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RESUMEN

Se ha identificado la presencia de cepas de Leuconostoc spp en bases para helado, jarabe
de tres leches y superficies de equipos de una planta productora, su presencia ha significado
un problema en la elaboracion de aguas frescas que emplean como materia prima las bases
de helado y son adicionadas de frutas y otros ingredientes que favorecen su proliferacion. El
presente trabajo estd enfocado en identificar y evaluar la tolerancia al calor de cepas de
Leuconostoc spp. aisladas de bases para helado y de superficies de la linea de produccion
para determinar si su presencia es debido a una re-contaminaciéon o por sobrevivencia al
proceso de pasteurizacion. Se tomaron muestras de producto de las etapas de:
pasteurizacion, tanques de almacenamiento y envasado de producto, se incubaron 24 h a 30
°C para evidenciar la presencia de bacterias acido-lacticas productoras de polimeros con
mayor facilidad [agar MRS+10% de sacarosa (MRSS) incubadas a 30°C/24h]. Se aislaron
cepas de las placas de MRSS y se identificaron mediante pruebas fenotipicas y genotipicas.
Cepas seleccionadas fueron evaluadas en su tolerancia a 57°C por 15 min. Durante el
estudio se implementaron cambios en el producto y en el proceso y para evidenciar su
impacto se evalud la concentracidon de las BAL productoras de polimeros durante el

almacenamiento de muestras en condiciones de vida acelerada.

Se identificé que la presencia de las cepas de Leuconostoc spp. en bases para helado se
asociaba principalmente a una re-contaminaciéon por contacto de superficies y no se
demostré una prevalencia prolongada de estas en el proceso de produccion. La limpieza y
redisefio del proceso de envasado se asocidé con una mayor vida de anaquel del producto.
Las cepas aisladas de base para helado muestran mayor resistencia térmica con respecto a
las cepas aisladas de jarabe 3 leches y superficies de contacto, siendo la cepa L6 la mas

sensible y la cepa H3.2 la mas resistente.

Palabras clave: Deterioro microbiano, base para helado, Leuconostoc.



ABSTRACT

The presence of Leuconostoc spp. strains has been identified in ice cream base, milk syrup
and equipment surfaces of a production plant; their presence has been a problem in the
production of flavored water that use ice cream base as raw material and are added with fruits
and other ingredients that favor their proliferation. The aim of this work was to identify and to
evaluate the heat tolerance of Leuconostoc spp. strains isolated from ice cream base and
surfaces of the production line to determine if their presence is due to re-contamination or
survival of the pasteurization process. Product samples were taken from the pasteurization
step, storage tanks and product packaging stage, and incubated for 24 h at 30 °C to evidence
the presence of polymer-producing lactic acid bacteria more easily [MRS+10% sucrose agar
(MRSS) incubated at 30°C/24h]. Strains were isolated from MRSS plates and identified by
phenotypic and genotypic tests. Selected strains were evaluated for their tolerance at 57°C
for 15 min. During the study, product and process changes were implemented and to show
their impact, the concentration of polymer-producing LAB was evaluated during sample
storage under accelerated life conditions. It was identified that the presence of Leuconostoc
Spp. strains in ice cream bases was mainly associated with surface contact recontamination
and did not show a prolonged prevalence of these strains in the production process. Deep
cleaning and redesign of the packaging process was associated with increased product shelf
life. Strains isolated from ice cream base showed higher thermal resistance with respect to
strains isolated from milk syrup and contact surfaces, with strain L6 being the most sensitive
and strain H3.2 the most resistant.

Key words: Microbial spoilage, Ice cream base, Leuconostoc.
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1. INTRODUCCION

Las bases para helado son elaboradas con leche, sueros de leche y azucares, adicionadas
de gomas y estabilizantes. Las comercializadas en el territorio mexicano son utilizadas
tradicionalmente para la elaboracién de paletas y helados; dando una ventaja en este
oficio, el paletero tradicional la ha adaptado para la elaboraciéon de agua fresca con la

finalidad de proporcionar cuerpo y cremosidad.

Durante la producciéon de la base para helado, esta se somete a pasteurizacion y durante
el almacenamiento y la distribucion se mantiene a temperaturas de refrigeracion (0 a 5 °C)
para conservar sus caracteristicas microbiologicas y organolépticas. Sin embargo, durante
el afio 2023 el indicador de quejas por aguas filantes con mal sabor y grumos se

incrementd en la empresa productora lider en mercado.

Estas quejas de mercado han representado un impacto econdémico importante en la
organizacion otorgando indemnizaciones. Se han identificado altas concentraciones de

Leuconostoc spp en producto deteriorado.

Se han implementado diferentes acciones: ajuste en la proporciéon de conservadores y
modificacion de tiempo de sostenimiento para someter al microorganismo a un tratamiento
térmico mas severo, sin embargo, se han detectado células sobrevivientes de Leuconostoc
spp. Y los estudios internos de monitoreo han identificado su presencia en superficies

posterior al proceso de pasteurizacion.

