, a la concentracién evaluada.

Al final de los 180 minutos de exposicion ds los microorganismos a los valores de pH
seleccionados, se saco el porcentaje de efectividad siendo este:

A pH de 2.00, 2,25 y 2.50 a los primeros 30 minutos de exposicion el porcentaje de
efectividad biacida fué de 100 % para Lactobacillus sppy Pediococcus spp, la levadura sélo

presento alteracion en su curva de crecimiento (fase de adaptacion y tiempo de
duplicacién).

A pH de 2.75, los primeros 30 min. de exposicidn presentaron hasta un 99.9 por
ciento de efectividad biocida, sélo hasta los 120 min. fué cuando se logré el 100% de
destruccion de los microorganismos.

pH de 3.00 a los 30 min. de exposicion de las diferentes conceniraciones de
microorganismos se logréd una efectividad de 99 %, sinembargo no se logré el 100 % de
efectividad biocida al tiempo maximo de exposicion. Es importante aclarar que en cada
etapa de la prueba en donde no se logré el 100 por ciento de destruccion, se obtuvieron
curvas de crecimiento de los microorganismos en estudio, ésto habla de un fendmeno de
reactivacion por parte de los microbios.
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8.3.2 Concentraclén de 4.0X10° microorganismos por mlililitro

Al incrementar la concentracién de microorganiesmas en las pruebas, la capacidad
bactericida del pH disminuye. Las figuras 34 a la 38 Corresponden a los diferentes
resultados de cuenta viable obtenidos a la concentracién de 4.0X108 bacterias por mililitro
expuestos a los diferentes valores de pH y tiempos de exposicién.

Los Lactobacillus sppy Pediococcus spp a pH de 2.50 no son destruidos totalmente a
los treinta minutos de exposicién, como habia ocurride en la concentraciéon anterior.
Aunque en una proporcion muy baja, se obtuvieron cuentas viables de 20 bacterias/ml
para pediococcus sppy 12 para Lactobacillus spp, ésto ayudo a que se pudiera seguir una

cinética de crecimiento de los microorganismos que resistieron los efectos del pH a los 30
min. de exposicion.

Las levaduras no se ven alteradas en la cuenta viable por los sfectos del pH acido,
pero en la cinetica de crecimiento, la fase de adaptacién tine un retraso. Esto es indicativo
de que la levadura fué expuesta a situaciones de estrés.

El andlisis de las concentraciones 4.0X10% microorganismos/ml a los diferentes
valores de pH y tiempos de expesicién, nos muestra que los Lactobacillus spp y Pediococcus
spp a los valores de 2,75 y 3.00 no son eliminados totalmente, aunque las cuentas viables
para cada bacteria son muy bajas en relacion al nimero con el cual se empezoé la prueba
{4.0X108), siendo un porcentaje minimo de células vivas el que se obiiene en cada tiempo
de exposicion evaluado. Aun asi, se pudo realizar cineticas de crecimienio para cada
microorganismo.

A la concentraciones 4.0X10% microorganismos/ml, el analisis cuantitativo, nos
muestra que al incrementar la biomasa, el efecto biocida del pH disminuye por ejemplo:

Los valores de pH de 2.00 y 2.25 presentan el mismo porcentaje de efectividad
(100 %) a 30 min. de exposicion, pero al pH de 2.50, se tuvo que alargar el tiempo de
exposicion hasta 90 min. para lograr el 100 % de efectividad biocida. En el pH de 2.75
paso lo mismo, ya que se tuvo que incrementar el tiempd de exposicion para lograr el 100

por ciento de efectividad. Esta comparacion es en relacion a la concentracion anterior
(4.0X10%),

El analisis cuantitativo de la efectividad biocida del pH de 3.00, muestra un
comportamiento de disminucién de la efectividad desinfectante a los primeros 30 min., el
porcentaje de efectividad logrado fué en promedio de 80 %, al ir aumentando el tiempo de
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exposicion, este valor se incrementa hasta llegar a 98 % aproximadamente. Al igual que en
las pruebas anteriores, en donde las cuentas viables fusron muy bajas, se pudo evaluar una

curva de crecimiento para cada microorganismo. La lsvadura no presentd alteracién ya que
el porcentaje de céluas destruidas fué de cero.

