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Tecnologia en Alimentos
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Guayaquil

De mis consideraciones:

Adjunto a la presente le estoy enviando el Informe de mis
Practicas Profesionales, las mismas que fueron realizadas en

la Compafiia de Cervezas Nacionales C.A., siendo éste requisito
indispensable para la obtencidén del titulo de Tecndlogo en
Alimentos.

En este trabajo se incluye las actividades que realicé en esta
Compafiia desde el 7 de Abril hasta el 7 de Julio del presente
afio.

Esperando cumplir con los requisitos para presentar este
informe, me suscribo a Usted,

Atentamente

(a

Carola Célleri Cederio
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El presente informe de Practicas Profesionales, las mismas que
fueron realizadas en el Laboratorio de Microbiologia de la
Compafiia de Cervezas Nacionales C.A., conlleva gran parte
informativa del proceso de elaboracién de Cerveza y una serie
detallada de andlisis realizados por el laboratorio anterior-
mente mencionado, con la finalidad de mantener un estricto
control de la calidad microbiolégica del producto. Los ana-
lisis efectuados involucran el agua tratada y la produccidén de
cerveza a partir del mosto recibido en bodega de frio

En ste trabajo se esquematiza el proceso de elaboracidn
mediante diagramas de flujo, en los cuales se visualizan los
puntos criticos y 1los andlisis que ellos conllevan, siendo
éstos responsabilidades del Departamento de Microbiologia.

A continuacidén, se explica en forma clara y detallada cada uno
de estos andlisis y las diferentes actividades que realiza el
Laboratorio de Microbiologia en la empresa, como €8s €l manejo
de la levadura cervecera y la supervision de los aseos.

La informacidén aqui expuesta proviene de una amplia gama de
folletos técnicos proporcionados por la empresa y de la
bibliografia referente al tema.




La cerveza es wuno de los productos mds vendidos a nivel
mundial, el mismo qgque es obtenido mediante la fermentacién
alcohélica de la cebada malteada, lapulo y agua. En el
Ecuador 1la Compafiia de Cervezas Nacionales C.A. es la que
elabora las cervezas de mayor aceptacidédn por los consumidores
ecuatorianos y dque estd comenzando a ser exportada a paises de
América Latina y E.E.U.U..

En el proceso de elaboracién de Cerveza el control del pro-
ducto es fundamental, labor gue se realiza a través de los
laboratorios de Microbiologia y Control de Calidad.

Esto permite garantizar el producto desde el punto de vista
quimico, fisico, organoléptico y microbiolégico, logrando de
esta manera que el mismo sea aceptado por el mercado nacional
e internacional cumpliendo con los més strictos requeri-
mientos de Calidad. Para lograrlo es necesario contar con
técnicos preparados, métodos adecuados de trabajo y equipos
modernos que agiliten la labor.

El laboratorio de Microbiologia es de mucha importancia en la
empresa cervecera, ya que es €l gque controla el manejo de la
levadura, instrumento indispensable en la fermentacién del
mosto para la produccidén de la cerveza y controla ademés la
calidad microbioldégica del producto durante el proceso.

El presente informe tiene como objetivo principal, describir
detalladamente, los diferentes andlisis de control microbio-—
légico, que se realizan durante la elaboracién de la cerveza,
y de las diversas actividades que cumple el Laboratorio de
Microbiologia dentro de la empresa.




Mi labor en la Compafiia de Cervezas Nacionales C.A. comprendiod
responsabilidades asignadas hacia el Laboratorio de Microbio-
logia, el mismo que realiza andlisis especificos tanto para la
cerveza en produccidén y producto terminado como para el agua
de limpieza de los equipos y tanques de fermentacién y almace-
namiento; ademds, del control y propagacién de la levadura
utilizada en los procesos de fermentacidn.

De manera concreta mi trabajo se resume en los siguientes

puntos:
Toma de muestras para los controles microbioldgicos.
Control microbiolégico del mosto, cerveza en maduracidn,
cerveza filtrada, embotellada y pasteurizada.
Control microbioldégico de las aguas utilizadas en la
limpieza de los equipos y tanques.
Preparacién de los medios de cultivo y del material
necesario para la inoculacidn de muestras.
Control de la levadura de cosecha mediante la deremina-
cién de la poblacién bacteriana y del porcentaje de
células muertas.
Cédlculo de la concentracién de células de levadura en la
cerveza en maduracidén prdéxima a ser filtrada.
Propagacién del cultivo puro de levadura procedente de
Babaria-Colombia para la fermentacidén del mosto.
Supervisiétn del aseo de tanques y Dbarriles de cerveza
mediante frotis.
Supervisién del aseo de las lineas de envase mediante
frotis o inoculacién del agua residual y la prueba de
fenolftaleina para determinar la presencia de soda.
Determinar la calidad de la levadura de cosecha mediante
la identificacidén de células de respiracién deficiente.
Control de 1la estabilidad microbioldégica del mosto pro-
cedente de los enfriadores.