En este trabajo se plantea detectar y aislar cepas de Leuconostoc de producto terminado y

superficies de contacto y evaluar su tolerancia al calor.



2. ANTECEDENTES

2.1 Leuconostoc

El género Leuconostoc pertenece al grupo de las bacterias lacticas (BAL) son
heterofermentativas y utilizan lactosa y citrato para producir acido lactico y CO2. Los
miembros del Genero Leuconostoc son cocos Gram positivos, catalasa negativos,
anaerobios facultativos, dispuestos en pares o cadenas (Garvie et al., 1986). Leuconostoc
spp. se consideran organismos que generalmente se encuentran distribuidos en el
ambiente, en alimentos refrigerados y en la leche cruda y confieren junto con otras BAL
caracteristicas especiales a los quesos elaborados con leche cruda (Cicotello et al., 2018).
Leuconostoc muestra propiedades tecnoldgicas valiosas como la sintesis de dextranos a
partir de sacarosa o alfa glucoligosacaridos de maltosa o isomaltosa, que tiene uso como
espesantes o texturizante para leches cultivadas o estabilizantes para helados (Sanchez et
al., 2005),

Este género de bacterias se considera no patégenas para los humanos, solo se consideran
como patdégenos oportunista de personas susceptibles con problemas de salud y ninguno

de estos aislamientos se ha relacionado con productos alimenticios (Ogier et al., 2008).

2.2 Bases para helado

El helado ha sido popular durante las temporadas mas célidas debido a sus propiedades
refrescantes. Los helados y los postres helados son populares en todo el mundo, aunque
el helado es un postre helado popular en todas partes del mundo, Nueva Zelanda, Estados
Unidos, Canada, Australia, Bélgica, Finlandia y Suecia son los principales paises
consumidores. Las bases para helado son emulsiones que estan compuestas por solidos

grasos, lacteos, azucares y estabilizantes (Kilara et al., 2006). La mezcla de helado debe
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contener un minimo de 10% de grasa lactea y 20% de solidos lacteos totales, a menudo se
adicionan estabilizantes y emulsivos (Voronin et al., 2021), el helado se endulza con
edulcorantes seguros y adecuados y puede caracterizarse por la adicion de ingredientes
aromatizantes (21CFR 8135.110;FDA, 2024).

Se considera que el valor y poder nutritivo de los helados abarca proteinas, las cuales son
de un alto valor biol6gicos y con un alto contenido de aminoacidos esenciales para la vida,
las vitaminas se encuentran solubles en la parte grasa y de igual manera en el agua, la
energia calorica la aportan los diversos azlcares como la sacarosa, glucosa, entre otras, lo
altimo, pero no menos importante son las sales minerales (calcio, potasio, sodio, magnesio
etc.) (Bartolo, 2005), las bases para helado son un medio rico muy nutritivo, que confiere
propiedades suficientes para el crecimiento de diferentes microrganismos entre ellos

Leuconostoc spp. ocasionando deterioro en los alimentos.

2.3 Deterioro de bases para helado

El proceso que provoca la modificacién de caracteristicas sensoriales en un alimento se
conoce como deterioro de los alimentos. El grado de deterioro de los alimentos puede
determinarse por su apariencia, textura, aroma, sabor, color o el gusto. Los tipos de

deterioro que puedo sufrir un alimento son: fisicos, quimicos y microbiolégicos.

Dentro de los agentes que causan el deterioro de alimentos, los principales son de
naturaleza microbiana, especialmente en los alimentos perecederos. La descomposicién
de los alimentos puede deberse a 2 factores principales, los extrinsecos (la humedad y la
temperatura) e intrinsecos (alto contenido de agua, nutrientes, pH neutros y la presencia

de microorganismos) (Amit et al., 2017).

Las bases para helado son materias primas importantes en la industria en México, por su
alto contenido de nutrientes permite el crecimiento de BAL, incluyendo Leuconostoc spp.
Este género suele ser un problema por ser microorganismo deteriorador y puede causar

mal sabor, filantés, grumos y producto espeso. Si los clientes no mantienen la cadena de



frio del producto propician las condiciones para la actividad del Leuconostoc spp (Nel et al.,
2020). Como podemos observar en la Figura 1, en el 2023 en el negocio de bases
tenemos identificado que el mayor porcentaje de quejas es debido a temas de
descomposicion y deterioro, seguido de aguas filantes y producto espeso. El 77% de las

quejas podrian estar generadas por el deterioro asociado a la actividad de Leuconostoc

Spp.

Mal sabor
17%

Grumos o
cortado

Sabor diferente 1656

14%

Aguas filantes

Espeso oVviscoso

Figura 1. Motivos principales de quejas en el 2023 en bases para helado (Elaboracion
propia).