8.3.4 Concentracién de 16.0X10¢ microorganismos por milllitro

Las figuras de la 39 a la 43 nos proparciona el siguiente andlisis. EI comportamiento
de los Pediococcus spp a los efectos del pH acido a los diferentes tiempos de exposicion y a
la concentracion de 16.0X10% microorganismos por mililitro. A los treinta minutos de
exposicion, los Pediococcus spp en su cuenta viable presentaron un nuimero de 3
bacterias/ml, conforme se incrementé el tiempo (90 min) los valores de pH de 2.00 y
2.25, fueron bactericidas cien por ciento, Los valores de 2.50, 2.75 y 3.00 no son
totalmente efectivos ya que aparte de obtener cuentas viables arriba de 1000
bacterias/ml, se pudieron evaluar cinéticas de crecimiento.

El género Lactobacillus spp fué mas afectado que Pediococcus spp ya que a los
valores de pH de 2.00 y 2.25, las bacterias son eliminadas totalmente a los 30 minutos de

exposicion, segln se aprecia en ¢l dato de 1a cuenta viable, sl cual es de cero bacterias/ml
para ambos casos.

Los otros valores de pH evaluados para Lactobacillus spp a 16.0X108
mictoorganismos por mililitro no mostraron efecto bactericida total, siendo el
comportamiento cuantitativo de la viabilidad muy similar al presentado por los
Pediococcus spp.

Saccharomyces uvarum no presentd alteracion en ninguno de los parametros
cinéticos evaluados a los diferentes valores de pH y tiempos de exposicidn, las cuentas
viables obtenidas se mantuvieron constantss en su nomero (16.0X108).

La evaluacidon cuantitativa de los diferentes valores de pH a la concentracién de
16.0X10% microorganismos por mililitro, nos muestra que al incrementar de nuevo la

biomasa, el poder desinfectante del pH acido disminuye segun se puede ver en el siguiente
analisis:

Para que los valores de pH de 2.00 y 2.25 lograran el 100 porciento de efectividad
biocida, el tiempo de exposicidn se tuvo que alargar hasta 90 min. para Pediococcus spp y
30 min. para los Lactobacillus spp.
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Para los otros valores de pH (2.50, 2,75 y 3.00), la evaluacion es la siguients; los
Pediococcus spp presentan mas resistencia que los Laciobacillus spp a los efectos
desinfectantes del pH acido, ésto se pudo evaluar de manera cuantitativa en el experimento.
Mientras que a pH de 2.50 el porcentaje de efectividad a los 30 min. de exposicién fué de
90 % para los Pediococcus spp, para los Lactobacillus spp fué de un 99.3 %, conforme se

aumento el tiempo de exposicién el porcentaje se incrementé para cada microorganismo en
estudio sin llegar al 100 % de efectividad.

La evaluacién cuantitativa de los otros valores de pH (2.75 y 3.00) presenta una
marcada diferencia sn los efectos bactericidas del pH acido. Mientras que para los

Pediococcus spp el valor promedio de destruccion es de 63 %, para los Lactobacillus spp
es de 78 % a los 30 min. de exposicion.

Se presenté una relacién de 0.8 veces mayor en efacto desinfectante del pH écido
sobre Lactobacillus spp que en los Pediococcus spp. Esta relacion se mantiene mas o menos
constante en los demas tiempas de exposicion.

8.3.5 Concentracién de 28.0X10° microorganismos por mllilitro

La hipotesis planteada al diseiiar el experimento, al parecer aqui tiene mas fuerza,
ya que los Pedjococcus spp a ninguln valor de pH y tiempo de exposicion son eliminados
totalmente, aun a la exposicion de 150 minutos a valor de pH de 2.00 y con una cuenta
viable de 200 bacterias/ml, se pudo obtener una cinética de crecimiento de estos
microorganismos, pese a las condiciones de estrés a las que fueron expuestas.

Los Lactobacillus spp, a diferencia de Pediococcus spp, a los valores de pH de 2.00 y
2.25 son destruidos totalmente seglin se reporta en las figuras 44 a la 48.