Todos los andlisis aqui expuestos son explicados detalla-
damente a lo largo de este informe. El presente trabajo fue
realizado a nivel de Practicante durante un lapso de tres
meses sin remuneracién econdémica, pero dque constituydé una
importante experiencia que aporté grandes conocimientos para
mi futuro desenvolvimiento profesional.




Los componentes mas importantes de la cerveza son: Agua,

cebada malteada, adjuntos, lupulo y levadura cuidadosamente

cultivada. La fabricacién consta de las siguientes etapas:

T Recibo de la cebada y almacenamiento

II. Elaboracidén de la Malta

ITI. Elaboracion de la Cerveza: Elaboracién del Mosto
Fermentacién del Mosto

IV. Envase

G

La cebada se recibe en la Cerveceria, se somete a
pieza, secado, clasificacidén y almacenaje en silos.

ELABORACION DE LA MALTA:

En la elaboracidén de la malta se siguen los siguientes etapas:
Remojo, germinacidén, tostacidén y desgerminaciodn.

La etapa del remojo se hace para suministrar a la cebada la
cantidad de agua y aire suficiente para iniciar la germina-
cién. Una vez terminada esta etapa se envia la cebada a unas
cajas de gran tamafio, llamadas saladines donde wva a recibir
riegos de agua y aire saturado de humedad para que germine el
Erano.

ferminado el proceso de germinacidén se somete a tostacidén y
esgerminacién, gque como su nombre lo indica consiste en
uitar las raicillas que se han formado durante la germina-
>ién. Limpio el grano se almacena en silos.

L LABORACT DE LA CERVEZA:

Después de terminar la elaboracién de la malta, ésta debe
ermanecer en silos almacenados cuatro semanas antes de la
elaboracidén de cerveza para conseguir uniformidad en la
umedad y estabilizar los cambios que ocurren en el grano
urante el maltaje. La malta se debe moler para efectuar la
bxtraccién de sus componentes por medio de agua.

Para la elaboracidén del mosto se consideran cuatro etapas:
iédn del mosto y sedimenta-

aceraciodn, filtracibn, ebullic
160




La maceracibén consiste en extraer con agua de las materias
primas (malta y adjuntos) todos los compuestos solubles,
observando temperaturas y tiempos necesarios y apropiados.
Esta parte de materiales y agua se conoce con el nombre de
masa, el liquido resultante de la filtracidén se llama mosto y
la parte soluble se denomina extracto.

Después del proceso de maceracidén, toda la materia soluble
fue extraida de la malta y de los adjuntos debe separarse
la parte insoluble (afrechos) mediante filtracidn.

El mosto ©procedente de la filtracién, se lleva a la olla de
coccidén. En ella se dosifica el 1lupulo al mosto. Una vez
terminada la ebullicién del mosto, éste se envia a un tangue
que de sedimentacién llamado "Whirpool", en el fondo del
tanque se deposita un cumulo compacto llamado "trub', que estad
formado por sustancias insolubles de naturaleza proteica.

Separadas las sustancias insolubles el mosto se bombea a un
intercambiador de calor de placas paralelas en el cual se re-
duce la temperatura hasta la indicada para iniciar el proceso
de fermentaciodn. A la salida del intercambiador, al mosto se
le inyecta aire. Es necesario purificar este aire mediante
filtracidn y esterilizacidén con luz ultravioleta.

Una vez terminada esta etapa, la cual dura aproximadamente
siete dias obtendremos cerveza. La levadura separada por
enfriamiento de ésta, sedimenta y se recoge para posteriores
agregaciones. El gas carbdénico producido durante el proceso
de fermentacidén se recoge y envia a una planta de purifica-
cidén, se licua por compresidén y se deposita en tanques de alta
presion y luego, después de gasificarlo nuevamente, se le
inyecta a la cerveza para carbonatarla.

La maduracién consiste en dejar la cerveza de dos a tres
semanas en reposo a temperaturas frias. Terminada la madura-
ciétn la cerveza posee todas las cualidades y caracteristicas
organolépticas deseables y la apariencia 1ligeramente turbia
que posee debe eliminarse por medio de la filtracidn, utili-
zando filtros a presién y como medio filtrante, tierra dia-

tomécea.

La cerveza que proviene de los tanques de maduracion,
enfria, se carbonata, se filtra y se 1lleva a los tanques
contrapresién (tanques de gobierno) y de alli pasa al saldn
embotellado para ser envasada. La cerveza que aun no ha sido

pasteurizada se denomina cerveza de barril o "Chop'".




cerveza filtrada y carbonatada se lleva a la etapa de
nvase gque como su nombre lo indica, consiste en envasar la

cerveza en recipientes adecuados como son barriles de acero
inoxidables y botellas de vidrio retornables Yy no retornables
de diferentes capacidades. Comprende las siguientes seccio-
nes: Lavado y enjuague de botellas, inspeccién de botellas,
llenado y tapado, pasteurizacidn, etiquetado, encanastado y
almacenamiento. La pasteurizacién segura la estabilidad
microbiolégica de la cerveza por medio de un tratamiento tér-
mico.




