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Asa bacterioldgica

Bacilo

Biopelicula

Coco

Hisopado

Inoculacion

GLOSARIO

Instrumento de laboratorio de tipo pinza que
regularmente esta hecho de una base de platino y un
filamento de nicromo, utilizado para transportar

indculos de una solucién madre al medio de cultivo.

Bacteria con forma alargada similar a un baston, se
dividen en diferentes grupos de acuerdo a sus ejes

menores y son células procariotas.

Matriz bioldgicamente activa formada por células de
una o varias especies y sustancias extracelulares en

asociacion con una superficie sdlida.

Bacterias que tienen forma esférica y se clasifican
segun la forma en la que se agrupan y son células

procariotas.

Absorcion de una muestra de microorganismos de un

punto en especifico por medio de un hisopo.

Implantacion de microorganismos a un medio de

cultivo.



Levadura

Levadura salvaje

Pasteurizacién

Rinser

Tincion de Gram

Hongo microscopico unicelular que tiene la
capacidad de descomponer, por medio de

fermentacion, azucares.

Todo hongo microscépico unicelular que sea ajeno a
la levadura que se cultiva para un particular tipo de

cerveza.

Tratamiento  térmico  utilizado para eliminar
microorganismos no filtrados en el producto final y
alargar la vida de anaquel. Los tratamientos varian
dependiendo del tipo de producto y del equipo

utilizado.

Equipo utilizado para desinfectar el envase a llenar
por medio de aspersores, utilizando una solucién

esterilizadora.

Tincién diferencial para la visualizacion de bacterias,
gue se basa en la composicion de la membrana
celular para distinguir entre una prueba positiva o

negativa, segun el color remanente.



RESUMEN

Se realiz6 un analisis microbiolégico de biopeliculas en un salon de
embotellado de cerveza para prevenir e identificar los focos de contaminacion y

evitar contaminaciones cruzadas en el producto a envasar o embotellar.

Por medio de un hisopado se recolectaron muestras de 34 puntos distintos
diariamente durante cuatro semanas para analizar el nivel de higiene del salén.
Dichas muestras se introdujeron en tubos de ensayo previamente esterilizados
y se afiadié 10 mililitros de un medio de enriquecimiento especifico llamado
NBB-B-AM, cuya funcién principal es identificar microorganismos que pueden
afectar la calidad de la cerveza. Las muestras fueron incubadas durante 3 dias

a 27 grados centigrados para poder observar los resultados.

En el andlisis de resultados se encontré que el porcentaje de tubos con
viraje positivo, el cual indica presencia de microorganismos dafinos para la
cerveza, esta sobre el limite establecido y aumenta al pasar los dias luego de la
limpieza general. En las muestras se confirmé la presencia de Lactobacillus,
Saccharomyces cerevisiae, y levaduras salvajes; estas se encontraron por

medio de microscopia y pruebas primarias de microbiologia.

Se identificaron los puntos con mayor frecuencia con viraje positivo y se
encontré que eran los que estaban mas cerca de la llenadora y en lugares
hamedos, para que asi sean limpiados efectivamente con procedimientos de

saneamiento.
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OBJETIVOS

General
Implementar un analisis microbiolégico de superficies para identificar y
analizar los puntos criticos de contaminacién por biopeliculas dentro de un
salon de embotellado de cerveza.
Especificos
1. Identificar el porcentaje de tubos positivos dentro de un salon de
embotellado con un medio de enriguecimiento especifico para

biopeliculas.

2. Encontrar los puntos criticos de contaminacién dentro del sal6on de

embotellado por medio de un hisopado.

3. Confirmar la presencia de Lactobacillus y Saccharomyces cerevisiae por

medio de microscopia y pruebas primarias.
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INTRODUCCION

Actualmente las grandes industrias compiten ofreciendo productos de alta
calidad dentro de parametros establecidos. Se realizan andlisis de calidad
rigurosos en el proceso de transformacion de productos y en los terminados por
medio de indicadores o patrones, y propiedades importantes que dotan de las
caracteristicas que identifican a un producto como tal y satisface una

necesidad.

En el proceso de la cerveza se controlan tanto parametros fisicoquimicos
como microbioldgicos en la elaboracion y embotellado. Es importante controlar
la actividad bioldgica de los microorganismos, ya que estos son seres Vvivos que
pueden aumentar o reducir su actividad y reproduccién de acuerdo a las

condiciones del ambiente donde se encuentren.

En los salones de embotellado se tiene un ambiente que puede ser
propicio para el crecimiento de microorganismos en biopeliculas si no se da una
adecuada limpieza. Los focos de contaminacion por medio de microorganismos
deben de ser controlados por medio de un sistema de limpieza mas efectivo,
reduciendo las posibilidadesde que la cerveza se dafie o contamine por una

fuente secundaria.

Es necesario un analisis que identifique los focos y los puntos criticos de
contaminacion en el salon de embotellado, asegurando la calidad del producto y
la inocuidad del mismo. Las biopeliculas es una tematica que no se ha
profundizado mucho en la actualidad, pero tiene gran importancia en la industria

alimenticia.
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1. ANTECEDENTES

Pocos estudios se han realizado acerca de las biopeliculas en
Latinoamérica. En la microbiologia de la cerveza las biopeliculas forman una
parte importante debido a que son focos de contaminacion. Se encontraron
estudios en Europa con relacion al estudio de biopeliculas en el ambito de la

cerveza.

En 2003 en Osnanbrick, Alemania, Markus Timke y un grupo de
investigadores publicaron el articulo cientifico Microbial composition of biofilms
in a brewery investigated by fatty acid analysis, flourescence in situ hybridisation
and isolation techniques. En él expone el andlisis de biopeliculas de

microorganismos dafinos para el producto terminado en plantas de cerveceria.

Dentro del analisis observaron que la mayoria de microorganismos que
estropean la cerveza dependen de numerosas interacciones con
microorganismos acompafantes. Se analizaron bandas transportadoras en
salones de embotellado y el material obtenido a partir de ellas fue analizado
después de ser cultivado y aislado. Se realizaron analisis de &cidos grasos e
hibridaciéon fluorescente in situ (FISH). Se encontraron comunidades
heterogéneas con Proteobacterias. Con el andlisis FISH se encontraron
Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria 'y  Gammaproteobacteria, el
Xanthomonadaceae, la Actinobacteria, la Bacteriodetes y el Firmicutes, entre

las mas importantes.

En el 2006, las investigadoras finlandesas Riikka Juvonen and Maija-Liisa

Suihko, presentaron el articulo cientifico Megasphaera paucivorans sp. nov.,



Megasphaera sueciensis sp. nov. And Pectinatus haikarae ps. nov., isolated
from brewery samples, and emended description of the genus Pectinatus. En el
articulo se presenta el analisis de caracterizacion de siete bacterias no
identificadas, estrictamente anaerobicas, Gram-negativo, no formadoras de

esporas de cerveza estropeada del ambiente de la cerveceria.

Basado en el analisis 16S rRNA analisis de secuencia de genes, todas las
cepas estaban afiliados a la clase Clostridia. Tres de las cepas eran cocos no
moviles, estando relacionados cercanamente con las especies Megasphaera-
Anaeroglobus. Las otras cuatro cepas eran bacilos moviles helicoidales. La mas
alta similitud de genes se encontr6 entre estas 4 cepas y Pectinatus
cerevisiiphilus, en un 95,6 por ciento y con el Pectinatus frisingensis en un 93,6

por ciento.

En 2008, Tomas Branyic, Antonio Vicente y otros investigadores
presentaron el articulo cientifico Growth Model and Metabolic Activity of Brewing
Yeast Biofilm on the Surface of Spent Grains: A Biocatalyst for Continuous Beer
Fermentation. En este articulo se expone el andlisis de la levadura inmovil
dentro de los biorreactores y las biopeliculas que estas forman. Se realiz6 un
modelo matematico del crecimiento de la biopelicula de levadura inmovilizada
en la superficie de particulas de bagazo, basado en la deposicién de células,
crecimiento de células inmovilizadas y biomasa inmovilizada. Se calculd
también que el grosor promedio de una capa de biopelicula es de 10
micrémetros. Con el modelo se pueden predecir las dinAmicas de células

inmoviles, la carga maxima de biomasa y el consumo de glucosa en un reactor.



