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Eliminacion de Esporas Termorresistentes
con Filtros: Implicaciones del Uso de
Filtros en la Produccion de Refrescos

Atsushi Sakuraoka! y Lisa M. Madsen?

Algunos tipos de microorganismos, que impactan
negativamente la calidad de los refrescos, forman
esporas que cuando son expuestas a un ambiente
rico en nutrientes, germinan a células vegetativas y

reanudan la propagacion.

Fotd: Anuga 2007

Introduccion
as bebidas no carbonatadas envasadas y selladas

en PET, botellas de vidrio o en lata generalmente se
esterilizan por calentamiento en el procesamiento

para eliminar los microorganismos descomponedores. Las
condiciones para una esterilizacion por calentamiento son
estrictas y en algunos casos, dependen del tipo y nimero
de microorganismos en la bebida.

Algunos tipos de microorganismos, que impactan ne-
gativamente la calidad de los refrescos, forman esporas
cuando los nutrientes en el ambiente se han agotado. Las
esporas formadas permanecen latentes hasta que las con-
diciones ambientales sean favorables para el crecimiento
vegetativo. Una vez que las esporas son expuestas a un
ambiente rico en nutrientes, germinan a células vegetativas
y reanudan la propagacion (Figura 1).

Las esporas son altamente resistentes a los factores
ambientales fisicos y quimicos como el calor, UV, radia-
cion y pH extremos (acidos y alcali). Es dificil por tanto,
eliminarlas completamente con técnicas convencionales de
tratamiento térmico. Por ejemplo, un tratamiento térmico a
121°C es efectivo, durante varios segundos, para disminuir
la supervivencia de las células vegetativas de B. stearother-
mophilusa <1/10°. Para esporas de B. stearothermophilus,
la duracion del tratamiento térmico necesita aumentarse a
> 10-20 minutos para tener el mismo efecto.
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Figura 1. Ciclo de vida de una espora que se convierte

microoraanismos. .
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Se requiere extender el tratamiento térmico para eli-
minar las esporas. Sin embargo, un tratamiento térmico
severo altera el gusto, color, sabor y textura de los refres-
cos, lo que afecta negativamente su valor comercial.

Recientemente se reportd un nuevo tipo de descomposi-
cion en bebidas carbonatadas acidas con jugo de manzana,
la cual fue provocada por la presencia de esporas acido-
filas termorresistentes. Las bebidas carbonatadas acidas
se tratan térmicamente bajo condiciones relativamente
suaves con el fin de mantener su valor comercial. Dicho
tratamiento térmico suave, sin embargo, no es efectivo
para eliminar las esporas aciddfilas termorresistentes. El
producto final proporciona un ambiente rico en nutrientes,
por esto, las esporas sobrevivientes al tratamiento térmico
germinan y se propagan.
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Los filtros se han utilizado por muchos afos en
varias etapas del proceso de plantas procesadoras
de alimentos. Sin embargo en promedio, la filtracion
para el control microbiolégico en la industria de pro-
cesamiento de alimentos, no se utiliza cominmente
a excepcion de la industria cervecera, del vino y para
la produccion de agua mineral. Esto es debido a que
los filtros para esterilizar con tamafios de poro de
0.2/0.22pum, que se han utilizado en procesos far-
macéuticos para eliminar microorganismos, no solo
eliminan los microorganismos sino también podrian
eliminar ingredientes esenciales de los refrescos.

Se han investigado filtros que tienen tamaios de
poro un poco mas grandes que los filtros para este-
rilizar para evaluar su eficiencia en la eliminacion de
esporas termorresistentes. La filtracion ofrece multi-
ples ventajas incluyendo: minimizacién del tratamiento
térmico de productos terminados; alteracion limitada
de sabor e ingredientes; ahorro de energia y reduccion
de costos en la fabricacién de refrescos.

Materiales y Métodos

Membranas para filtrar

En este estudio se utilizaron como membranas
de prueba: Supor® EB (EB), Fluorodyne® DB (DB),
Supor® EK (EK) and Supor® 800 (SCW800) mem-
branes (Pall Corporation, East Hills, NY). Se utilizo la
membrana Fluorodyne® DFL (DFL) de 0.2um como
membrana de recuperacion para medir la cuenta de
esporas filtradas cuando se utilizaron las membranas
de prueba con esporas. Todas las membranas utiliza-
das en el estudio eran discos de 47 mm.

Esporas analizadas

En este estudio se analizaron las esporas de B.
subtilis (IAM1026), B. stearothermophilus (IAM1035),
B. coagulans (IAM1115), C. thermosaccharolyticum
(aisladas de arroz con pollo enlatado descompuesto),
C. Thermaceticum (aislado de café con leche enlatado
descompuesto) y A. Acodpterrestris (DSM2498). Todas
las cepas utilizadas en el estudio fueron proporciona-
das por la Japan Canners Association.