De donde se puesde notar el efecto selectivo del pH sobre los microorganismos, ya que
ademas las levaduras no se ven afectadas por la accion del agente acido desinfectante, en
ningun valor de pH y a ningiin tiempo de exposicion.

La evaluacion cuantitativa del efecto biocida del pH 4cido a la concentracion de
28.0X108 microorganismos por mililitro, muestra un comportamiento muy semejante a
la concentracién anterior, con la Unica diferencia de que a esta cantidad de
microorganismos (28.0X108), la actividad desinfectante del pH se hace mds selectivo, ya
que a los primeros 30 min. de exposicion a valores de pH de 2.00 y 2.25, los Lactobacillus
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spp son destruidos totalmente y los Pediococcus spp no, inclusive después de 180 min. de
ser expuestos a esos valores de pH no son eliminados por completo.

Los otros valores de pH (2.50, 2.75 y 3.00), presentan un comportamiento muy
similar, en cada tiempo de exposicién evaluado ya que los Pediococcus spp, son mas
resistentes a los efectos biocidas del pH acido que los Lactobacillus spp en proporcion de
aproximadamente 0.45 veces para valores de pH 2.50 y de 0.8 para 2.75 y 3.00, en cada
tismpo de exposicion evaluados en las pruebas. Las levaduras no tuvieron ningin cambio
cuantitativo ni cualitativo durante la realizacion de la experimentacion.
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Figura No 16 Efecto del pH sobre la tasa de crecimiento de los
microorganismos ( 28.0 x 10€ cel. / ml ), a 90 min. de exposicion.
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Figura No 29 Efecto bactericida del pH de 2.00 sobre los
microorganismos a una concentracién de 4.0 X 10° células por ml.
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Figura No 30 Efecto bactericida del pH de 2.25 sobre los
microorganismos a una concentracion de 4.0 X 10° células por ml.

64



Log. del namero de células.

0 30 60 9% 120 150 180
‘ Tiempo en min.
———  §. uvarum —4&— Lactobacillus s
—O— Pediococcus spp op
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microorganismos a una concentracién de 4.0 X 105 células por ml.

e ——¢— ¢

Log. del namero de céluas.
w
|

0 30 60 90 120 150 180

Tiempo en min.
—— §. uvarum —A— lactobacillus spp
—O— Pediococcus spp

Figura No 32 Efecto bactericida del pH de 2.75 sobre los
microorganismos a una concentracion de 4.0 X 10° células por ml.

65



6
p4 > ——=
3
S 51
a
k=)
(=]
& 4-
E
b= |
=
o 3-
=]
o
w—d
2 L) L4 || Lt ] L] |

bf ) -] 1 ] ]
0 30 60 90 120 150 180
—e— §. uvarum Hempe: en: min. —&— [actobacillus spp

—O— Pediococcus spp

Figura No 33 Efecto bactericida del pH de 3.00 sobre los
microorganismos a una concentracion de 4.0 X 10° células por ml.

8
%
o
3 s - -
ylll Q
@
=
2
QO 44
E
=
=
s 2-
&
o
—
0..

0 30 60 90 120 150 180

Tiempo en min.
—e— §, uvarum —#&— [actobacillus spp
—O0— Pediaococcus spp

Figura No 34 Efecto bactericida del pH de 2.00 sobre los
microorganismos a una concentracién de 4.0 X 10€ células por ml.

66



8
w
=
2 — *— -9 »r——
-
o 6
@
-] .
5
E4
=
=
o
T )
=2
(]
-l

0-

0 30 60 90 120 150 180

Tiempo en min.
—e&— §. yyarum ° —&— [actobacilius spp

—O— Pediococcus spp

Figura No 35 Efecto bactericida del pH de 2.25 sobre los
microorganismos a una concentracion de 4.0 X 108 células por ml.

8
%
= — o . -
‘E 6—1
(%]
@
o
2
D 4
&
3
c
3 21
o
=}
—r
0—

0 30 60 90 120 150 180
Tiempo en mipn.
—e— §. uvarum ——&— lactgbacilius spp
—O— Pediacoccus spp
Figura No 36 Efecto bactericida del pH de 2.50 sobre los
microorganismos a una concentracion de 4.0 X 108 células por ml.