2. MARCO TEORICO

2.1. Cerveza

Se define cerveza a una bebida obtenida por fermentacion alcoholica de
mosto, elaborado a partir de cereales malteados y lupulo con o sin adicion de
cereales no malteados y azlcares, con la agregacion de levadura cervecera
(Saccharomyces cerevisiae), y con un grado alcohélico no mayor a 12 grados

Gay Lussac.
2.2. Proceso produccion cerveza
Una fabrica de cerveza puede dividirse en tres grandes secciones, las

cuales comprenden desde el proceso de transformacién de las materias primas

hasta embotellar el producto final, dichas secciones son:

° Casa de cocimientos
o Fermentaciéon y maduracién
. Salén de embotellado
2.2.1. Casa de cocimientos

La casa de cocimientos es el inicio del proceso donde la malta y otras
materias primas. Esta seccién se encarga de efectuar trabajos de tipo fisico,
quimico y biolégico, como lo son: aumento de area superficial por medio de
molienda, solubilizacion de almidones y su transformacion en azlcares,

lupulacion, esterilizacion, entre otros.



La casa de cocimientos se encarga de realizar la receta cervecera. Todo
caracter que la cerveza tenga, ha sido adquirido directa o indirectamente en
esta seccion. Entrega un mosto preparado para ser el caldo nutriente en la

seccion de fermentacion.

2.2.2. Fermentacién

En la seccion de fermentacion, el trabajo se puramente biolégico. Es un
proceso vivo, realizado por la levadura cervecera, no se le encuentra en la
naturaleza. Su habitat Unico, es el mosto de cerveceria, y fue asilada por el
bidlogo sueco Christian Hansen. El producto principal de la fermentacion
cervecera es el alcohol etilico, y paralelo a este, se forma el buqué de la
cerveza, constituido por ésteres, alcoholes, acidos, aldehidos, entre otros. Una
vez concluida la fermentacion, la cerveza pasarda un tiempo madurando su

sabor y apariencia.

2.2.3. Embotellado

Luego del proceso de maduracion, la cerveza se filtra para darle el altimo
toque a la elaboracion. Después de ser filtrada la cerveza se almacena y ya
esta lista para ser envasada, para lo cual se bombea por tuberias hasta llegar a

magquinarias especificas que tienen como salida el producto terminado.
2.3. Materias primas
En la elaboracion de cerveza se utiliza malta de cebada cervecera, agua,

lGpulos, almidones o materiales donadores de almidén, llamados adjuntos y

azucares disacaridos y monosacaridos.



2.3.1. Malta

La malta utilizada para el proceso cervecero es especifica para el mismo.
Se fabrica a partir de cebada cervecera en un proceso llamado malteado, que

consiste en remojo, germinacion y tostado de la malta.

La malta contribuye a la elaboracion de cerveza como donadora de
carbohidratos, compuestos nitrogenados, minerales, &cidos, vitaminas,

polifenoles, lipidos y compuestos coloreados.

Las caracteristicas de la malta definen en gran parte el tipo de cerveza
producida, por lo que las cualidades de ésta, deberan especificarse por el

cervecero y mantenerse lo mas constante que sea posible.

2.3.2. Agua

El agua para cerveceria debera ser potable, baja en alcalinidad, con un
contenido de calcio de 100 a 300 partes por millén (ppm), de pH neutro o acido,

esto para evitar incrustaciones en equipos y afectar la calidad del producto.

2.3.3. Lapulos

El lpulo es una especie extraida de las flores de la planta femenina
Homulus lupulus. Esta especie influye en la cerveza con compuestos que
contribuyen en el sabor y olor, especificamente, el amargo caracteristico de la
cerveza es debido a los iso- alfa-acidos, el componente basico de los lupulos;

ademas contribuye con compuestos polifenélicos.



Existen varias presentaciones de IUpulos: en flor, en extracto, en pastillas.

Estos se compran de acuerdo a su contenido de alfa 4cidos.

2.3.4. Almidones o materiales donadores de almidén

Cualquier material que contenga almidon es una posible materia prima en
cerveceria. Su uso dependera de lo inerte que sean sus otros componentes en
el proceso cervecero. No deberan contribuir con sabor, olor, color ni

compuestos nocivos al proceso, como pueden ser lipidos, gomas y otros.

Los adjuntos mas usuales son el maiz y el arroz. Se consideran los
adjuntos como sustitutos econémicos de la malta, el limite de su uso se ha

considerado hasta en un 40 por ciento de la cantidad total del extracto original.

Puede definirse como adjunto ideal aquel capaz de producir azUcares
fermentables provenientes del almidon y dextrinas no fermentables en
proporciones semejantes a las que se encuentran en mostos hechos

exclusivamente con malta, con el minimo aporte posible de proteinas.

2.3.5. AzUcares

El mas usado es la sacarosa. También es posible el uso de glucosa en
pequefias proporciones. La sacarosa es un donador de azUcar fermentable. Su
uso también depende de factores econémicos, ademas tendra como limite la
concentracion maxima de sacarosa en el mosto tal que, no aumente el

contenido de ésteres normales en una cerveza.



Es necesario hacer la observacion de que el uso y los limites de las
materias primas dependen del lugar de consumo, las leyes existentes y el

consumidor.
2.4. Sal6én de embotellado

Como aspectos de la calidad, es esencial que la cerveza que se encuentra
dentro de la botella, lata o barril llegue a su comprador en un recipiente que

tenga buen aspecto y que pueda guardar las caracteristicas de su sabor.

El salén de embotellado basicamente consiste en:

o Desentarimadoras
o Desencajonadoras
o Lavadora de botellas
. Inspectores y contadores
o Llenadora
o Tapadora
o Pasteurizadora
o Etiquetadora
. Inspectores y contadores
o Encajonadoras
o Entarimadoras
2.4.1. Desentarimadoras

Son maquinas que recogen de las tarimas las cajas con botellas vacias y
coloca estas en la linea transportadora. Las cajas luego son utilizadas para

colocar el producto final.



2.4.2. Desencajonadora

Es una maquina que se encarga de extraer las botellas vacias de las
cajas. Las cajas siguen en un transportador hacia la lavadora de cajas y las

botellas se dirigen en otro transporte hacia la lavadora de botellas.

2.4.3. Lavadora de botellas

Su funcién es lavar y esterilizar las botellas vacias, por medio de
sucesivos bafios de soluciones causticas a distintas temperaturas, y finalmente,

chorros de agua para arrastrar las soluciones que queden en las botellas.

Es necesario un estricto cuidado sobre las concentraciones vy
temperaturas de los bafios causticos para que la maquina trabaje

correctamente.

2.4.4, Inspectores y conteo

Luego de lavadas las botellas, es necesaria una inspeccion mecanica y
ocular para cerciorarse completamente que las botellas se encuentra limpia,
vacia y apta previo a su llenado. Existen inspectores Opticos electronicos que
verifican el envase a una alta velocidad. Estos a su vez tienen un contador de

botellas, a partir del cual se mide la velocidad de la linea de embotellado.
2.4.5. Llenadora
Son maquinas automaticas de forma circular giratoria y que debe

mantenerse perfectamente limpia. Las hay de distintos tamafos y capacidades.

La cerveza se mantiene en el recipiente giratorio bajo presion de aire o gas



carbdnico, con el objeto de evitar agitaciones bruscas y que en una forma suave

se traslade la cerveza al envase.

2.4.6. Tapadora

Inmediatamente a la salida de la llenadora, se efectta el taponado de la
botella o lata, en una maquina acoplada. Esta maquina también funciona con

una estrella giratoria que transporta el envase para que pueda ser taponado.

2.4.7. Pasteurizadora

Las botellas llenas son transportadas a la pasteurizadora, la cual es una
camara con distintas secciones de temperatura, por las que se hacen transitar
las botellas, teniendo las precauciones debidas. En este caso para tener un
producto pasteurizado es necesario que tengan todas las botellas un

determinado nimero de unidades de pasteurizacion, las que varian de 10 a 20.

Se define una unidad de pasteurizacion, como la permanencia durante un

minuto a una temperatura de 60 grados centigrados.

Luego de que la botella ha sido pasteurizada, se le somete a una nueva
inspeccion y conteo.

2.4.8. Encajonadora
Las botellas etiguetadas contindan hacia la encajonadora, que es la

magquina encargada de introducir las botellas dentro de las cajas. Existe una

amplia variedad de disefios de estas maquinas segun opciones comerciales.



2.4.9. Entarimadoras

Son las maquinas encomendadas a ir formando las tarimas de cajas con
producto terminado o botellas vacias, las que se transportan por distintos

medios a las bodegas de productos terminados o de envase respectivamente.