Para la compafia el impacto de mercado por estas incidencias ha representado un
incremento importante de reportes de quejas con picos altos en temporada de calor (marzo
a junio). Las temperaturas a las cuales el producto es expuesto cuando se presenta una
ruptura de frio (por la saturacién en las camaras de refrigeracion de los clientes o la falta de
control en los refrigeradores) y la presencia de Leuconostoc spp desencadena el deterioro
del producto.



2.4 Estrategias de control para el deterioro de bases para helado.

El procesamiento de alimentos tiene varios propoésitos diferentes. En primer lugar, pretende
aumentar la vida atil de los alimentos protegiéndolos de agentes fisicos, quimicos y
biolégicos de deterioro o inactivar los patdgenos que pueden estar presentes en las
materias primas y que puedan comprometer la salud del consumidor (Martinez et al.,
2024).

Para aumentar su vida atil y asi posibilitar su transporte y almacenamiento, es necesario
realizar tratamientos tecnoldgicos especificos que los protejan de los agentes de deterioro.
El deterioro de los alimentos también se puede prevenir o retardar mediante el uso de
conservantes que retrasen el crecimiento microbiano o reduzcan las reacciones de

deterioro, como la oxidacion de los componentes de los alimentos (Martinez et al., 2021)

El tratamiento térmico es uno de los procedimientos mas antiguos y eficaces utilizados
para reducir la actividad de microorganismos y enzimas y prolongar la vida util de los
alimentos. Los tratamientos térmicos que se aplican a los alimentos no eliminan a todos los
microorganismos se requieren otras estrategias para minimizar su alteraciéon durante el
almacenamiento (Martinez et al., 2024), como puede ser la congelacion o la refrigeracion
durante su vida de anaquel; con ello, mantener sus caracteristicas organolépticas y evitar

su deterioro prematuro.

Siguiendo los principios de conservacion y prevencion de deterioro de alimentos el proceso
de elaboracion de base para helado se robusteci6 con incremento de 10 % de
conservadores en temporada alta (Abril — Junio), asi como el incremento en las
temperaturas de pasteurizacion, tiempo de sostenimiento y preparacion, como medidas de

control para disminuir la presencia de Leuconostoc spp.



3. OBJETIVO:

3.1 Objetivo General

Detectar, aislar y evaluar la resistencia térmica de cepas de Leuconostoc spp.

aisladas de superficies de contacto y base de helado.

3.2 Objetivos especificos

1. ldentificar puntos de contaminacién de BAL productoras de polimeros en las
etapas de post-pasteurizacion del proceso de produccion de bases para
helados.

2. Evaluar vida de anaquel acelerada antes y después de la modificacién en el
sistema de envasado, extension de tratamiento térmico e incremento de
conservadores en base para helados.

3. Aislamiento, caracterizacion y tolerancia térmica de Leuconostoc spp. a partir
de superficies de contacto y bases para helado.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencion de muestras de superficies, producto en proceso y terminado.

En la linea de produccion se tomaron muestras de producto de las etapas de:
pasteurizacion, tanques de almacenamiento y envasado de producto, se incubaron 24 h a
30 °C con la finalidad de que los organismos presentes se multiplicaran y poder identificar

Su presencia con mayor facilidad.

A partir de superficies de la etapa de envasado, se tomaron muestras de las superficies
con esponjas e hisopos hidratados en agua peptonada, cada muestra se conservo en

refrigeracion en el laboratorio de microbiologia hasta su siembra.



4.2 Recuento de BAL productoras de dextranos de superficies y producto en
linea.

De manera aséptica, se pesé 1 g de cada muestra de producto en un tubo estéril y se
afiadieron 9 mL de diluyente de peptona (0.1%), la mezcla se homogenizé a velocidad
media durante 30 s de manera manual. Se realizaron diluciones decimales consecutivas y
se tomaron 0.5 mL de diluciones seleccionadas para ser inoculadas en placas de agar
MRS (Man, Rogosa y Sharpe) adicionado con 10 % de sacarosa (MRSS). Se utilizo la
técnica de extension en superficie y se incubaron a 30 °C * 2 por 48 h. Se realiz6 el conteo

de colonias tipicas de Leuconostoc spp (Figura 2).

Los hisopos y esponjas hidratadas de las muestras de superficies antes y después de la
limpieza se homogenizaron de manera manual durante 30 seg, una vez finalizada la
homogenizacion se tom6 de manera aséptica 1 mL de agua peptonada (medio de
hidratacion) y se inoculo de manera aséptica de manera directa en placas de agar MRS
con 10 % de sacarosa utilizando la misma técnica de siembra e incubacion descrita para el

producto de linea.

4.3 Vida de anaquel acelerada de producto antes y después de la modificacién
en el sistema de envasado, extension de tratamiento térmico e incremento de
conservadores en base para helados.

Como medidas de control para erradicar la presencia de Leuconostoc spp se realizo:
incremento de numero de camas de sostenimiento (de 4 a 6), incremento de las
temperaturas de pasteurizacion (de 87.5 a 90 °C), incremento de 10 % de conservadores y

modificacién de sistema de envasado.