DIAGRAMA DE FLUJQ DEIL, PROCESO

Recepcidén y almacenamiento de cebada

J

Remojo de cebada
J
Germinacién (12-18°C. por 5 dias)

Tostacién (52 C. por 24 horas y 52-82°C. por 28 horas)

J
Desgerminacién y limpieza

J

Almacenamiento de malta

d

Molienda

Maceracidn
Filtracién del mosto
Ebullicién del mosto (100°C. por 1 hora)

Sedimemtaciodn

J

Enfriamiento (10-12°C.) 1

J

Fermentacién (12°C. por 7 dia )

Cosecha de levadura 2

l

Maduracion (0-2°C. de 2

Filtracién 4

Almacenamiento en tanque Intermedios y de gobierno 5

(tanques de contrapresidn)

\

Envasado 6
Pasteurizacién (60°C por

l

Eti




DESCRIPCTON DE LOS PUNTOS DE CONTROTL,

UNTO
Andlisis:
Frecuencia:

Parametros:

Objetivo:

1. Mosto frio

Estabilidad biolégica a las 48 horas

2 muestras por dia

Presencia de fermentacién o turbidez =
ciente

Determinar la estabilidad del mosto en
ciones controladas

PUNTO DE CONTROL:- 2. Levadura

Analisis:

Frecuencia:
Pardmetros:

Dbjetivo:

A\ndlisis:
recuencia:

Parametros:

Dbjetivo:

recuencia:
Parametros:

bbjetivo:

Recuento de bacterias en 1500 células de
dura mediante el microscopio.
Una vez por semana y por cosecha
Pediococos = 0
Bastones: Bueno 0-5
Aceptable
Deficiente 18
Morfologia = uniforme
Detectar el grado de contaminacién bacteriana
en la levadura de cosecha v determinar si esta
apta para ser utilizada en una fermentacion
rosterior.

Porcentaje de células

Una vez por semana y por cosecha

Maximo un 10% de células muertas

Detectar el grado de viabilidad de la levadura
de cosecha y determinar si esta apta para ser
utilizada en una fermentacién posterior.

Determinar el porcentaje de células de respira-
cién deficiente.

Una vez por semana y por cosecha

Maximo wun 10% de células de respiracion defi-
ciente

Detectar el grado de viabilidad de 1la levadura
de cosecha y determinar si esta apta para ser
utilizada en una fermentacioén rosterior.

UNTO DE CONTROL: 1. Mosto frio, 3.Cerveza en Ma-

duracién, 4. Cerveza del Eiltre ,;
5. Cerveza filtrada y almacena-

~

da, 6. Cerveza embotellada, (s
Cerveza pasteurizada

3




Analisis:
Frecuencia:
Parametros:

Objetivo:

PUNTO DE CONTROL:

Inoculacidén microbiolégica

Una vez por semana

Medios de Cultivo: SDA Laurilsulfato-Verde

Bilis

Bueno 2 0 Produccién gas (-)
Aceptable : 5-25
Deficiente: 25

Detectar

fiinos para la cerveza mediante

laurilsulfato y verde bilis.

Produccién gas (+)
a-

la presencia de microorganismos d
los medios SDA,

8. Agua tratada

Analisis:
Frecuencia:
Parametros:

Objetivo:

PUNTO DE CONTROQL:

Inoculacién microbiolégica

Una vez por semana

Medios de Cultivo: Plate Count oDA aerobio

Agar Mosto Yy anaerobio
Bueno > 0-20 0
Aceptable : 20-120 5
Deficiente: 120

Detectar la presencia de microorganismos

firmar si se encuentra bajo pardametros.

Yy con-

9. Tanques de fermentacién y ma-

Andlisis:
Frecuencia:

Parametros:

Objetivo:

duracién, barriles para sifén vy
equipos

Revisidon y observacién con frotis

Después de cada aseo y un numero de muestras
representativo segliin el numero de barriles a-
seados

Bastones

Pediococos

Levadura salvaje

Levadura de proceso 0]
Supervisién de las condiciones
los tanques, barriles y equipos
seo de los mismos.

higiénicas de
después del a-




RECUENTO DE GERMENES AEROBIOS TOTALES

FUNDAMENTOQ : El contaje de ©bacterias viables se basa comun-
mente en el numero de colonias que se desarro-
llan en agar nutritivo que ha sido inoculado
con cantidades conocidas del alimento y luego
incubado bajo condiciones ambientales speci-
ficas.

Cajas petri de vidrio
Pipetas de 10 y 5 ml.

Incubador (3500.)
Contador de Colonias

REACTIVO: Agar Plate Count

PREPARACION DE I0OS MATERIALES DE VIDRIQO (CAJAS PETRI Y PIPE-
TAS:

Los materiales de vidrio convenientemente lavados v enjuagados
con agua destilada, deberan ser esterilizados. El método
consiste en colocar los materiales envueltos previamente en
papel kraft (o de despacho) en el autoclave por un hora a la
temperatura de 121 C..