2.5. Biopeliculas

Una biopelicula se considera como una matriz biologicamente activa
formada por células de una o varias especies y sustancias extracelulares en
asociacion con una superficie solida, incluyendo superficies minerales, tejidos
vivos 0 muertos de animales o plantas, polimeros sintéticos, ceramicas y

aleaciones de metales.

Figura 1. Microfotografia de SEM de una biopelicula de L.

monocytogenes sobre una tuberia de PVC

Fuente: NAVIA, Diana. Las biopeliculas en la industria de alimentos. p. 119.
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La mayoria de las células se pueden adaptar porque se adhieren a
superficies con presencia de sustratos que generalmente estan contenidos

dentro de una matriz organica polimérica de origen microbiano.

2.5.1. Composicion

La composicion de las biopeliculas es variada y depende del tipo de
células involucradas en la biopelicula. Las microcolonias pueden estar

compuestas por:

. 10-25 % de células

o 75-90 % de matriz polimérica extracelular (EPS)

Los requisitos para el crecimiento de la biopelicula son la presencia de
microorganismos Yy el sustrato; si alguno de estos no se encuentra disponible, la
biopelicula no se formara. La sinergia existente dentro de la comunidad de la
biopelicula, es el factor que permite que ésta soporte condiciones adversas y

pueda sobrevivir.
2.5.2. Sustancias poliméricas extracelulares EPS
Las biopeliculas que se encuentran en la naturaleza consisten en
comunidades de microorganismos primarios viables y no viables protegidos por

sustancias poliméricas extracelulares (EPS) polianidonicas fijadas a la

superficies.
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Las EPS pueden contener polisacaridos, proteinas, fosfolipidos, &cidos
nucleicos, &cidos teicoicos y otras sustancias poliméricas hidratadas con un
porcentaje de agua entre 85 y 95 por ciento. Las sustancias poliméricas
extracelulares protegen a los microorganismos que hacen parte de la
biopelicula contra agentes antimicrobianos, previenen el acceso de biocidas,
secuestrantes metalicos, toxinas, evitan la deshidratacion, refuerzan la
resistencia de la biopelicula al estrés ambiental y permiten a los

microorganismos capturar los nutrientes.
2.5.3. Biopeliculas en cerveceria
Los microorganismos que descomponen la cerveza se limitan a unos

pocos. El microorganismo mas importante en la descomposicion de la cerveza

ha sido el Lactobacillus brevis.

Tabla I. Reclamaciones debido a organismos que dafian la cerveza
Especie 1997 1998 1999 2000 2001 2002
Lactobacillus brevis 36.0 42.0 40.0 50.0 42.7 4838
Lactobacillus lindneri 10.0 4.0 10.0 75 127 114
L. brevisimilis 5.0 1.0 1.0 1.9 0 2.4
L. plantarum 2.0 4.0 2.0 0.9 0.7 2.4
L. casei/paracasei 1.0 9.0 5.0 85 40 41
L. coryniformis 6.0 11.0 4.0 0.9 2.7 5.7
Pediococcus damnosus 40 140 120 142 213 122
Pectinatus sp. 31.0 3.0 6.0 4.7 10.0 6.5
Megasphaera sp. 6.0 20 4.0 3.8 4.0 1.6
Obesumbacterium proteus/ Enterobacter 2.0 1.0 0 47 0 0
agglomerans
Saccharomyces wild yeast 0 6.0 20 47 20 33
Non- Saccharomyces wild yeast 7.0 3.0 0 0 0 1.6

Fuente: TIMKE, Markus. Analysis of biofilm communities in breweries. p. IX.
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El crecimiento de estos microorganismos en la cerveza tiene diferentes
impactos en la calidad del producto. Se puede observar algunos de estos

impactos en la tabla II.

Tabla Il. Consecuencias del crecimiento bacteriano en cerveza
Especie Efecto en la cerveza
Lactobacillus brevis Turbidez, sedimento
Lactobacillus lindneri Turbidez, sedimento
L. brevisimilis Ligera turbidez, ligeros sedimentos
L. frigidus Turbidez fuerte, ligas
L. casei Ligera turbidez, ligeros sedimentos, sabor a diacetil
Pediococcus Sedimentos, en parte ligera turbidez, sabor a diacetil
damnosus
Pectinatus Sedimentos, turbidez, sabor y olor desagradable

cerevisiiphilus
Megasphaera cerevisie Ligera turbidez, en parte ligeros sedimentos, sabor y olor
nauseabundos

Fuente: TIMKE, Markus. Analysis of biofilm communities in breweries. p. X.

2.5.3.1. Formacién biopeliculas

Las bacterias que dafian a la cerveza son sensibles al calor,
desinfectantes y a un ambiente seco, debido a esto solo sobreviven en

combinacion con mas microorganismos resistentes.

El primero de los pasos en la formacion de biopeliculas se da por la
bacteria del acido acético, la cual coloniza las superficies, en particular
Acetobacter pasteurianus y Gluconobacter frateurii. Luego se da lugar a la

formacion de ligas en ciertos nichos.
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El siguiente paso postulado es el asentamiento de levaduras y
Lactobacillus brevis. La acidificacion del ambiente por medio de las bacterias de
acido acético modifica el ambiente, permitiendo a las bacterias lacticas acido
tolerantes a asentarse. Las levaduras y bacterias de &cido acético producen
ligas y baba que protege a los microorganismos. La presencia de lactato,
originada de las bacterias de acido lactico, permite la colonizacion de
microorganismos anaerobicos dafiinos para la cerveza, como Pectinatus spp. y

Megasphaera sp.

Finalmente, cerveza remanente y espuma proveen una fuente de
nutrientes constante. Por lo tanto, las biopeliculas son consideradas como una

reserva de microorganismos dafinos para la cerveza.

2.5.3.2. Contaminacién secundaria

Las biopeliculas pueden ser acarreadas por personas, salpicaduras,
movimientos, accion del aire a estructuras y equipo, las cuales pueden caer
dentro de envases. Esto es conocido como contaminacion secundaria, la cual
toma lugar durante el proceso de llenado. Una infeccidén de la cerveza durante
el proceso de produccién es definida como una contaminacién primaria.

Cualquiera de estas dos contaminaciones disminuye la calidad del producto.
2.6. Control microbiol6gico dentro de salon de embotellado
Idealmente, se tiene una carga microbiana baja, debido a que en el

proceso de elaboracion se le presta bastante atencion a la higiene y el proceso

de filtracién es eficiente.
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2.6.1. Pasteurizacién

A pesar de que la cerveza es relativamente resistente a arruinarse, esto
no quiere decir que los microorganismos sean incapaces de crecer. Por esta
razén, cerveza es tratada para eliminar cualquier residuo de levaduras
cerveceras, levaduras salvajes y bacterias que puedan infectarla antes o
durante el empacamiento. Para tratar la cerveza microbioldgicamente, se debe

pasteurizar.

La pasteurizacion se puede realizar de dos formas:

. Pasteurizacion flash
. Pasteurizacion por tunel
2.6.1.1. Pasteurizacion flash

En la pasteurizacion flash, la cerveza fluye a través de un intercambiador
de calor, el cual aumenta la temperatura, por lo general a 72 grados centigrados
(162 grados Farenheit). El tiempo de residencia de la cerveza en el
intercambiador es de 30 a 60 segundos, lo cual es suficiente para matar a todos

los microbios.

La configuracion del pasteurizador flash funciona de manera que el calor
de la cerveza que esta dejando el equipo se utiliza para calentar a la cerveza
entrante. Es esencial que el nivel de oxigeno sea lo mas bajo posible antes de
la pasteurizacion, debido a que cuando la temperatura aumenta, el oxigeno se

cocina dentro del producto, causando sabores desagradables.
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2.6.1.2. Pasteurizacion por tunel

Los pasteurizadores de tunel comprenden largas camaras de calor a
través de las cuales la cerveza sellada o tapada, ya sea en lata o botella, es
transportada por un periodo de minutos. Las temperaturas en un tunel de
pasteurizacion son bajas, aproximadamente 60 grados centigrados (140 grados

Farenheit), por un tiempo de residencia de 10 a 20 minutos.

2.6.1.3. Unidades de pasteurizacion

Una unidad de pasteurizacion (PU) esta definida como 1 minuto a 60
grados centigrados (140 grados Farenheit) o su equivalente basado en la curva

promedio de muertes de microorganismos encontrados en la cerveza.

Los diagramas de pasteurizacion para microbios cerveceros presentan
una linea continua que define las condiciones tiempo-temperatura que se

necesitan para entregar un minimo de unidades de pasteurizacion.