Antes y después de la aplicacion de cada una de las medidas de control se almaceng el
producto (cubetas de 20 kg por triplicado) para simular las rupturas que las bases para

helado llegan a tener en mercado y durante la manipulacion del cliente y tener una medida



de la vida de anaquel del producto. El almacenamiento consisti6 en tres ciclos
consecutivos que consistieron en: 8 h en camaras de 30 °C y 16 h a 5°C hasta cumplir su
vida util de 40 dias; simultdneamente se almacend cubeta de producto en refrigeracion.
Cada semana se realizaron recuentos de BAL productoras de dextranos.

4.4 |dentificacion y caracterizacion genética de cepas Leuconostoc spp
aisladas de superficies de contacto y producto.

4.4.1 Identificacion fenotipica de Leuconostoc spp.

A partir de las placas de MRS de los recuentos de BAL productoras de polimeros se
aislaron y purificaron por pases sucesivos 22 colonias. Las cepas aisladas y purificadas se
identificaron mediante tincion de Gram y prueba de catalasa con peroxido de hidrogeno
(H202) al 3 % v/v. Fueron seleccionadas aquellas bacterias Gram positivas en forma
cocoide dispuestos en pares, tripletes o tétradas y catalasa negativa. Las cepas que
cumplieron con estas caracteristicas se conservaron a —20 °C en caldo MRS + glicerol al
20 % v/v.

4.4.2 Activacion de las cepas de Leuconostoc spp.

Las cepas de Leuconostoc spp se activaron mediante la transferencia 50 uL del cultivo en
caldo MRS + glicerol al 20 % (previamente descongelado) en un tubo con 5 mL de caldo
MRS, con posterior incubacién a 30 °C * 2 por 24 h. Este procedimiento se realiz6 3 veces
sucesivas y el ultimo pase se dej6 incubar solo 18 h; del dltimo cultivo se transfirié 1 mL a
tubo eppendorf, el cual se centrifugé a 12 000 x g/ 2 min. El botén celular fue lavado 2
veces con solucion salina fisiologica (SSF: 0.85 %NacCl).



4.4.3 Extraccion de ADN.

Se centrifugé 1 mL de la suspensién de cada una de las cepas previamente activadas
(4.4.2) a 12 000 x g/ 2 min, la biomasa obtenida se suspendio en 300 uL de amortiguador
TNES y posteriormente se realizd una lisis por calentamiento en termobloque (95 °C/ 10
min). Finalizado el calentamiento, se centrifugd a 12 000 x g/ 1 min y se recupero6 el
sobrenadante, al cual se le agregaron 90 pL de acetato de sodio 3 M y se incub6 a -20 °C/
10 min. Posterior a la incubacién se centrifugé a 12000 x g/ 1 min y se recuperd el
sobrenadante, se afiadié 400 pL de isopropanol y a continuacion se incub6 a -20 °C/ 10
min, se centrifugd a 12 000 x g/ 5 min, eliminando el sobrenadate y suspendiendo el
sedimento en 1 mL de etanol al 70 % con agitacion suave, seguido de una incubaciéon a
temperatura ambiente por 5 min y posterior centrifugacion (12 000 x g/ 5 min). Se eliminé el
sobrenadante y se secO en termobloque 60 °C/ 30 min. EI ADN obtenido se suspendi6 en
50 uL de agua Milli-Q y se preservo a -20 °C. El ADN de cada cepa fue cuantificado por
espectrofotometria a 260 nm en NanoDrop para asegurar una concentracién minima de 50

ng/uL.

4.4.4 Identificacion de cepas de Leuconostoc spp. a nivel género.

A partir del ADN extraido de las cepas identificadas fenotipicamente como Leuconostoc
spp. se realizé una prueba de PCR usando iniciadores especificos para este género (Tabla
1).



Tabla 1. Iniciadores especificos para Leuconostoc spp.

. Condiciones de
4 . Secuencia i > .
Género Iniciadores o amplificaciény Referencia

5'a3 ~
tamafno de producto

CAC TTT GTC |Desnaturalizacion
TCC GAA GAG |inicial: 94 °C/ 5 min, 35
ciclos:

Leuconostoc desnaturalizacion 94 (Macian et al
°C/ 30 s; alineacion 56 "

SPp- Leuc S AAG CAG TGT |oc/ 45 s' extension 72 2004)
TGTATG GGA oy 45 g y extension

final 72 °C/ 5 min.
613 pb

Leuc A

Después de la amplificacién, el producto obtenido, se evidenci®6 mediante una
electroforésis en gel de agarosa (1%) a 100 v durante 30 min y tincidbn con bromuro de
etidio (1 ppm) utilizando un fotodocumentador para visualizar la banda generada.4.4.5
Caracterizacién genotipica mediante Amplificacion Polimérfica Aleatorizada de ADN
(RAPD).