PROCEDIMIENTO:

La siembra de la muestra se realiza de la siguiente manera:

a. Destapar la muestra y cerca de la 1llama colocarle una
pipeta graduada estéril.
Colocar 1 ml. de la muestra en una caja Petri previa-
mente esterilizada.
Tapar inmediatamente la caja.
Afiadir los medios de cultivo correspondiente a
peratura de 40°C. aproximadamente unos 10-12ml. .
Tapar rdpidamente la caja Petri.
Agitar suavemente la caja a fin de distribuir uniforme-
mente la muestra en el medio de cultivo.
Dejar solidificar manteniendo siempre las cajas tapadas.
Incubar a 35°C..
Leer a las 48 horas.




EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

oe cuenta el nuimero de colonias desarrolladas en el agar vy se
reporta el numero de colonias por mililitro. Interpretacién
de los resultados:

0-20 colonias por mililitro = Bueno
20-120 colonias por mililitro Aceptable

Mayor 120 colonias por mililitro Deficiente

NOTAS A CONSIDERAR:

5 I También se acostumbra hacer siembras en superficie para
lo cual previamente colocamos en cajas Petri stériles
aproximadamente 12 - 15 ml. del medio, dejamos enfriar y
hacemos pruebas de esterilidad (incubar 12 horas a 359 C)
Yy sembramos sobre la superficie en estrias o rayados.

El tiempo transcurrido desde la inoculacién de la mues-
tra hasta la adicién del agar no debe exceder a los 20
minutos.




Conteo directo de bacterias en un campo visual
de 100 células de levadura usando el micros—
copio.

Beaker de 100 ml.
Asa de Platino
Lamina porta-objeto
Lamina cubre-objeto

Microscopio

NaOH O.1N.

Para la observacién microscépica en el Laboratorio de 1la
Cerveceria se toman aproximadamente 30 ml. de levadura de
un maletin o tangque, en un beaker limpio y seco, se tapa
v se identifica la muestra. La toma de muestra debe
hacerse en condiciones estériles (limpieza de la valvula
del maletin o tangque y mechero al momento de la toma de
muestra).

Una vez obtenida la muestra se debe identificar en la
siguiente forma, anotando:
1.- Clase de levadura
2. Namero de la cosecha, la cual suele expresarse con
un subindice después de la letra.
Numero del tanque del cual se toma la muestra.
Fecha de la toma de muestra.

'ROCEDIMIEN

Se coloca la muestra sobre una lamina porta-objeto en la
cual se ha colocado una gota de NaOH 0.1 N. usando el

asa de platino.

Se mezcla cuidadosamente hasta formar una suspensid
uniforme. Colocar una laminilla de vidrio o cubre-objeto
sobre la suspensién de levadura.

Se seca con papel secante la suspensién sobrante vy obser-—
var al microscopio.

n



MATERIAT.ES

E preparacién de la placa se debe hacer de tal modo gque en
da campo visual al microscopio gqueden aproximadamente 100
2lulas de levadura distribuidas uniformemente. La obser-
bcidén de la muestra se realiza en 15 campos visuales dife-
bntes, utilizando 1los aumentos correspondientes de 450X vy
BOX,con los cuales se logra un aumento apropiado de la imagen
notando lo siguiente:
Uniformidad de la muestra: Esto incluye el tamafio,
forma, pared celular y aspecto de la célula de levadura.
Presencia de materia amorfa, cristales o materiales ex-
trafios.

RESULTADOS :

han establecido las siguientes normas:
5 bastones por campo Buena
18 bastones por campo Aceptable
hs de 18 bastones por campo Deficiente
sencia de levadura salvaje Deficiente

bes levaduras deben presentar condiciones normales de
brma, tamafio y pared celular.

DTAS A CONSIDERAR:

La placa debe prepararse de tal manera gque en cada campo
visual queden aproximadamente 100 células de Ilevadura
uniformemente distribuidas, lo que se logra con la prac-

tica.
La levadura buena puede utilizarse en nuevas fermenta-

cilones.




Conteo directo de las células muertas de leva-—
dura en un campo visual de 100 células usando
azul de metileno como indicador.

Asa de platino

Lamina rorta-objeto
Lamina cubre-objeto

Microscopio
REACTIVQ: Solucién de azul de metileno (0,010%)

PROCEDIMIENTO:

Preparar una suspensioén de levadura en solucién acuosa de azul
de metileno, de 1:10.000 (0.010 grs. de azul de metileno en
100 ml. de agua destilada).

a. Se coloca wuna gota de solucién acuosa de azul de metileno
sobre el porta-objetos.

b. Con el asa de platino se agita la muestra de levadura que

se tiene en el recipiente Yy 8e esparce una gota de la
misma sobre el azul de metileno en la lamina de vidrio,
hasta formar una suspensién uniforme.
Sobre la suspensién de levadura se coloca una lamina de
vidrio (cubre-objeto), se secan los bordes con papel
secante y se observa al microscopio con aumento de 450X vy
630X. No deben quedar burbujas de aire atrapadas

ZPRESION DE LOS RESULTADOS:

Se hace el recuento de 100 células en tres campos diferentes.
Se anota el ntmero de las que se colorean de azul, las cuales
e consideran muertas. El resultado se reporta en porcentaje

células muertas. Se considera normal una levadura que
ontiene hasta un 10% de células muertas.