67



8
mh
@
E
.8 6-
[
-]
g
o 4-
E
=
(=
o 2-
m. E
Q
|

0 = ' 1

0 30 60 90 120 150 180

Tiempo en min, .
—e— §. uvarum —&— Lactobaciilus spp

—O— Pediocaccus spp

Figura No 37 Efecto bactericida del pH de 2.75 sobre los
microorganismos a una concentracién de 4.0 X 108 células por mil.

7
v
(4]
=
@
(=]
8 07
2
@
E
E
L\
(]
h-}
=)
=]
-l
4 L ¥ T v I i T 7

e —
0 30 60 90 120 150 180
——— §. uvarum Tiempa om min. —a&— [lactobacillus spp

—O0— Pediococcus spp

Figura No 38 Efecto bactericida del pH 3.00 sobre los
microorganismos a una concentracion de 4.0 X 108 células por ml.

68



Log. del nOmero de células.

0 30 60 90 120 150 180

—e——  §. uparum Tiempo en min. —24&— [actabacilius spp

—O— Pediococcus spp

Figura No 3¢ Efecto bactericida del pH 2.00 sobre los
micgoorganismos a una concentracion de 16.0 X 108 células por ml.

™ i —s —& L *~—e 23

5 77

S 67

3 97

Ll

o

E 31

- 1

E -

a 1]

I & f

2 i

-l -1 1 — — T 1
0 30 60 90 120 150 180

—e— §. uparum Tiempo en min. —aA— jactobacillus spp

—O— Pediococcus spp

Figura No 40 Efecto bactericida del pH 2.25 sobre los
microorganismos a una concentracion de 16.0 X 108 células por ml.

69



. 8
2] i
o
2 7-
]

Q .
g 6
o .
@ -
= 5
3

[ =4

3 4
u -
g 31
- -

2 | S A SN S B SRS NN S R

)
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo en min. )
———  §. uparum —f&— lactobacillus spp

—O— Pediococcus spp

Figura No 41 Efecto bactericida del pH 2.50 sobre los
microorganismos a una concentracion de 16.0 X 108 células por mil.

8

“»

m

E]

g ————— H———-‘—.——.
(] 7 -

-

o

|-

)]

E

2

I V@a©

[+}]

b=

=]

-]

—

5 LI L I ¥ I Y T ¥ T T L— |
0 30 60 20 120 150 180

—— S, uvarum Tiempo en mon, —i&x— Lactobacilius spp

—O0— Pediococcus spp

Flgura No 42 Efecto bactericida del pH 2.75 sobre los
microorganismos a una concentracion de 16.0 X 106 células por ml

70



727
i
6,8 -
6,6 i
6,4

6,2

Log. del numero de células.

6,0 -

— > >

5 ,8 T Y T
0 30

L

T " I v |

60 90

120

150

180

Tiempo en min.
—e— §. uvarum

—O— Pediocaccus spp

Figura No 43 Efecto bactericida del pH 3.00 sobre los
microorganismos a una concentracion de 16.0 X 108 células por ml.

—&— Lactobacillus spp

Log. del nimero de células.
'
1

A A

e

60

'
-

90

LA L T Lt

120 150 180

Tiempo en min.

—e— §. wwarum

Lactobacillus s
—O— Pediococcus spp 2 R

Figura No 44 Efecto bactericida del pH 2.00 sobre los
microorganismos a una concentracion de 28,0 X 106 células por ml.

71



Log. del numero de células.
A

0 +—r— T
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo en min.
—e—  §. uvarum » —&— lLactobacillus spp

——O— Pediococcus spp

Figura No 45 Efecto bactericida del pH 2.25 sobre los
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9. CONCLUSIONES

9.1 Conclusiones

*El efecto del pH sobre la tasa de crecimiento de los microorganismos estd
relacionado directamente con la concentracion de biomasa.

*Los microorganismos involucrados en la investigacion, tuvieron diferente
comportamiento a los efectos del pH, pero se puede decir, que el pH con valor de 3.00, a los
tiempos de exposicién establecidos, es el que menos efecto presenta sobre |os
microorganismos. En orden de resistencia a los cambios de pH se puede sugerir que la
levadura Saccharomyces uvarum fué la mas resistente a los cambios, sequida después de
Pediococcus spp, y finalmente, los Lactobacillus spp.