Las cepas aisladas e identificadas a nivel género como Leuconostoc, se sometieron a la
técnica de RAPD, usando un cebador especifico para el género Leuconostoc spp. y
dirigido a regiones conservadas de genes que codifican la enzima dextransucrasa (Holt &
Cote, 1998). Las cepas aisladas del presente trabajo se compararon con cepas aisladas en

trabajos previos en la misma empresa en el 2021 (Bravo-Pantaleén, 2023).

Se utilizé la metodologia empleada por Padilla-Frausto (2010), el iniciador aleatorio y las
condiciones de amplificacion se describen en la (Tabla 2). Los productos obtenidos de la
amplificacion se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa 2 %/ 100 mV/ 45
min, se revelaron con bromuro de etidio (1 ppm) utilizando un fotodocumentador para
visualizar los perfiles RADP (patrones de banda) y se analizaron mediante la aplicacion
GelAnalyzer 19.1.
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Tabla 2. Condiciones de amplificacion para Leuconostoc spp.

Iniciador Seg'u:g'czla Mezcla de reaccion Condiciones de PCR
Desnaturalizacion inicial:
250uM de cada 95
(AGCZ-(%%C.I_(QG)TC dNTP, 1.5 U de Taq °C/ 1 min, 40 ciclos:
ADN polimerasa (11 | desnaturalizacion94°C/ 1
1299 (AGCT&ESAG)AA uL), 0.75uM del min;
TA iniciador (1uL) y alineacion 30 °C/ 1 min;
1uL ADN molde. elongacion 72 °C/ 5 miny
(AGCT)ACCCA Vol. de reaccidén 13 | extension final 72 °C/ 10
uL. min.

4.5 Tolerancia térmica de cepas de Leuconostoc spp.

Se emplearon cepas de Leuconostoc aisladas en el presente trabajo y algunas aisladas
previamente del mismo proceso (Bravo-Pantaledn, 2023). Cada cepa se activd como se
describe en el punto 4.2, para realizar la activacion final se realiz6 la siembra de cada cepa

y se sembro en 9 mL de caldo MSR, este se incubo a 30 °C por 24 h.

Se evalud la resistencia térmica siguiendo la metodologia empleada por Zacarias-Mufioz
(2011) con algunas modificaciones. Para esta prueba se utilizd6 base para helado como
matriz alimentaria, colocando 1 mL en tubos de ensayo estériles (13 x 100 mm), los cuales
se inocularon por triplicado con cada una de las cepas a evaluar en una concentracion de 6
a 7 log UFC/mL. Los tubos de ensayo fueron puestos en bafio Maria a 57 °C por 15 min 'y
cada 5 min los tubos correspondientes fueron retirados del bafio Maria y colocado en un
bafio de hielo para la posterior cuantificacion de las poblaciones sobrevivientes realizando
diluciones seriadas como se describe en (4.2). La cuantificacion se realizé por extension en

superficie en agar MRS con incubacion a 30°C/48 h.
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4.6 Andlisis estadistico.

Se realizaron curvas de muerte térmica de cada cepa. Para identificar diferencias en la
tolerancia al calor de las cepas se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion
de medias mediante la prueba de Tukey. Los analisis se realizaron en el programa
estadistico R Studio version 4.2.1 (Posit, 2023).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Proceso, identificacion de puntos de contaminaciéon de BAL productoras
de polimero en las etapas de post-pasteurizacion del proceso de produccion

de bases para helados.

Dentro de los muestreos realizados en las diferentes etapas de proceso en octubre 2023,
se observo que al monitorear muestras de producto recién elaboradas no se logra detectar
la presencia de Leuconostoc spp, sin embargo, en las pruebas de vida de anaquel

aceleradas al que se somete el producto se identifica de manera temprana su presencia.

La linea donde se elabora la base para helado se segmenta en 3 etapas globales de
proceso: pasteurizacién, almacenamiento y envasado de producto (cubeta PT), las
muestras se incubaron 24 h previo a la siembra a 30 °C, con esta accién se pudo detectar
con mayor facilidad la presencia y concentracion de las BAL productoras de polimeros (ver
figura 2) por etapa de proceso. En la Figura 3 podemos observar el porcentaje de muestras
en donde se detectaron las BAL productoras de polimeros, asi como la concentracion

alcanzada después de la incubacion a 30 °C por 24 h.
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Figura 2. Colonias tipicas de BAL productoras de dextrano en medio MRSS.

90%
80%

70%

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Semana 42-43 Semana 45 Semana 48

Pasteurizacion M Almacenamiento M Cubeta (PT)

Figura 3. Porcentaje de muestras con conteo de BAL productoras de polimeros en
diferentes etapas del proceso.