NOTAS A CONSIDERAR:

La placa debe prepararse de tal manera que en cada campo
visual gqueden aproximadamente 100 células de levadura
uniformemente distribuidas, lo que se logra con la préac-
tica.




oe observa al microscopio entre uno vy cinco minutos des-—

pués de haber puesto la levadura en contacto con el colo-
rante para que las células muertas alcancen a tefiirse.




TECNITCA PARA LA IDENTIFICACION DE
CELULAS DE RESPIRACION DEFICIENTE EN

LEVADURAS =

Deteccidén de células de levadura de respiracién
deficiente en una poblacién dada por una técni-
ca de recubrimiento con trifeniltetrazolium
cloruro (TTC) como indicador.

La 2,3,5 +trifeniltetrazolium cloruro es wuna sal incolora que
forma un precipitado rojo al reducirse. Cuando se cubren las
colonias de levadura, los organismos de respiracién reducen el
TTC, las colonias toman un color rosado obscuro. De otra for-
ma los organismos de respiracién deficiente no reducen el
tinte y retienen su color original usualmente blanco.

MATERTIALES: Cajas Petri
Pipetas
Balones de 1000 ml.

Contador de colonias
Incubador aerdébico 28-30°¢C.
Cabina de flujo laminar

Medio YPD (Yeast Pepton Dextrosa)
Trifeniltetrazolium Cloruro (TTC) sobre agar

PREPARACION DE LA MUESTRA:

a suspensidn de levadura debe diluirse hasta obtener una
solucidén con wuna concentracién de 500-1000 células ror mili-
itro.

ROCEDIMIENTO:

Una vez preparado el Medio YPD v enfriado a 45°¢
procede a colocar de 10 a 15 ml. del mismo en las

petri previamente esterilizadas.

Esperar a que solidifique el medio.

Cuando el medio esté sélido inocule 0.1 ml. de la muestra
en las cajas y con la pipeta extienda la misma sobre el
agar cuidando de no romperlo.

Las cajas son incubadas por 3 dias a ¢ . condi-
ciones aerdbicas, al cabo de los

teo de las colonias desarrolladas.

(]
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Cada caja se cubre con 20 ml. de TTC sobre agar a 50 C.
Después de una incubacidén adicional de 3 horas a tem-—
peratura ambiente, las colonias son observadas.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

Las colonias blancas son consideradas de respiracidén deficien-
te

= Se reporta el porcentaje de las mismas.




La determinacién de coliformes se fundamenta en
la capacidad que presentan esto microorganis-
mos de fermentar la lactosa con produccidén de
gas. '

Tubos de ensayo
Pipetas

Incubador a 35°C.

Caldo Lauril-sulfato
Caldo Verde Bilis

PROCEDIMIENTO :

Colocar 2 ml de la muestra en tubos previamente prepa-
rados con 10-12 ml. de caldo Lauril-sulfato y la campa-
na de Durham.

Tapar los tubos.

Incubar a 35°C. por 48 horas.

Realizar la lectura. Si no hay produccidn de gas se con-
sidera negativo. Si hay produccién de gas, se procede a
hacer el andlisis confirmativo con 10 ml. de caldo Verde
Bilis brillante.

Se coloca una gota del cultivo positivo, se incuba 48
horas a 35°C..

Realizar la lectura.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

Si hay produccién de gas en la prueba confirmativa se consi-
dera positivo. Toda muestra que de resultados positivos en
ste andlisis se considera deficiente.

Los medios mas uUtiles son los que contienen bilis, que
inhibe la mayor parte de los cocos y de los bacilos
Gram (+).

La presencia de lactosa y la utilizacién del tubo Durham
como indicador en el medio permite reconocer facilmente a
los bacilos coliformes.




La wutilizacién del caldo Lauril-sulfato permite aislar
los microorganismos fermentadores de lactosa con produc-—
cién de gas para luego poder hacer la prueba confirmativa
de coliformes en el medio Verde Bilis.

Es un técnica utilizada para determinar el grado de contami-—
nacién de aguas y otras bebidas con coliformes. En la Compa-
fiia de Cervezas Nacionales C.A. se realiza esta prueba exclu-
sivamente para el agua de las cisternas.

FUNDAMENTO ;. La determinacién e coliformes se fundamenta en
la capacidad gque presentan estos microorganis-
mos de fermentar la lactosa con producciédn de
gas.

Tubos de ensayo
Pipetas

Incubador a 35°C.

Caldo Lauril-sulfato
Caldo Verde Bilis

En dos +tubos de concentracién sencilla de Caldo Lauril-
sulfato, afiladir 1 ml. de muestra a un tubo y 0,1 en el
otro tubo.

En cinco tubos de doble concentracién del mismo medio,
afiadir a cada uno 10 ml. de la muestra.