*La respuesta que se tuve de los diferentes valores de pH sobre los micoorganismos
en este caso se puede decir que fué selectiva, ya que por los datos obtenidos, nos podemos
dar cuenta que los primeros microorganismos que fueron eliminados por la accion del pH
son los Lactobacillus, seguidos después por los Pediococcus, dejando activa a la levadura a
los tiempos de exposicidn estudiados. Cabe aclarar que si se incrementa el tiempo de

exposicion, posiblements se hubiera afectado a la levadura pero en este estudio no sucedio
asi.

*Los valores bajos de pH (2.00 y 2.25) , son los que presentan mayor efecto
bactericida, segun los datos reportados, como consecuencia de ésto, estos valores se pueden
tomar en cuenta para ser aplicados como sistemas de desinfeccion, en caso de que se

presenten problemas sanitarios en los cuales se relacionen con los microorganismos en
cuestion.

*Se debe de tomar en consideracidon que a bajas concentraciones de biomasa, no se
requieren perjodos largos de expasicién; y también, se podria modificar el valor del pH.

*Uno de los datos que tienen prioridad en el estudio, es la reactivacién: Debido a la
importancia que tiene en la industria de alimentos y de fermentaciones la calidad sanitaria
de todo el proceso, los métodos que se apliquen para lograr condiciones de sanidad dento de
una planta, deben de asegurar que los microorganismos que son causantes de problemas de
contaminacion sean eliminados totalmente, y asegurarse de que no se presentara un proceso
de reactivacion de los gérmenes ya que el problema de contaminacion se volveria a repetir.

*Para el disefio de futuros experimentos, se debe de tomar en cuenta las principales
variables del método como son : tiempo de exposicidn, concentracion de microorganismos ,
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y los valores de pH. Esto nos permitiria hacer mas dptimo el método y tener el control de la
principal variable que es el nimero de microorganismos a tratar.

*Una de las ventajas que se le pueds ver a esta técnica sobre las ya existentes es que
no afectan a los microorganismos de interés, por lo cual el método se hace diferencial,
eliminando bacterias contaminantes, y proporcionando ambientes optimos a los

microorganismsos que normalmente llevan los procesos fermentativos en las industrias de
alimentos,

*La tasa de crecimiento de los microorganismos que comiinmente se presentan en las
industrias cerveceras provocando problemas de contaminacion como lo son Pediococcus y
Lactobacillus , se disminuye de una manera considerable y en algunos casos, no hay
crecimiento, debido a la destruccién total de los microorganismos por la accion de los
diferentes valores de pH utilizados en la prueba. Principalmente los valores de 2.00 y
2.25, a los diferentes tiempos de exposicion.
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11. AGRADECIMIENTOS

Muchas veces s dificil comprender qua cualquier meta que se
trace el ser humano en la vida, por muy sencilla que ésta sea,
requiera de la ayuda de las gentes que estan en su entorno, a
veces por egoismo o por orgullo no permitimos el acercamiento
de la gente que gustosamente nos tiende la mano; yo como ser
humano, no me hago excento de esta debilidad, afortunadaments,
hay momentos en la vida, en la que ésta nos ensefia el camino
adecuado y por fortuna para mi, me pude dar cuenta de este gran
error y gracias al apoyo y ayuda de persohas que
desinteresadamente me dieron consejos, he logrado terminar
este pequeno trabajo de investigacién, el cual tiene mucho
significado para mi; espero que con mi desarrollo profesional de
alguna manera corresponda a esa confianza que me han brindado.
Quiero darle las gracias al M.C Sergio S. Fernadez D., por su
ayuda y consejos, asi como también a las M.C. Martha Suarez y
Tere Garza por su apoyo y confianza, al Dr. Alberto Salinas F.
por su gran paciencia que ha tenido para hacia mi persona,

ademas de brindarme apoyo en cada momento de mi vida
profesional.

Atentamente

Jorge Chavez Contreras
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