La purificacién de esporas se realizd en la Japan
Canners Association. Primero, las cepas bacterianas
se cultivaron en un medio de esporulacion. Se hizo
un frotis de la superficie del medio para obtener las
cepas bacterianas. Las cepas bacterianas se inocula-
ron en 10 a 15 ml de agua desionizada fria. Se repitid
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un tratamiento ultrasonico de 15 segundos en cada
solucidn de esporas a baja temperatura por cuatro a
seis ciclos. Después de ser centrifugados, los granulos
se agregaron a una solucion buffer de fosfato de 5mM
(pH:8.0). Después se anadié 100ug de lisozima a cada
suspension de 1 ml con espora y se incubaron por 15 a
30 minutos a 20°C. Cada suspension se examind con
un microscopio de contraste de fases para determinar
si la suspension de esporas se habia contaminado y
se la suspension se habia monodispersado. Las sus-
pensiones se congelaron y se enviaron al laboratorio
Pall Corporation’s Scientific and Laboratory Services
Departmente en Nihon Pall Ltd.

En el laboratorio, se filtro la solucion buffer 0.067M
(pH : 7.0) con una membrana DFL 0.2um. Para prepa-
rar la solucién a analizar, cada suspension de esporas
purificada se suspendid en solucion buffer de fosfato
0.067M y se aford a un volumen de 1000ml para tener
una concentracion de aproximadamente 10° ufc/ml.

Procedimiento

Todas las pruebas se realizaron en una campana
de flujo laminar. Las membranas evaluadas (EB, DB,
EK y SCW800), membrana de recuperacion (CDL),
porta disco de 47mm, tubo de silicdn y cristaleria se
esterilizd en autoclave a 121°C durante 30 minutos.

Se prepar6 una membrana prueba y una mem-
brana de recuperacion en un porta discos separado y
se les humedecid con agua estéril antes de realizar la
prueba de integridad. Solo estos discos que pasaron
la prueba de integridad (descrita mas adelante) se
utilizaron en las etapas subsecuentes. Una alicuota de
100 ml de la solucidn a analizar se afiadié a cada tipo
de membrana a una velocidad de flujo de 33 ml/min
por medio de una bomba peristaltica y se recolecté
el efluente (filtrado) en un recipiente de vidrio estéril.
Cada efluente se calent6é a una temperatura optima
(80-100°C) para inducir a la germinacién de esporas.
Después de inducir la germinacion de esporas, la
temperatura se disminuyo a la temperatura ambiente.
Todo el filtrado se filtré por la membrana de recupe-
racion a una velocidad de flujo de 33 ml/min. Cuando
se acabo de filtrar, la membrana de recuperacion se
quitd del porta discos y se colocd en una placa con
medio de cultivo y se incubd a una temperatura dptima
de crecimiento de (50-60°C). La cuenta de colonias
se realizd para determinar la cuenta de esporas en
el filtrado.
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La cuenta de esporas en la suspension analizada
se determind de la siguiente manera. Diez ml de la
solucién prueba se diluyé a 10* - 10° por duplicado.
Estas diluciones se calentaron a la temperatura 6ptima
de cada espora para que germinara. Después cada
solucion se filtré con una membrana de recuperacion
y se contaron las esporas después de cultivarlas.
Después de completar la prueba, se repitio la prueba
de integridad para cada membrana evaluada.

Prueba de Integridad

La prueba de integridad se realizé de acuerdo al
procedimiento del Manual de procedimientos Bubble
Point Test.!°

Se conectd un tubo de silicon a la salida del
portadiscos, en donde las membranas evaluadas y
las membranas de recuperacion estaban colocadas;
la otra terminacion del tubo se introdujo en un vaso
de precipitados lleno de agua. Se introdujo gra-
dualmente aire comprimido en la entrada del porta
discos y se registro la presion del aire comprimido
como el punto de burbuja (BP) cuando las burbujas
comenzaron a salir por la salida del tubo de silicdn
en el vaso de precipitados.

Se considero un filtro aceptable cuando su valor BP
era mayor que el valor minimo del punto de burbuja
mostrado en la Tabla 1.

Resultados

La tabla 2 muestra la concentracion de esporas
para cada membrana evaluada. La Tabla 3 muestra los
resultados de las pruebas. Los resultados son repre-
sentativos de las pruebas multiples en uno o dos lotes
de medio. No se detectaron esporas de los seis tipos
de bacterias en las membranas EB y DB, las cuales
tuvieron un tamafio de poro de 0.45um. Las esporas
de B. subtilis penetraron la membrana EK (con tamafio
de poro 0.65 pm). Las esporas de las seis especies
de bacterias analizadas penetraron los filtros SCW800
(tamafio de poro 0.8 um).

Discusion

Las esporas bacterianas termorresistentes cau-
san graves problemas en la industria de bebidas si
no se eliminan completamente con el proceso de
pasteurizacién convencional. Una posible solucion a
este problema puede ser la aplicacion de filtros para
control microbiano con tamafio de poro de 0.45um.
Este estudio demuestra que los filtros Pall 0.45 pm
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son efectivos para eliminar completamente esporas
bacterianas termorresistentes.