Incubar a 35°C. durante 48 horas. Si no hay produccién
de gas se considera negativo. Si hay produccidén de gas,
se procede a hacer el andlisis confirmativo con 10 ml. de
Caldo Verde Bilis Brillante.

oSe coloca wuna gota del cultivo positivo, se incuba du-
rante 48 horas a 35°C..

EXPRESION DE TLOS RESULTADOS:

91 no hay produccién de gas en la prueba confirmativa se
considera negativo. o1 hay produccién de gas, se considera
positivo. Las muestras positivas son deficientes.




NOTA A CONSIDERAR:

ES conveniente expresar el resultado de los exdmenes en tér—
minos del numero mds probable (MPN). Este término es actual-
mente estimativo basado en ciertas férmulas probables. Segun
la cantidad de tubos que hayan dado resultados rositivos al
hacer 1la confirmacién, se compara con la tabla anexa y se
reporta.




SUPERVISTION DE ASEOS MEDLANTE FROTIS

La supervisién de las condiciones higiénicas de las lineas de
envase, tanques de maduracién vy fermentacién, y barriles de
cerveza, ayudan en gran manera a detectar las posibles fuentes
de contaminacién del producto durante el proceso, de alli 1la
importancia de realizar un frotis para la determinacidén del
grado de limpieza de las mismas.

FUNDAMENTOQ - Observacién al microscopio de la muestra toma-
da con hisopos estériles en los equipos recién
desinfectados.

Hisopos estériles
Laminas porta-objeto
Laminas cubre-objeto
Microscopio

NaOH 0.1 N.

PROCEDIMIENTO

a. Se coloca sobre la lamina cubre-objeto el hisopo con la
muestra y se deja caer 2 o 3 gotas de NaOH 0.1 N. sobre
el hisopo.

Se mezcla cuidadosamente, procurando que la muestra se
distribuya uniformemente sobre la rlaca.

Se coloca una laminilla de vidrio o cubre-objeto sobre la
suspension formada cuidando que no queden burbujas de
aire atrapadas entre la ldmina y laminilla.

Se seca con papel absorbente la suspensién sobrante.

Se observa al microscopio.

[NTERPRETACION DE I0S RESULTADOS:

be observa la totalidad de la placa determinando la presen-
>ia de microorganismos y materia amorfa. Para que las condi-
>iones higiénicas sean consideradas buenas debe observarse
poca materia amorfa y cumplir con los siguientes parametros:

bastones = 0
ediococos

evadura salvaje
evadura proceso




La presencia de microorganismos y excesiva cantidad de materia
amorfa determina condiciones higiénicas deficientes.

A CONSIDERAR:

a supervisidbn de aseos mediante frotis se complementa

on la prueba de fenolftaleina para determinar la pre-

sencia de soda.




PROPAGACION DEIL, CULITIVO PURCO DI
LEVADUIRA

La introduccidén de sistemas de propagacidén de cultivos de
levadura pura en el proceso cervecero ha proporcionado al
maestro cervecero una herramienta valiosa, ya que le permite
propagar grandes cantidades de levadura bajo condicione cui-

dadosamente controladas, libre de contaminantes. '

FUNDAMENTO : Reproducciébn de un cultivo puro de levadura
bajo condiciones controladas y apropiadas para
la obtencién del cultivo iniciador de fermenta-
cién en el proceso.

Fermentador de 1000 y 3000 ml.
Barril de acero

EQUIPOS: Tangues propagadores de 50 y 200 hectolitros
REACTIVOS: Mosto estéril y filtrado

PREPARACION DEL MOSTO:

Se toma aproximadamente 2500 ml. del mosto procedente de
los enfriadores y se lo esteriliza en el autoclave a 100
grados centigrados por 30 minutos.

Enfriar y almacenar a 10°C. por 24 horas para gue preci-
piten las impurezas.

Filtrar a través de un lecho de algodédn.

Colocar 350 ml. y 1500 ml del mosto filtrado en los fer-
mentadores de 1000 y 3000 ml. respectivamente.

Esterilizar en el autoclave a 100°C. por 30 minutos.

PROCEDIMIENTO:

Se +toma 150 ml. del cultivo puro de levadura y se lo
agrega al fermentador que debe contener 350 ml. del mosto
filtrado y estéril, de manera gue alcance un volumen de
500 mls

Se incuba a 10°C..

A las 24 horas de la primera agregacidén se procede a
traspasar la levadura al segundo fermentador gue debe
contener 1500 ml. de mosto filtrado y estéril, de modo
que llegue a un volumen de 2000 ml. y se incuba a 10°C.
Después de 24 horas de incubacién se procede a llevar el
agregado de levadura a la planta de la fébrica para su
traspaso al barril de acero previamente desinfectado.
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oe adiciona mosto frio y aireado procedente de los en-
friadores al barril de acero de modo que se lleve a la
suspension de levadura a un volumen de 5 litros y poste-
riormente a las 24 horas a 20 litros. Se coloca el
barril en la bodega de frio a 12°C..