El diagrama de pasteurizacibn es una curva logaritmica, establecida
mediante observaciones empiricas. La curva relaciona el tiempo y la
temperatura del tratamiento de calor a los microorganismos sobrevivientes o

muertos.
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Figura 2. Diagrama de pasteurizacion
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Fuente: LEWIS, Michael. Brewing. p. 358.

Cerveceros utilizan tradicionalmente de 5-15 unidades de pasteurizacion.
Esta cantidad de calor debe ser recibida por el centro de la botella o lata, de
manera que la cerveza cercana a las superficies del contenedor reciba mas

calor, en el caso de la pasteurizacion por tunel.

A continuacion se muestran los perfiles de temperatura del agua y de la

cerveza en un pasteurizador de tunel.
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Figura 3. Perfiles de temperatura y unidades de pasteurizacion
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2.6.2. Preservantes

No se afladen aditivos a la cerveza debido a un compromiso voluntario
arreglado en la ley alemana de pureza. Esto hace que la bebida cumpla con

altos parametros de calidad y libre de compuestos quimicos preservantes.
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2.7. Medios microbiolégicos

Los medios microbiolégicos se pueden utilizar para diferentes fines, los
cultivos se realizan en lugares asépticos, generalmente un laboratorio de

microbiologia en un ambiente aislado.

2.7.1. Medio de enriguecimiento

Un medio de enriquecimiento es un medio de cultivo que contiene los
nutrientes necesarios para apoyar el crecimiento de una amplia variedad de
microorganismos, entre ellos algunos de los mas exigentes. Se utilizan
comunmente para la cosecha de diferentes tipos de microbios que estan

presentes en la muestra.

2.7.1.1. Medio de enriguecimiento NBB-B-AM

Es un medio de enriguecimiento para la deteccién de bacterias que dafian
la cerveza. Tiene un pH de 5,9 + 0,1. Se utiliza en el andlisis de puntos débiles
en llenadoras y lugares de produccion, donde luego se pueden realizar analisis

posteriores.

Para obtener un buen analisis acerca de la higiene del sal6n, se deben de
tomar por lo menos una vez a la semana de 20 a 30 muestras en el salén. La
incubacion se realiza por un maximo de 3 dias, de 26 a 28 grados centigrados,
bajo condiciones anaerobicas. Este medio de enriquecimiento es sensible a los
microorganismos que dafan a la cerveza, y al momento de detectarlos, el color
del indicador cambia de rojo a amarillo. El tiempo de respuesta al cambio de

color, depende de varios factores, entre ellos:
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Conteo de células inicial

Tipo de gérmenes

Grado de adaptacién a la cerveza

Condicion fisioldgica y origen de los gérmenes

Figura 4.

Generacion de microorganismos dafiinos

Etapa

Gérmenes

Resultados del hisopado con NBB-
B-AM (cambio de color de rojo a
amarillo) 27 °C

Caso

Normal

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Bacterias de acido acético
Gluconobacter frateurii
Acetobacter liguefaciens

y Otros microorganismos
formadores de ligas

Capas de bacterias de acido
acético

(Acetan) También
microorganismos formadores de
ligas.

Capas de bacterias de acido
acético (biofilms)

Biofilms persistentes
Formacion de ligas
Encapsulacion

Capas de bacterias de acido
acético (biofilms)

Biofilms persistentes
Levaduras +

Bacterias de acido lactico +
Bacterias coliformes +

Capas de bacterias de acido
acético

Biofilms persistentes
Levaduras +

Bacterias de acido lactico+
Pectinatus, Megasphaera +
Bacterias coliformes +y
gérmenes patdgenos potenciales

- Después de 4-5 dias

+ Después de 3 dias

+ Después de 2 dias

+ Después de 1-2 dias
Gas +

+ Después de 1 dia
Gas +

Fuente: Dohler. Microsafety design user manual NBB-B-AM. p. 3.
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Una incubacion de un dia puede ser suficiente en caso de una
contaminacion muy alta. La mayoria de las veces se requieren varios dias para
identificar trazas de contaminacion. La evaluacion final se debe realizar hasta

dentro de tres dias.

Los resultados proporcionados por el medio de enriquecimiento se
reportan de dos maneras. La primera es la representacion en porcentaje de la
cantidad de tubos de ensayo donde hubo un viraje positivo. Un salon de
embotellado con varias lineas de produccion se encuentra en un buen estado
cuando los tubos estan debajo de un 30 por ciento de tubos con viraje positivo.
El segundo, es el reporte del dia en que el medio dentro del tubo de ensayo

cambio de color de rojo a amarillo y los microorganismos que se encontraron.

Figura 5. Reporte resultados de medio de enriquecimiento NBB-B-AM

% positive results

unstable hygienic conditions

- w trendling
@ positive results

Fuente: Dohler. Microsafety design user manual NBB-B-AM. p. 4.
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2.7.2. Medio de cultivo

Un medio de cultivo consta de un gel o una solucidon que cuenta con los
nutrientes necesarios para permitir, condiciones favorables de pH vy
tempertatura, el crecimiento de virus, microorganismos, ceélulas, tejidos

vegetales o incluso pequefias plantas.

Existen varias presentaciones de estos medios. Existen presentaciones
desecadas en forma de polvo fino o granulas antes de ser preparados. Ya
preparados pueden encontrarse en estado sélido, semisoélido o liquido.

Generalmente tras analizar un cultivo, se realiza un conteo bacteriano con
el fin de saber cuél es la densidad de poblacién microbiana que se encuentra en

la muestra representativa.
2.8. Microorganismos

Son seres vivos que solo pueden ser observados por medio de un
microscopio, presentan una organizacién biolégica elemental y pueden ser
unicelulares o pluricelulares. La ciencia que los estudia es la microbiologia.

2.8.1. Morfologia de las células de Lactobacillus plantarum

L. plantarum pertenece a los bacilos heterofermentativos de acido lactico.

Estos forman gas del gluconato, pero no de los azucares fermentables

comunes. Es considerado un potencial dafador de la cerveza. Su presencia

hace que se puedan distinguir malos sabores, por la accion del diacetil.
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2.8.2. Morfologia de la células de Pediococcus damnosus

El coco mas importante de las bacterias de acido lactico en la cerveceria
es el Pediococcus damnosus. Es una bacteria bastante temida debido a la
formacién de diacetil, el cual da un sabor a queso desagradable. En botellas
contaminadas, se da la formacién de sedimento y aparece el sabor que el

diacetil posee.

2.8.3. Morfologia de las células de Pectinatus

Las especies de Pectinatus son GRAM-negativos, estrictamente
anaerobicas y absolutos dafiadores de la cerveza. Las células son delgadas,
con paredes paralelas, un poco arqueadas o con forma helicoidal. Tienen un
diametro en promedio de 0,8 micrometros (um) y una longitud de 4 micrémetros
(um ) y tienen extremos redondos. Estan ciliados lateralmente y se mueven

rapido si son jovenes; al envejecer el movimiento es mas lento.

El Pectinatus crece a temperaturas entre 15 y 40 grados Celsius, siendo
su 6ptimo rango entre 30 y 32 grados Celsius. Fermenta varios azlcares,
alcoholes de azucar y acidos organicos. En presencia de azucares
fermentables, el medio es acidificado, pero cuando el lactato o el piruvato es
fermentado, se puede notar un pequefio incremento del pH. Los metabolitos

primarios son los acidos propionico, acético y succinico.

La bacteria crece en cualquier cerveza con un pH mayor a 4,4 y con bajo
contenido de oxigeno (<0,3 mg/L). Altos valores de oxigeno son tolerados solo
en casos de severas contaminaciones. La cerveza contaminada exhibe
sedimentos pesados, neblina y codgulos, como mal sabor y olor. El Pectinatus

se considera como una contaminacion secundaria sélo en cerveza embotellada.
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2.8.4. Morfologia de las células de Megasphaera

La Megasphaera cerevisiae es GRAM-negativo, estrictamente anaerdbica,
y absoluta dafiadora de la cerveza. A diferencia del Pectinatus, presenta una
forma de células ovalada o redonda, preferiblemente como pares o cadenas de
cuatro. Tienen diametros de 1,2 a 1,6 micrometors (um). El rango de
temperatura para esta especie es de 15 a 37 grados Celsius, con un rango
optimo de 28 a 30 grados Celsius. Su crecimiento se da tanto en presencia de
azucares, como si no los hay. Sus principales metabolitos son el &cido butirico,
acético, propanoico, valérico y caprilico, asi como también diéxido de carbono e

hidrogeno molecular. Sulfuro de hidrégeno se produce también.