Con estos resultados obtenidos a lo largo de 4 semanas de seguimiento de todos los lotes
producidos podemos visualizar que el porcentaje de resultados positivos en la etapa de

pasteurizacion es mayor o igual a 10 %, en la etapa de almacenamiento el porcentaje
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parece incrementar a un 15 % en semana 42 a 43, en datos de semana 45 y 48 el
porcentaje se mantiene por debajo de 10 %, sin embargo en la etapa de envasado del
producto terminado en cubetas el porcentaje incrementa de manera significativa
alcanzando valores de entre 60 a 80 % de muestras con presencia de BAL productoras de
polimeros, la concentracion alcanzada va de 3.2 a 4.3 Log UFC/m.

Los valores obtenidos nos indican que existe una re-contaminacion en la etapa de
envasado. Con esta informacion se enfoco el muestreo de superficies entre estas etapas,
se desmontd el sistema de envasado actual Figura 4, donde se encontrdé presencia de
cepas de BAL generadoras de dextrano en los pistones de envasado y mangueras, las
cuales tenian irregularidades que permitian la acumulacion de materia organica y de estas

bacterias.

Figura 4. A- Placa Petri con colonias BAL productoras de dextrano en medio MRSS,
tomadas de sistema de envasado, B- Piezas de sistema de envasado compuesto de
sistemas de mangueras y pistones.

Una vez identificado el punto de re-contaminacion, se procedié a realizar el cambio a la

tuberia sanitaria para sustituir el disefio de mangueras y dosificadores que conforman el
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proceso de envasado. Se realizo la cuantificacion de BAL productoras de polimeros en de
las muestras de etapas de los puntos de proceso descritos con anterioridad
(pasteurizacién, almacenamiento y envasado), se monitoreo durante 5 semanas, en la
Figura 5 podemos observar los datos previos al cambio y los posteriores a este (semana 1
ala 5 del 2024).

90%
80%

70%

60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% | |

Semana 42- Semana 45 Semana 48 Semana 51 Semana 52 Semanal Semana2 Semana3 Semana 4-5

43
Pasteurizacion Almacenamiento H Cubeta (PT)

Figura 5. Porcentaje de muestras con presencia de BAL productoras de polimeros en
diferentes etapas de proceso, antes y después de modificacion de la etapa de envasado.

El porcentaje de positivos en la etapa de envasado sufre un descenso importante
teniendo 0 % en semana 1y 3, en semana 2, 4 y 5 los niveles en porcentaje son
menores a 5 % con concentraciones de maximo 2 Log UFC/ml, reduciendo de manera

significativa la presencia de BAL productoras de polimeros.
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En un trabajo previo se identificaron como Leuconostoc el 95.8% de las colonias que
mostraron produccion de polimeros en el medio MRSS a partir de muestras de bases
para helado y jarabe de leche producido en la misma empresa (BravoPantale6n, 2023).
Por ello este grupo microbiano se empleé como indicador a lo largo de la identificacion
de los puntos de contaminaciéon y del estudio de la vida de anaquel del producto. A
partir de las placas de BAL productoras de polimeros se aislaron cepas que

posteriormente se identificaron mediante pruebas fenotipicas y genéticas.

5.2 Evaluacién de vida de anaquel de producto terminado con rompimiento y
conservacion de condiciones ideales después de la aplicaciéon de medidas de
control y las modificaciones de la etapa de envasado.

La primera etapa en la producciéon del alimento es la preparacién (mezcla de aditivos y
materias primas para formar emulsion), esta se efectu6é en dos condiciones 75y 85 °C. La
temperatura de 75 °C se mantiene en la preparacion para lograr temperaturas de
pasteurizacion de 87.5 °C; mientras que la temperatura de 85 °C se seleccion6 para que la
temperatura de pasteurizacion se lograra de manera mas pronta y el intercambio de calor
hacia la muestra fuera mas efectivo para la eliminacion en condiciones de pasteurizacion
de 90 °C. Para incrementar el tiempo de sostenimiento y tener mayor letalidad sobre
Leuconostoc se incrementd el nUmero de camas del tubo de sostenimiento (holding), de 4
camas a 5 y posteriormente a 6 en donde se combinaron en cada cama las condiciones de

preparacion y pasteurizacion anteriormente descritas (75 & 87.5 °C y 85 & 90°C).

Podemos observar en la Figura 6, 7 y 8 que compara estas 3 condiciones preparacion,
temperatura de pasteurizacion y tiempo de sostenimiento, no representd reduccion de las
poblaciones a niveles esperados, teniendo variabilidad en las lecturas a los 7 dias de la
muestra en estrés térmico alcanzando de 3.5 a 6.5 log UFC/g, de manera indistinta y en
refrigeracion donde a los 14 dias se observan de 2 a 5 logaritmos, sin mostrar cambios
representativos con respecto al estandar, por lo que se pudo predecir que la presencia de

Leuconostoc esta presente a pesar de incrementar tiempo de sostenimiento, adicion de 10
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% mas de conservadores con un ajuste de 2.5 % de nisina (Benzoato de sodio, sorbato de

potasio, propionato de sodio) y temperatura de pasteurizacion mas elevada.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de BAL productoras de dextranos bajo diferentes
temperaturas de preparacion y pasteurizacion (Linea punteada. - refrigeracion, Linea
continua. - estrés térmico)
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Figura 7. Curvas de crecimiento de BAL productoras de dextranos con diferentes procesos
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18