Varios fabricantes de refrescos actualmente tienen
como objetivo reducir la cuenta microbiana a > 10°
ufc/ml. El nivel de biocarga en el proceso de fabri-
cacion de refrescos raramente excede 10° ufc/ml.
Durante las pruebas con filtros Pall, las esporas se
inocularon en una solucidn a una concentracion de
10° ufc/ml que corresponde a 107 ufc/cm? de area de
superficie efectiva. En este sentido, los resultados del
estudio simulan el control de biocarga en la industria de
bebidas. Los filtros que eliminan bacterias ya se aplican
en la industria cervecera que no utilizan un proceso con
tratamiento térmico. Estos filtros de colocan corriente
arriba del proceso de llenado para eliminar levaduras

Tabla 1. Punto de Burbuja minimo para cada filtro

Filtro BP Minimo BP Minimo
Membrana (mbar) (psi)
DFL 3180 46
DB 1240 18
EB 1240* 18*
EK 1100* 16*
SCW800 1100* 16*

*valores preliminares

Generadores
de Ozono

eDesde 250 mg. por hora hasta 28 g. por hora
eLed indicador de funcionamiento

eIndicador de entrada de aire seco
oOperacion al vacio o con presion de aire seco
oFabricados con materiales inertes al ozono
eAccesorios adicionales segun requerimientos
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Tabla 2. Concentracion de esporas presentes en cada prueba

Tipo de Esporas
B. subtilis
B. stearothermophilus
B. coagulans
C. thermosaccarolyticum
C. thermaceticum
A. acidoterrestris

Concentracion (cfu/ml)

3.8x10*-2.5x10°

1.4x10*-1.0x10°

39x10*-1.2x 10°

3.0x10*

3.3x10*

6.8 x 10* - 4.0 x 10°

Tabla 3. Resultados de las esporas analizadas: Esterilidad Comercial *

Tipo de B. B. B. C. A
Membrana subtilis stearothermophilus | coagulans | thermosaccharolyticum | acidoterrestris
DB Si Si NT* Si Si
EB Si Si Si Si Si
EK No (LTR™) NT Si NT Si
SCW800 No (LTR) No (LTR) No(TRT) No (TR) No(LTR)

# No se recuperaron esporas en el filtrado
* no se analizd

A reduccion limitada en titulacién, aproximadamente 1-2 logs

t titulacién reducida, aproximadamente 4 logs.

y especies de Lactobacillus. El agua mineral que no
pasa por un tratamiento térmico también utiliza filtros
grado estéril antes de envasarla.

Algunos fabricantes de refrescos sin embargo,
han adoptado filtros para el control bacteriano. Este
estudio presenta un solucion novedosa para la industria
refresquera. Los filtros Pall con tamafio de poro de
0.45um generalmente no deterioran el sabor de los
refrescos filtrados y pueden controlar eficazmente la
biocarga de microorganismos descomponedores.

Cuando se aplican filtros en la fabricacién de refres-
cos para el control microbioldgico, hay dos opciones
disponibles: una es combinar la esterilizacion con
calor y la filtracion para la eliminacion de bacterias, y
otra es utilizar Unicamente filtros para la eliminacion
de bacterias.

Para aplicar filtros, existen tres opciones:

1) Filtracion de la materia prima

Filtros para materias primas (ej. soluciones de azlcar
y jugos) para reducir la cuenta bacteriana actual en
el proceso de fabricacion;

2) Filtracion del proceso intermedio

Filtros para el flujo intermedio de las etapas criticas
del proceso para impedir que los microorganismos
penetren y se propaguen. Por ejemplo, se pueden
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considerar filtros en la extraccién, etapas de prepara-
cion y maduracion con el fin de evitar la entrada de
bacterias en el producto final.

3) Filtracion del producto final
La filtracién del producto final justo corriente arriba
de la etapa de llenado.

La filtracidn utilizando filtros Pall de 0.45um mejora
la estabilidad bioldgica sin exponer los componentes
de sabor de los refrescos a una degradacion térmica.
La claridad visual es un beneficio adicional de estos
filtros que son altamente eficaces en eliminar materia
suspendida inherente en los subcomponentes del pro-
ducto, o la que es resultado de adiciones corriente arri-
ba en el proceso o reacciones que generen formacion
de nebulosidad durante el proceso. Este método esta
limitado para las bebidas que no se desee que sean
turbias por disefio. Este proceso de filtracion es un
medio para controlar la calidad, mejorar la seguridad
y fabricar un producto con caracteristicas completas de
sabor reduciendo los costos en el procesamiento con
métodos térmicos de control de biocarga.

Fuente:

Pall Food and Beverage
Scientific & Technical Report
EUA. 2001.

Traduccion: 1.A. Violeta Morales V [ [}
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