Una ligera acidificacién ocurre en la presencia de fructosa, mientras que el
pH aumenta si el medio esta libre de azucares, debido a la fermentacion del

lactato o piruvato.

M. cerevisiae solo forma ligera neblina y sedimentos apenas visibles, pero
causa sabores y olores desagradables. Se forman compuestos de mal olor
como el sulfuro de hidrégeno y acidos butirico y caprilico. Como la especie no
tolera el alcohol muy bien, cervezas con bajo alcohol y cervezas de dieta estan
particularmente en riesgo. Se requiere bajos niveles de oxigeno (<0,3 mg/L) y
valores de pH arriba de 4,5 para que tenga crecimiento, mientras que el
extracto fermentable y la amargura no influencia en la susceptibilidad a la

contaminacion.
M. cerevisiae es un tipico contaminador secundario en los salones de

embotellado, su comportamiento es bastante similar al Pectinatus, puede que

ambos sean encontrados en los mismos puntos débiles.
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2.9. Caracterizacion de microorganismos

Existen diferentes tipos de pruebas para caracterizar y confirmar un
microorganismo, el cual ha sido aislado para su andlisis. Entre las pruebas mas
importantes estan las pruebas primarias, como la tincion de Gram y la prueba
de la catalasa. También se utiliza la prueba de la oxidasa.

2.9.1. Tincion de Gram

La tincion de Gram es una tincion diferencial que permite observar la
morfologia bacteriana. El fundamento radica en las diferencias estructurales de
la pared celular de ambos grupos bacterianos. Las bacterias Gram positivas
tienen una gruesa capa de peptidoglicano en su pared, mientras que las
bacterias Gram negativas tienen una capa de peptidoglicano mas fina y una

capa lipopolisacarida externa.

Al afadir alcohol-acetona se arrastrara el colorante sélo en las Gram
negativas, mientras que en las Gram positivas queda retenido y las células
permaneceran de color violeta, debido al colorante cristal violeta. Las células
Gram negativas se tefiran de color rosado por el colorante de contraste

utilizado (safranina).
2.9.2. Prueba de la catalasa
La prueba analiza la capacidad de destruir los derivados toxicos del
oxigeno, generados por algunas bacterias mediante la enzima catalasa, que

descompone le peréxido de hidrégeno. Se debe de utilizar agua oxigenada al

10 por ciento.
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La reaccion positiva de la catalasa implica desprendimiento de oxigeno:

2H,0, > 2H,0 + 0,.

2.9.3. Prueba de la oxidasa

La prueba hace uso de discos impregnados con el reactivo TMFD o
DMFD, el cual también es un indicador redox. El reactivo para de azul oscuro a

granate al ser oxidado, y se vuelve transparente al ser reducido.

Las bacterias oxidasa positiva poseen citocromo oxidasa o indofenol
oxidasa. Ambas catalizan el transporte de electrones de compuestos donantes
a receptores de electrones. El sistema citocromo esta normalmente presente
solo e los organismos aerobios capaces de usar el oxigeno como aceptor final
de hidrégeno. El producto final de este metabolismo puede ser agua o peréxido

de hidrégeno.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Variables

Para la realizacion del andlisis son fundamentales las variables tiempo,
temperatura del ambiente y el porcentaje de muestras positivas tomadas del
salén de embotellado.

Tabla lll. Descripcion de variables
Variable Dimensional | Dependiente | Independiente
Tiempo Dia X
Temperatura °C X
Porcentaje muestras positivas % X

Fuente: elaboracion propia.

3.1.1. Descripcion de variables a manipular
No se manipularan variables debido a que se analizara periédicamente un
fendbmeno que esta en desarrollo durante un periodo de tiempo. Las variables
son dadas por las condiciones del salon de embotellado.
3.1.2. Independientes
La variable independiente sera el tiempo entre el cual se toman las

muestras y la temperatura del ambiente del salon del embotellado. Esto para

representar la periodicidad del andlisis y las condiciones a las que fue realizado.
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3.1.3. Dependientes

La variable dependiente sera el porcentaje de tubos con medio de
enriquecimiento con viraje positivo. Esta variable es de interés debido a que

refleja el estado de higiene del salon y la tendencia a formar biopeliculas.

3.2. Delimitacion del campo de estudio

El estudio se limitara a la implementacion de analisis de biopeliculas en
superficies de un salon de embotellado de cerveza y a la caracterizacion de las
especies de microorganismos dafiinos para la misma, incluyendo el

mejoramiento del sistema de limpieza.
3.3. Recursos humanos disponibles
Para realizar el andlisis fue necesario un investigador y un asesor que

guiara el trabajo a partir de la experiencia profesional, los cuales se presentan

en la lista siguiente:

o Diego Josué Milian Izeppi: investigador
o Inga. Hilda Piedad Palma de Martini: asesor
3.4. Recursos materiales disponibles

Es necesario tener el equipo de laboratorio adecuado para poder analizar
a los microorganismos formadores de biopeliculas de manera correcta y

obtener un resultado confiable.
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3.4.1. Cristaleria 'y equipo

En la siguiente lista se presenta la cristaleria y el equipo de microbiologia
necesario para realizar un analisis de biopeliculas en superficies y confirmar la

presencia de ciertos microorganismos.

o Tubos de ensayo sellados
) Gradilla

o Pipeta de 10 mililitros

o Puntas para pipetas

o Hisopos estériles sellados

o Incubadora anaerébica de 27 grados Celsius
o Campana de extraccion

o Microscopio, marca Leica

o Cajas de Petri

o Termometro

o Autoclave, marca Varioklav

o Porta objetos

o Mechero

o Asa bacteriolégica

o Tiras Bactident® Oxidasa, marca Merck

3.4.2. Reactivos
Los reactivos brindan la capacidad de seleccionar y clasificar las muestras

tomadas del salon de embotellados. Estos son especificamente para el analisis

de microorganismos.
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o Medio de enriquecimiento NBB-B-AM, marca Doéhler

o Cristal violeta

o Lugol

o Agua esteéril

o Solucién alcohol acetona
o Safranina

o Agua oxigenada

o Alcohol al 95 % (v/v)

Aceite de inmersion

3.5. Técnica cualitativa y cuantitativa

El trabajo de investigacion posee tanto un andlisis cualitativo y uno
cuantitativo. Se analizara un fenbmeno en un sistema, del cual los resultados
dependen de los cambios cualitativos presentados en medios de
enriquecimiento, para luego analizarlos cuantitativamente como un conjunto de

datos.

El trabajo de investigacibn es de caracter cualitativo, cuantitativo y

experimental.
3.6. Recoleccién de lainformacion
Para obtener los datos que servirdn para elaborar los resultados es

necesario seguir una serie de procedimientos, de esta manera se puede

recolectar y ordenar la informacion.
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3.6.1. Preparacién tubos de ensayo

Los tubos de ensayo deben de estar previamente esterilizados, para que
microorganismos del ambiente no interfieran en el analisis, causando una

contaminacion cruzada.

Si los tubos no estan esterilizados, proceder a esterilizarlos por medio de

un autoclave.

o Esterilizacion: es determinante el esterilizar los instrumentos y equipo a
utilizar durante un andlisis microbiolégico, para evitar contaminaciones
cruzadas y datos erroneos.

o Verificar que el autoclave esté conectado a una fuente de poder y
gue el recipiente de condensados tenga un nivel 6ptimo de agua.
o Abrir la compuerta del autoclave y colocar dentro los instrumentos

y equipo a esterilizar.

o Colocar cinta de autoclave a los items a esterilizar.

o Cerrar la compuerta y la valvula de presion del autoclave.

o Fijar la temperatura a 121 grados Celsius.

o Encender el autoclave.

o Al finalizar, abrir lentamente la valvula de presion, para que el

condensado salga.

o Abrir la compuerta y sacar los instrumentos y equipos ya
esterilizados.

o Revisar que el nivel de condensados no supere el nivel 6ptimo,

provocando un derrame.
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3.6.2. Preparaciéon tubos con medio de enriquecimiento
NBB -B-AM

Los tubos de ensayo deben de contener el medio de enriquecimiento, el
cual hasta ese momento debe de estar almacenado de 4 a 8 grados Celsius. De
no ser asi se pueden obtener lecturas falsas al momento de realizar el

muestreo.

o Colocar los tubos de ensayo en una gradilla dentro de una campana de
ventilacion para microbiologia.

o Abrir el medio de enriquecimiento NBB-B-AM dentro de la campana.

o Abrir un tubo de ensayo y utilizando una pipeta serolégica y una punta
esterilizada, extraer 10 mililitros del medio de enriquecimiento y verter

dentro del tubo de ensayo.