~

@

&

IS

Estandar

w

o

10 % Conservadores

Leuconostoc (Log UFC/g)

-

o

0 7 14
Dias de evaluacion

~

@

w

Estandar

w

¥

10 % Conservadores

Leuconostoc (Log UFC/g)
=9

o

0 7 14
Dias de evaluacién

Figura 8. Curvas de crecimiento de BAL productoras de dextranos con incremento de
conservadores (Linea punteada. - refrigeracion, Linea continua. - estrés térmico)

Ya que se confirma después del seguimiento de 5 semanas que la reduccion de

Leuconostoc spp. es efectiva se procede a realizar los estudios de vida de anaquel de lotes
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posteriores al cambio del sistema de envasado como se describe en 4.2, hasta la

conclusién de su vida de anaquel de 40 dias como se muestra en la Figura 9 y 10.
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Figura 9. Curva de vida de anaquel de base para helado en refrigeracion; linea verde: lote
elaborado posterior a cambio de etapa de envasado, linea roja: Lote elaborado previo a
cambio de etapa de envasado.
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Figura 10. Curva de vida de anaquel de base para helado en condiciones aceleradas; linea
verde. - lote elaborado posterior a cambio de etapa de envasado, linea roja. - lote
elaborado previo a cambio de etapa de envasado.
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En la Figura 10 la linea roja representa la concentracion de BAL productoras de polimeros
en base para helado con el sistema de envasado anterior, en las condiciones de vida de
anaquel acelerada al dia 7 y 14 se alcanza entre 6 y 8 log UFC/g respectivamente, en
contraste con el cambio del sistema en donde Leuconostoc spp. se encuentra en el dia 35
obteniendo 2.8 log UFC/g (ver Figura 10), de la misma forma podemos observar en la
figura 9 el producto refrigerado en el sistema de envasado anterior obteniamos crecimiento
de Leuconostoc spp al dia 7 en 3 logaritmos desarrollando de manera exponencial desde
el dia 7, los resultados con el nuevo sistema muestran desarrollo hasta el dia 40
alcanzando 3.5 logaritmos (ver Figura 9), los resultados anteriores son muy alentadores ya
que la reduccion de poblacién permite que la base cumpla perfectamente con su vida de

anaquel a 40 dias sin presentar crecimiento critico del microorganismo que lo degrada.

5.3 Aislamiento, identificacion y caracterizacion de cepas de Leuconostoc spp.
aisladas de base para helado y superficies.

A partir de muestras de lotes de base para helado y superficie de contacto en la
elaboracién se aislaron en total 45 cepas, de las cuales 22 se identificaron fenotipicamente
a las caracteristicas tipicas de Leuconostoc spp.: bacteria Gram +, cocoide, dispuesta en
pares, tripletes y/o cadenas cortas, catalasa negativa y morfologia colonial lisa, convexa,
de forma redonda, color blanquecino (ver Figura 2). Once de las cepas aisladas son
correspondientes a superficies en contacto con alimentos identificadas con la letra C y el
resto de las, cepas fueron aisladas de muestras de bases para helado sin deterioro

identificadas con letra H (Tabla 3).

La distribucion y persistencia de microorganismos de descomposicion mediante el uso de
técnicas de genotipado permite una identificacion clara de las fuentes de contaminacion en

el entorno de procesamiento de alimentos (Padilla, 2015).
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Tabla 3. Identificacion genética de cepas de Leuconostoc spp. aisladas de superficies de
contacto y producto terminado.

Identificacion
Cepa Muestra mediante
PCR

C1
C2
C3
C4
C5
Cé6
C7
C8
C9
C10
Cl1 Leuconostoc
H1.2 Spp.
H2.1
H2.2
H3.1
H3.2
H4.1 Producto terminado
H4.2
H5.2
H6.2
H7.1
H7.2

Superficies de
contacto

Con la finalidad de conocer si las 22 cepas aisladas de producto terminado, superficies aun
eran las mismas que las aisladas en el afio 2021 de Jarabe de tres leches y asociar las
cepas aisladas de superficies y del producto terminado, se realiz6 una caracterizacion
mediante la técnica de RAPD y se obtuvieron perfiles de bandas de cada una de las cepas
evaluadas. Con ayuda del indice de Jaccard se obtuvo el grado de similitud entre cada uno
de los perfiles y utilizando el método de Ward se realiz0 una agrupacion jerarquica

teniendo como resultado la agrupacion genética mostrada en la Figura 11.

22



Gl

L6 —&m
25—

C1
€ lam
H5.2
H6.2 u
2

3

o

C12
H1.2
H41 |G IV
H4.2
H7.2'GVI—
H2.1 ——
H2.2
H3.1
H3.2
H7.1
L18 | G VII
W Tsvi |

L19
122 ; GIX

L43

C7

G X
c8 }7
C10

G Xl
Cci

G VI

Figura 11. Clusteres formados por cepas de Leuconostoc spp. con base en el perfil de
RAPD. C) Cepas provenientes de superficies de contacto con el alimento, H) Cepas
aisladas de base para helado, L) cepas aisladas de jarabe de tres leches en 2021.