A las 24 horas de incubacidén después de la segunda agre-—
gacidén de mosto se traspasa el contenido del barril al
tanque propagador de 50 hectolitros (Hl1) y se lleva la
suspensién a 1 Hl. con el mosto procedente de los enfria-
dores.

oe procede a agregar mosto cada 24 horas hasta llevar la
suspension de levadura a los volumenes de 5, 20 y 50 H1l..
Mediante mangueras desinfectadas se traspasa el contenido
del propagador de 50 Hl. al propagador de 200 Hl., en
donde se agrega mosto hasta aque alcance dicho volumen.
Se incuba por 48 horas a 12°C..

St

Una vez efectuada la ultima incubacidn, se obtiene el cultivo
iniciador de fermentacidén gque se pone a disposicidén del
maestro cervecero para Su uso en el proceso.

NOTAS CONS

Los equipos que se utilizan en la Planta para la propa-
gacidén deben estar escrupulosamente limpios v desinfec-—
tados.

El cultivo puro de levadura procede de la Cerveceria de
Babaria-Colombia.




DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD

HMICROBTIOLOGICA DEL MOSTO

Incubacién de la muestra a 25°C. durante 48 ho-
ras.

Botella estéril
Pinzas
Algodén

HQUITPOS:: Incubador a 25°C.

OMA DE MUESTRA:

be deben tomar muestras de cada cocimiento de mosto después de
nfriado y aireado. Las instrucciones a seguir son:
El grifo de +toma de muestra se debe limpiar previamente
con agua, luego con alcohol y algodén se desinfecta, y se
calienta 3 minutos aproximadamente con una llama.
Se abre el grifoy se deja correr el mosto que estd en
zZona cercana.
En un frasco estéril se toma la muestra del mosto, para
ello se debe tener aire caliente alrededor, ésto se
consigue prendiendo un algodén impregnado en alcohol vy
sostenido con unas pinzas.
Una vez obtenida la cantidad necesaria de liquido cerrar
el frasco con el tapdn de algoddén original.

()&
Identificar la muestra con el numero de cocimiento.
Se incuba el frasco a 25°C. durante 48 horas, al terminar

este tiempo se determina la estabilidad del mosto.

NTERPRETACION DE RESULTADOS:

se observa fermentacién (que se determina mediante agita-
6n de la muestra incubada vy formacidén de espuma en la mis-
) o turbidez nos indica que la estabilidad es deficiente.




Calculo de 1la concentracién de células de
levadura presente en una muestra mediante el
conteo directo de células usando la cdmara
Neubauer y el microscopio.

Céamara Neubauer
Tubos de ensayo
Pipeta pasteur
Piceta
Microscopio

Agua destilada

MUES

La muestra debe ser desgasificada mediante agitacién y di-
luirse tomando un mililitro y llevarlo a 20 con agua desti-

lada.

b.

El factor de dilucidén debe usarse en el cilculo.

Llenado de la camara: Debido a que el drea de conteo vy
la posicién correcta de 1la laminilla determinan el vo-
lumen sobre el &rea de conteo es extremadamente impor-
tante llenar la cémara correctamente. La laminilla debe
ir centrada sobre el area de conteo. Se toma una pipeta
limpia y seca la muestra, se deja caer unas 3 o 4 gotas,
permitir Jluego gue wuna pequefia gota de muestra fluya
entre la cdmara y 1la laminilla. El area debe gquedar
completamente llena sin que se extienda el liquido sobre
las fosas o canales. Dejar reposar por unos pocos minu-
tos para que las células sedimenten.

Conteo: El conteo de las células debe realizarse dentro
del area de 1 mm , deben contarse todas las células de
levadura gue se encuentran dentro de dicha 4&rea. Para
evitar contar algunas células dos veces es necesario
standarizar la técnica de conteo.




La cuadricula central mide 1 mm. por cada lado con un A&area
total de 1 mm .. Cada uno de los 25 cuadros en los que esta
dividida la cuadricula central mide 0.2 mm. con  un area de
0.02 mm .. La profundidad del 4&rea de conteo es determinada
por la laminilla cubre-objeto, usualmente es de 0.1 ml. por
encima del Area de conteo.

El volumen del liquido sobre la cuadricula puede ser calcu-
lada con la siguiente férmula:
VOLUMEN = LARGO X ANCHO X ALTURA
donde:
Largo mm
Ancho mmn
Altura -1 mm

Volumen = 1 mm x 1 mm x 0.1 mm = O.1mm . o1 x 10 cm

El conteo de las células de levaduras obtenidas no debe ser
menor de 5 células en el drea de 1 mn. v no mayor de 48 cé-
lulas en wuno de los 25 cuadros. El conteo de ambos lados de
la camara debe coincidir dentro de un 10%.

Ca Standarizacién del conteo: Las células que tocan las

lineas superior y derecha de la cuadricula no se cuentan,
las células que tocan las lineas inferior e lizquierda de
la cuadricula si se cuentan.
Las células que se encuentran en gemacidn se cuentan como
una sola célula si la gema es la mitad del tamafio de 1la
célula madre, si la gema es igual que la célula madre se
cuentan las dos células.