o Cerrar el tubo de ensayo y colocar nuevamente en la gradilla.
o Repetir el procedimiento con todos los tubos de ensayo para muestrear.
3.6.3. Andlisis de superficies en el salén de embotellado por

medio de hisopado

El analisis de las biopeliculas se realiza en puntos clave del salén de
embotellado, en donde las botellas y latas sin tapar pueden tener contacto con

el ambiente y sufrir una contaminacion cruzada.

o Hisopado: la utilizacion de hisopos estériles de algodon para la toma de
muestras es bastante Util para recoger materia que se encuentre dispersa
en distintos tipos de superficies. El hisopo permite llegar a lugares que no

estan a la vista.
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o Colocarse guantes.

o Identificar el tubo con medio de enriquecimiento con la superficie
que se va a muestrear.

o Sostener el tubo de ensayo con la mano izquierda y con el dedo
mefique de la mano derecha destapar el tubo de ensayo.

o Agarrar un hisopo por la punta posterior, utilizando para ello los
dedos pulgar, indice y corazén.

o Sumergir el hisopo dentro del medio de enriquecimiento y luego
haciendo fuerza con un angulo de 90 grados barrer la superficie a
analizar, tratando de recolectar la materia que se perciba.

o Quebrar el hisopo dentro del tubo, de modo que el extremo que ha
sido tocado no caiga dentro del tubo de ensayo.

o Repetir el mismo procedimiento con todos los puntos criticos de

muestreo.

3.6.4. Transporte e incubacién

Luego de tomar las muestras es importante llevarlas a un lugar adecuado,
para que estén libres de contaminacién y en un ambiente adecuado segun las

indicaciones de incubacion, esto para tener resultados confiables.

o Llevar los tubos de ensayo con las muestras tomadas de superficies lo
mas pronto posible al laboratorio de microbiologia.

o Incubar en aerébicamente a 27 grados Celsius.

o Revisar diariamente el viraje del medio de enriquecimiento en los tubos
(el viraje de color es de rojo a amarillo).

o Incubar por un maximo de 3 dias.
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3.6.5. Lectura de muestras en tubos de ensayo
Durante un maximo de tres dias de incubacion, revisar diariamente el
viraje de los tubos de ensayo y apartarlos segun el dia en que el medio de

enriquecimiento tuvo un cambio de color (rojo a amarillo).

Con los tubos de ensayo que tuvieron un viraje positivo, se realizaran las

siguientes pruebas en el siguiente orden:

3.6.5.1. Tincién de Gram

Esta es una tincion diferencial que permite distinguir los microorganismos

dependiendo de la morfologia celular bacteriana, esta tincion es de caracter

cualitativo.

o Flamear toda la superficie del asa hasta el rojo vivo.

o Aislar y recoger una colonia bacteriana con el asa.

o Extender una colonia bacteriana sobre un portaobjetos con una gota de

agua y fijarla en llama.

o Agregar cristal violeta de manera que se cubra toda la superficie de la
colonia.

o Dejar en contacto por 1 minuto.

o Lavar con agua estéril el exceso de colorante.

o Anadir lugol, cubriendo toda la superficie.

o Dejar en contacto por 1 minuto.

o Lavar el portaobjetos utilizando unicamente 3 gotas de solucion alcohol-
acetona.

o Enjuagar con agua estéril.

o Tefiir la superficie agregando safranina.
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o Esperar 1 minuto.

o Enjuagar con agua estéril.
3.6.5.2. Prueba de la catalasa
La catalasa en una enzima que descompone al perdxido de hidrogeno en

oxigeno y agua, algunas bacterias contienen esta enzima y se pueden clasificar

segun su reaccion con el perdxido de hidrégeno.

o Flamear toda la superficie del asa hasta el rojo vivo.
o Aislar y recoger una colonia bacteriana con el asa.
o Colocarla sobre un portaobjetos.
o Agregar una gota de agua oxigenada al 10 por ciento.
o Observar si hay desprendimiento de oxigeno, como efervescencia.
o Si lo hay, la prueba es positiva.
3.6.5.3. Prueba de la oxidasa

Esta prueba consiste en detectar la enzima oxidasa, generalmente en
bacterias Gram negativas. Se da una reaccién que da lugar a un sitema
citocromo-oxidasa, el cual permite clasificar a la muestra como oxidasa positiva

0 negativa.

o Realizar una suspension densa en 0,2 mililitros de agua destilada estéril

a partir de un cultivo puro.

o Agregar una tira Bactident ® Oxidasa.
o Esperar un minuto.
o Si la prueba es positiva se observara una coloracion rojo-fucsia en la tira

y/o en la solucién.

35



Figura 6.
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Fuente: BACK, Werner. Colour Atlas and Handbook of Beverage Biology. p. 43.

3.7. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion

En el presente analisis se recolectaron muestras de diferentes puntos para

ser analizadas microbiolégicamente. A continuacion se presenta el detalle de

los puntos de muestreo y los resultados de las muestras a través del tiempo.
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3.7.1. Delimitacion de los puntos de muestreo

Para tener consistencia en el andlisis de biopeliculas del salon, se
eligieron 34 puntos que fueron considerados como posibles focos de

contaminacion. A partir de estos puntos se desarrollo el estudio.

Tabla IV. Descripcion de los puntos de muestreo

PUNTO LINEA DESCRIPCION
1 Parte superior del transportador de envase
2 Panel del rinser
3 Parte media del transportador de envase
4 Parte inferior del transportador de envase
5 Superficie de la entrada a la llenadora
6 . Canaleta protectora de la entrada de la llenadora

LINEA1A ,

7 Canaleta protectora de la salida de la llenadora
8 Carril de salida de la llenadora
9 Estrella transportadora de la llenadora
10 Estrella transportadora de la selladora
11 Armadura 1 de transporte de envase
12 Armadura 2 de transporte de envase
13 Parte superior del transportador de envase
14 Panel del rinser
15 Parte media del transportadora de envase
16 Parte inferior del transportadora de envase
17 Superficie de la entrada de la llenadora
18 LINEA 1B Condgcto de.dIOXIdO de carbono
19 Carril de salida de la llenadora
20 Estrella transportadora de la llenadora
21 Estrella transportadora de la selladora
22 Armadura 2 de transporte de envase
23 Armadura 4 de transporte de envase
24 Armadura 6 de transporte de envase
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Continuacion de la tabla IV.

PUNTO LINEA DESCRIPCION

25 Salida lavadora de envase

26 Domo cobertor plastico 1

27 Domo cobertor plastico 2

28 Domo cobertor plastico 4

29 . Domo cobertor plastico 5

LINEA 1 —
30 Superficie del transporte de envase 1
31 Superficie de transporte de envase 2
32 Superficie entrada inspector de envase
33 Estrella transportadora de la llenadora
34 Estrella transportadora de la coronadora
Fuente: elaboracion propia.
3.7.2. Andlisis de los puntos de muestreo por medio del

En las siguientes tablas se presentan los resultados de las 4 semanas de

muestreo. Se presentan como 1 las muestras que obtuvieron un viraje positivo y

medio de enriquecimiento NBB-B-AM

como 0 las que no obtuvieron ningun viraje.

Tabla V.

Andlisis microbiolégico de puntos de muestreo semana 1

Punto

Dia 1

Dia 2

5\

Dia 7 |Frecuencia
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Continuacion de la tabla V.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27
28
29
30
31

32

33
34

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VI. Resumen del analisis microbiolégico semana 1

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

Nidmero de tubos con viraje positivo 13 13 14 17 16 21 16

Porcentaje de tubos con viraje positivo | 38,24 % | 38,24 % | 41,18 % | 50,00 % | 47,06 % | 61,76 % | 47,06 %

Fuente: elaboracion propia.
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N
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Tabla VII.  Andlisis microbiol6gico de puntos de muestreo semana 2
Punto [ Dia 8 |Dia 9 [Dia 10 [ Dia 11 [ Dia 12 [ Dia 13 | Dia 14 | Frecuencia

1 0 0 1 0 1 1 0 3
2 0 1 0 0 0 0 0 1
3 1 0 0 0 0 0 0 1
4 1 1 0 1 0 1 1 5
5 0 1 1 1 1 1 1 6
6 1 1 1 1 1 1 1 7
7 1 1 1 1 1 1 1 7
8 0 0 1 1 1 1 0 4
9 1 1 1 1 1 1 0 6
10 1 1 1 1 1 1 1 7
11 1 1 1 1 1 0 0 5
12 0 0 1 1 1 0 1 4
13 0 0 1 1 0 0 0 2
14 0 1 0 0 0 0 0 1
15 0 0 1 0 0 0 0 1
16 0 1 0 0 0 0 0 1
17 1 1 1 1 1 1 1 7
18 1 1 1 1 1 1 1 7
19 1 1 1 1 1 1 1 7
20 1 1 1 1 1 1 1 7

1 1 1 1 1 1 1 7

1 1 0 1 1 0 0 4

1 1 0 1 1 0 1 5

1 1 1 1 1 1 0 6

0 0 0 0 0 0 0 0

N
(631
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Continuacion de la tabla VII.