Se identificé 11 genotipos (Gl a G XIl), los genotipos Ill y IV agrupan cepas de superficies
como de base para helado, las cepas C1, C2, C3, C6 y C12 son proveniente de pistones y
boquillas de envasado las cuales fueron tomadas al término de la produccion, la cepa C9
de este mismo grupo es una muestra tomada de el pistdon posterior a la limpieza. Esto
podria ser el resultado de que algunas células de Leuconostoc sobrevivan al proceso de
limpieza y permanezcan en la superficie de los equipos, creando asi una fuente o depdsito

microbiano que contamina los productos terminados (Padilla, 2015).
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La persistencia de Leuconostoc puede llegar a incrementarse mediante la colonizacion de
las superficies de los equipos. Se ha informado sobre la produccién de dextrano y la
formacién de biopeliculas para Leuconostoc mesenteroides en superficies inertes. Ademas,
el entorno de procesamiento puede proporcionar disponibilidad de sustrato y condiciones
de crecimiento favorables para el establecimiento de nichos ecoldgicos de BAL (Padilla,
2015).

No se encontré prevalencia de Leuconostoc ya que las boquillas y pistones de envasado
son una fuente de contaminacion, es por ello que se encuentran presentes en el producto
terminado, provocando el deterioro de estos, motivo por el cual se agrupan en los mismos

genotipos.

5.4 Tolerancia térmica de cepas aisladas e identificadas de Leuconostoc spp.

El tratamiento térmico ha sido una medida de control para la reduccion de
microorganismos en la industria lactea, con la aplicacion de procesos de pasteurizacion se
inactivan los patégenos y se disminuye la carga de los deterioradores. De acuerdo con el
arbol filogenético se eligieron 3 cepas de producto terminado H5.2, H3.2, H4.1, 2 cepas de
superficies C7, C9 y 2 cepas que se aislaron en el afio 2021 de jarabe de 3 leches L6 y

L25 para evaluar la resistencia térmica a 57 °C por 15 min.

En la curva de muerte térmica podemos observar ver Figura 12 que las cepas con mayor
resistencia térmica son las aisladas de base para helado. La cepa mas destacada fue H3.2
que no disminuy6é su concentracion viable durante al menos 10 min manteniendo su
concentracion, lo que nos podria indicar una adaptacion a las condiciones de estrés o

mayor resistencia térmica.
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Figura 12. Curva de muerte térmica de las diferentes cepas de superficies, base para
helado y jarabe de 3 leches.

En la condicién de exposicion de 15 min, identificamos 2 grupos importantes de cepas a 'y
b, el grupo a esta conformado por cepas aisladas de las diferentes fuentes que tuvieron
una reduccién de aproximadamente 1.5 log UFC/g. Destacan 2 cepas L25 y C9, las cuales

durante la exposicion a los diferentes tiempos se comportaron de manera similar.

La cepa L6 en la condicion de 15 min de exposicion (letra b), es la cepa con mayor
diferencia significativa con respecto a todas las expuestas, teniendo la menor resistencia
térmica en este tiempo. Existe limitada informacion sobre la tolerancia térmica de
Leuconostoc, la mayor parte de la literatura se enfoca en su conservacion como un
probiético, como microorganismo iniciador y como productor de dextranos. Franz y Holy
(1996) reportaron valores D para L. mesenteroides aislado de salchichas de menos de 1
min en medio de cultivo expuesto a 57°C. En otro estudio, se evalud la tolerancia al calor
de L. mesenteroides suspendido en leche en polvo baja en grasa (10%) y se registraron
reducciones de cerca de un logaritmo después de aplicar 60°C por 20 min (Osorio-
Rodriguez, 2017). Este reporte muestra una tolerancia térmica de las cepas similares a las

observadas en este trabajo.
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6. CONCLUSIONES

e Para que las cepas de Leuconostoc spp. se puedan evidenciar en muestras de
producto terminado es necesario proporcionar condiciones que permitan su

desarrollo.

e La presencia de las cepas de Leuconostoc spp. en bases para helado se asociaba
principalmente a una re-contaminacion por contacto de superficies que permitian su
sobrevivencia y no se demostré una prevalencia prolongada de estas en el proceso

de produccion.

e Es fundamental la limpieza y desinfeccion de las superficies posteriores al

tratamiento térmico para tener un alimento inécuo y con una vida util prolongada.

e Las cepas aisladas de base para helado muestran mayor resistencia térmica
(57°C/10 min) con respecto a las cepas aisladas de jarabe 3 leches y superficies de
contacto, siendo la cepa L6 la méas sensible y la cepa H3.2 la més resistente.
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