26 0 0 1 0 1 0 1 3
27 0 0 0 0 0 0 0 0
28 1 0 0 0 0 0 0 1
29 0 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 1 0 1 2
31 0 0 1 0 1 0 0 2
32 1 1 1 1 1 0 0 5
33 1 1 1 0 1 1 0 5
34 1 1 1 1 1 0 1 6
Fuente: elaboracion propia.
Tabla VIIl. Resumen analisis microbiolégico semana 2
Dia 8 Dia 9 Dia10 | Diall | Dial12 | Dia1l3 | Dia 14
NUmero de tubos con viraje positivo 19 21 22 20 23 15 15

Porcentaje de tubos con viraje positivo | 55,88 % | 61,76 % | 64,71 % | 58,82 % | 67,65 % | 44,12 % | 44,12 %

Fuente: elaboracion propia.

Tabla IX. Andlisis microbiolégico de puntos de muestreo semana 3

Punto [ Dia 15| Di Dia 17| Dia 18| Dia 19 | Dia 20 | Dia 21| Frecuencia
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Continuacion de la tabla IX.

11

12

13

14

15

16
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P|IORPIOO|O|I0O|0O|0O|0O|0O|OC|FR|FP|IFP|IPIPIFPIOCIOC|OC|IOC|F|F

R|O/O|O|O|O|OCO|O|O|O|FR|IO|O|FP|FP|FP|IO|P|OjO|O|OC|O|O

PP OO|O|O|O|O|O|O|O|OCO|O|FP|FP|FP|IP|P|IO/O|O|O | |O

ORI O|I0O|0O|0O|0CO|0O|0O|O|FR|IO|O|FR|(FP|IFP|IPIFPIO/O|O|OC|O|O

OO |FP|IFPIFPIOIOCIOINIFP|IA|IRP|IPIOIN|IN|O|IN|O|O|RP|IO|M W

Fuente: elaboracion propia.

Tabla X. Resumen analisis microbioldogico semana 3

Dia 15

Dia 16

Dia 17

Dia 18

Dia 19

Dia 20

Dia 21

Numero de tubos con viraje positivo

19

19

17

16

13

15

15

Porcentaje de tubos con viraje positivo

55,88 %

55,88 %

50,00 %

47,06 %

38,24 %

44,12 %

44,12 %

Fuente: elaboracion propia.
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Andlisis microbiolégico de puntos de muestreo semana 4

Tabla XI.

Punto [ Dia 22 | Dia 23 | Dia 24 | Dia 25| Dia 26 | Dia 27 | Dia 28 | Frecuencia

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27
28
29
30
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Continuacion de la tabla XI.

31 0 0 0 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0 0 0
33 0 0 0 0 0 1 0 1
34 0 0 0 1 1 1 1 4
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XII. Resumen analisis microbiol6gico semana 4
Dia22 | Dia23 | Dia24 | Dia25 | Dia26 | Dia27 | Dia28
Nidmero de tubos con viraje positivo 9 10 10 12 13 14 13

Porcentaje de tubos con viraje positivo | 26,47 % | 29,41 % | 29,41 % | 35,29 % | 38,24 % | 41,18 % | 38,24 %

Fuente: elaboracion propia.

3.7.3. Condiciones del sal6n de embotellado
Se tomo a la temperatura como variable para conocer las condiciones del
salon de embotellado, debido a que la temperatura puede interferir en el

crecimiento de microorganismos.

Tabla XIII. Temperatura del salén de embotellado

Temperatura
[°C]
25
25
23
23
24
24

Dia

OO |W|IN|F
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Continuacion de la tabla XIII.

7 23
8 21
9 25
10 24
11 24
12 26
13 26
14 25
15 24
16 24
17 24
18 24
19 23
20 24
21 25
22 25
23 24
24 24
25 25
26 23
27 24
28 25
Promedio 24.14
nimcen | a0

Fuente: elaboracion propia.

3.8. Analisis estadistico

Para analizar la prioridad que cada punto de muestreo tiene en relacion a
los demas se realizé un diagrama de Pareto, el cual nos muestra cuales son los
puntos que requieren mas atencion, teniendo una prioridad mas alta. Para esto

se tomoé en cuenta la frecuencia con la cual cada punto dio un valor positivo.
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Ademas se calcul6 la frecuencia relativa para poder representar graficamente

gue porcentaje de incidencia tienen los puntos de muestreo elegidos.

Tabla XIV. Frecuencias de los puntos de muestreo

Prioridad | Punto | Frecuencia | Frecuenciarelativa | Frecuencia acumulada

6 28 6,36 % 6,36 %
2 17 28 6,36 % 12,73 %
3 19 28 6,36 % 19,09 %
4 20 28 6,36 % 25,45 %
5 27 6,14 % 31,59 %
6 27 6,14 % 37,73%
7 18 27 6,14 % 43,86 %
8 5 26 5,91 % 49,77 %
9 21 25 5,68 % 55,45 %
10 10 23 5,23 % 60,68 %
11 34 20 4,55 % 65,23 %
12 4 18 4,09 % 69,32 %
13 12 16 3,64 % 72,95 %
14 8 14 3,18 % 76,14 %
15 33 14 3,18 % 79,32 %
16 11 12 2,73 % 82,05 %
17 24 12 2,73 % 84,77 %
18 23 11 2,50 % 87,27 %
19 1 8 1,82 % 89,09 %
20 14 6 1,36 % 90,45 %
21 26 6 1,36 % 91,82 %
22 32 6 1,36 % 93,18 %
23 13 5 1,14 % 94,32 %
24 22 5 1,14 % 95,45 %
25 2 3 0,68 % 96,14 %
26 15 3 0,68 % 96,82 %
27 30 3 0,68 % 97,50 %
28 31 3 0,68 % 98,18 %
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Continuacion de la tabla XIV.

29 3 2 0,45 % 99,09 %
30 16 2 0,45 % 99,09 %
31 25 2 0,45 % 99,55 %
32 27 1 0,23 % 99,77 %
33 28 1 0,23 % 100,00 %
34 29 0 0,00 % 100,00 %
Fuente: elaboracion propia.
Figura 7. Diagrama de Pareto de los puntos de analisis microbioldgico
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Fuente: elaboracion propia.
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4. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir del andlisis
microbiolégico de superficies del salon de embotellado de cerveza, el cual se

enfocd en el crecimiento de biopeliculas.

Figura 8. Porcentaje de tubos positivos utilizando el medio de

enriguecimiento NBB-B-AM
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Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XV. Confirmacién de bacteria Lactobacillus

Tincién de Gram | Prueba de la catalasa | Endosporas | Prueba de la oxidasa| Bacteria

+ - - - Lactobacillus

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XVI. Otros microorganismos encontrados en las muestras

MICROORGANISMO PRESENCIA
Pediococcus Negativo

Levadura cervecera (Saccharomyces cerevisiae) Positivo
Levadura salvaje Positivo

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se evalud la efectividad de las limpiezas de superficies de un salon de
embotellado de cerveza por medio de un analisis de biopeliculas. Se
muestrearon 34 puntos de diferentes superficies que se catalogaron como
posibles focos de contaminacion secundaria por 28 dias, utilizando hisopos
estériles y un medio de enriguecimiento sensible a microorganismos que

descomponen la cerveza.

En la seleccion de los puntos de muestreo se escogieron aquellos por los
gue el envase pasa sin estar tapado, de modo que es posible que el envase se
contamine y asi mismo se contamine el producto. Cada muestra se incub6 por 3
dias a 27 grados centigrados en tubos de ensayo estériles. Luego del tercer dia
se observa cuales cambiaron de color (de rojo a amarillo), para tomar el

porcentaje de muestras positivas por dia.

En la figura 8 se puede observar el comportamiento microbiologico del
salén. El dia numero 1 pertenece al lunes de la semana 1. Se puede observar
que mientras los dias pasan, el porcentaje de tubos de enriquecimiento con
viraje a amarillo aumenta, lo que significa que el salén de embotellado esta mas
activo microbiolégicamente al pasar los dias. Hace falta mencionar que los dias
7, 14, 21 y 28 corresponden a limpiezas generales y especificas en el salon de
embotellado, razén por lo cual el nivel de actividad microbiologica disminuye en

las semanas después de haber alcanzado un maximo.
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Los resultados semana a semana se fueron analizando para reforzar la
limpieza. El salén de embotellado trabaja las 24 horas los 7 dias a la semana,
por lo que la actividad nunca cesa y es dificil encontrar momentos para
limpieza. Tras observar los resultados de la segunda semana se implementé
realizar limpiezas diarias de aproximadamente 30 minutos. Esto ayudo bastante
a mantener debajo del 50 por ciento el total de muestras con viraje positivo. Se
enfatizo en limpiar lugares que podrian ser posibles nichos, como por ejemplo
las areas debajo de las estructuras del transporte, donde se puede guardar

bastante suciedad y restos de cerveza.

Para la cuarta semana se pudo disminuir del limite propuesto, el cual era
de 30 por ciento. Esto se logré6 enfocando las limpiezas en los puntos con
mayor frecuencia y con la rigurosidad de las limpiezas diarias y la semanal.
Conforme pasaron los dias el porcentaje de tubos positivos crecid, como es de
esperarse al pasar los dias desde la limpieza general. Se pudo observar la
mejora en las ultimas dos semanas, indicando que las limpiezas implementadas

disminuyeron la actividad microbioldgica.

A partir del analisis estadistico utilizando el diagrama de Pareto, se pudo
observar cuales son los puntos mas frecuentes y que son necesario atacar
mejor en la limpieza. Los puntos ndmero 6, 17, 19 y 20 presentaron una
frecuencia con viraje positivo del 100 por ciento, lo que nos dice que estos
puntos se contaminan facilmente y es necesario prestarles atencion. Estos
fueron la canaleta protectora de la entrada de la llenadora de la linea 1A,
superficie de la entrada de la llenadora de la linea 1B, carril de salida de la
llenadora 1By la estrella transportadora de la llenadora 1B.
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Si se observan los puntos de muestreo que son menos frecuentes que los
antes mencionados se puede observar que son puntos que se encuentran en la
llenadora. Esto resulta logico por el hecho de que la cerveza cae en las
superficies circundantes y pueden crear actividad microbiolégica, siendo un
medio que provee de nutrientes a ciertos microorganismos, fase vital en la
formacién de las biopeliculas. Segun el diagrama de Pareto se pudo apreciar
gue en las superficies mas humedas es donde mejor se dan las condiciones
para que los microorganismos formadores de biopeliculas y que pueden
arruinar la cerveza por medio de una contaminacion secundaria puedan

desarrollarse.

Para confirmar que microorganismos son los que se encontraron en el
salon se tomaron los tubos que dieron positivo al analisis y se realizd un
estriado microbiologico con ellos utilizando un asa bacteriolégica previamente
esterilizada en un mechero. Se tom6 de la muestra el precipitado y la
sedimentacion que se formo para realizar el estriado. Se utiliz6 agar MRS y
NBB-B como base para realizar el estriado. Se tomaron las colonias mas
resistentes y se procedio a analizarlas por microscopio y por pruebas primarias.

En el inciso 6 del apéndice 3 se puede observar la morfologia de los
bacilos a través del microscopio. En esta se puede observar la forma alargada
de la bacteria y para confirmar dicha premisa se procedi6 a realizarse las
pruebas primarias. La primera prueba que se realiz6 fue la tincion de Gram, la
muestra retuvo el color azul purpura, caracteristico del reactivo cristal violeta.
Posteriormente se le hizo la prueba de la catalasa, la cual dio negativo ya que
no hubo desprendimiento de oxigeno. Tampoco hubo formacion de endosporas.
Siguiendo el diagrama presentado en la figura 6, se puede observar con

claridad que la bacteria observada es un Lactobacillus.
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Los Lactobacillus son bacterias que estan directamente involucradas con
la formacion de biopeliculas, por lo que se puede ver que el medio de
enriquecimiento NBB-B-AM es satisfactorio para realizar el andlisis para

prevenir que la cerveza se contamine por esta bacteria.

Se pudieron encontrar otras especies en las muestras analizadas. En el
inciso 7 del apéndice 3 se pueden observar levaduras cerveceras, conocidas
como Saccharomyces cerevisiae, se puede observar su morfologia en forma
ovalada y responden como Gram positivas al analizarlas. En el inciso 8 del
apéndice 3 se pueden observar levaduras salvajes, estas se denominan asi
porque presentan otra morfologia, diferente de las primeras y que pueden
producir sabores indeseados en la cerveza, estas también dieron Gram positivo

en la prueba.

Por lo tanto se tuvo un andlisis satisfactorio por el hecho de reconocer los
puntos débiles, saber que microorganismos pueden atacar el producto a causa

de una contaminacion secundaria y como atacar estos puntos débiles.

Para seguir mejorando la higiene del salén es necesario enfocarse en la
limpieza de lugares humedos y donde se pueda almacenar residuos de
cerveza, ya que estos son focos de contaminacion y pueden transportarse
facilmente por medio de fluidos, como el medio acuoso en el que estan o el aire
del ambiente. Quitar el exceso de cerveza de los transportadores y la llenadora
reduce que los microorganismos se puedan esparcir por el salén y reducir la
actividad biologica a un nivel controlable. Para que la actividad bioldgica no
aumente se tiene que continuar con las limpiezas diarias y semanales,
garantizando que no se amplien los focos de contaminacién durante el

transcurso de los dias de produccion.
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CONCLUSIONES

El porcentaje de tubos positivos con el medio de enriquecimiento NBB-B-
AM disminuye al realizar la limpieza general en todo el salén de

embotellado.

El porcentaje de tubos positivos con el medio de enriquecimiento NBB-B-
AM aumenta con el tiempo que se aleja de la limpieza general, al pasar
los dias de la semana, llegando a un méaximo en el dia 12 antes de la

limpieza.

Se confirm6 la presencia de Lactobacillus por medio de pruebas

primarias y microscopia.
Se confirmd la presencia de levaduras cerveceras Saccharomyces

cerevisiae y levaduras salvajes por medio de microscopia y la tincion de

Gram.
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RECOMENDACIONES

Realizar el analisis de superficies para identificar los focos de
microorganismos formadores de biopeliculas por lo menos una vez a la

semana.

Utilizar metodologias para identificar los microorganismos Megasphaera
y Pectinatus, los cuales tienen efectos directos sobre las caracteristicas
organolépticas de la cerveza y son indicio de una actividad biolégica

avanzada.

Analizar por medio de ADN a los cultivos de Lactobacillus muestreados,

identificando la cepa a la que pertenecen y los efectos en la cerveza.
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Apéndice 1. Requisitos académicos
o TEMA
CARRERA » AREA > CURSO ESPECIFICO
f NOMENCLATURA Y
—» QUIMICA OQng/’\\Alili?A PROPIEDADES DE
COMPUESTOS
TRANSPORTE DE
OPERACIONES sotipos
i OThCONES  imanins
COMPLEMENTARIAS
TRANSPORTE
FLUIDOS
MICROSCOPIA
LICENCIATURA EN
INGENIERIA
QUIMICA
—» MICROBIOLOGIA TINCIONES
. CEPAS
—» ESPECIALIZACION MICROBIANAS

Ly BIOINGENIERIA

FERMENTACION

CIENCIAS BASICAS Y
COMPELENTARIAS

—op

ESTADISTICA 2

ANALISIS
ESTADISTICO

Fuente: elaboracion propia.
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Diagrama Ishikawa

Apéndice 2.
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Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 3. Medio de enriquecimiento NBB-B-AM

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.
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Apéndice 4. Incubacion de muestras a 27 °C de forma aerobia

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.

Apéndice 5. Viraje positivo de rojo a amarillo en las muestras tomadas

de superficies luego de 3 dias

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.
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Apéndice 6. Microscopio Leicay reactivos Merck para realizar pruebas

primarias
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Continuacion del apéndice 6.

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.

Apéndice 7. Estriado en placas de Petri con agar MRS

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.
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Apéndice 8. Lactobacillus observados en el microscopio Leica

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.

Apéndice 9. Levadura cervecera Saccharomyces cerevisiae

observada en microscopio Leica

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.
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Apéndice 10. Levadura salvaje observada en microscopio Leica

Fuente: Laboratorio de Microbiologia de fabrica de bebidas.
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