CALCULQ :

Namero de Cé&lulas por ml. Total de células del &area de los
25 cuadros X factor de dilucién
X volumen tomado

EJEMPLO:
Lectura de dos &areas de conteo:- 20 y 22 células

Numero de células por ml = 21 x 20 x (L x 168 )
4°200.000

NOTAS A CONSIDERAR:

La camara de Neubauer, usada prara el conteo de células,
es una pieza hecha de vidrio resistente con dos &reas de
conteo de dos cuadros separados cada uno en tres lados
por una fosa.
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iste método no distingue entre células vivas o no.

Fste método no es Util para soluciones gque contengan

menos de 500.000 células de levadura por mililitro.




El contaje de Dbacterias viables perjudiciales
para la cerveza se basa cominmente en el nu-
mero de colonias que se desarrollan en agar SDA
(Schwarz Differential Agar) que ha sido inocu-
lado con cantidades conocidas de muestra vy
luego incubado bajo condiciones especificas.

El agar SDA es una combinacién de cerveza y sustratos espe-
ciales el cual promueve particularmente el crecimiento de
bacterias dafiinas a la cerveza (Lactobilos, Pediococos) v al
mismo tiempo inhibe el crecimiento de ©bacterias no dafiinas a
la cerveza. Con la adicién de la actidiona se inhibe el
crecimiento de levaduras.

Cajas petri de vidrio
Pipetas de 10 y 5 ml.

Incubador a BOOC.
Contador de colonias

Agar SDA (Schwarz Differential Agar)
Actidiona

PREPARACION DE LA CAJA PETRI:

Una vez preparado el medio SDA y enfriado a 45°C. sus-
pender el CaCO3 presente en el medio agitando, evitando
la formacibén de excesiva espuma.

Adicionar aproximadamente 12-15 ml. del medio en las
cajas petri previamente esterilizadas y dejar solidi-
ficar el medio.

Luego que el medio ha solidificado colocar las cajas in-
vertidas en una incubadora a 30° C. para gque se sequen
durante una noche, el secado excesivo debe ser evitado.
Almacenar las cajas en posicidén invertida a 1-5°C. antes
que se requieran para el uso.

PROCEDIMIENTO:

La siembra de muestra se realiza de la siguiente manera:

a. Destapar 1la muestra cerca de la llama y colocarle una
pipeta graduada estéril.

b. Colocar 0.2 ml. de la muestra en una caja retri
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previamente preparada con agar SDA.

Distribuir la muestra sobre la superficie del agar con la
pipeta cuidando de no romper el agar.

Incubar a 30°C. por 5 dias.

Realizar la lectura.

EXPRESION DE T.OS RESULTADOS:

Se cuenta el ntmero de colonias desarrolladas en el agar, se
multiplica por el factor de dilucién (5) y se reporta el nu-
mero de colonias por mililitro. Interpretacién de los resul-
tados:

0 colonias Bueno
5-25 colonias Aceptable
25 colonias Deficiente

NOTAS A CONSIDERAR:

El medio favorece el crecimiento de levaduras y bac-
terias para suprimir el crecimiento de 1la levadura, es
necesario adicionar actidiona en una concentracién de

1 ml. por cada 100 del medio en la preparacién del mismo.

La actidiona se adiciona solo en el medio destinado para
determinar bacterias anaerocbias.

Se determinan las bacterias anaerobias solo en cerveza;
en agua y mosto frio se determinan bacterias aerobias vy
anaerobias.

Para determinar bacterias anaerobias se incuba la caja
inoculada en Jjarras anaerobias utilizando el sistema
Gaspack para lograr las condiciones deseadas.

El medio SDA es termoldbil y no debe ser fundido, si s
solidific6 es mejor desecharlo.




El contaje de mohos y levaduras se basa comun-
mente en el numero de colonias que se desarro-
llan en agar Mosto gque ha sido inoculado con
cantidades conocidas de la muestra y luego
incubado bajo condiciones ambientales especi-
ficas.

El agar Mosto tiene un pH de 5.0, en el cual la flora bacte-
riana de acompafiamiento es inhibida, permitiendo el cultivo,
asilamiento v numeracién de hongos, especialmente de
levaduras.

Cajas petri de vidrio
Pipetas de 10 y 5 ml

Incubador a 35°C.
Contador de Colonias

Agar Mosto

La siembra de la muestra se realiza de la siguiente manera:

a. Destapar la muestra y cerca de la 1llama colocarle una
pipeta graduada estéril.

bi. Colocar 1 ml. de la muestra en una caja petri previamente
esterilizada.
Tapar inmediatamente la caja.
Afiadir el medio de cultivo correspondiente a
temperatura de 40°C. aproximadamente unos 10-12 ml..
Tapar rdpidamente la caja petri.
Agitar suavemente la caja a fin de distribuir unifor-
memente la muestra en el medioc de cultivo.
Dejar solidificar manteniendo siempre las cajas tapadas.
Incubar a 35°C..
Leer a los 5 dias.

Qs 05:

Se cuenta el numero de colonias desarrolladas en el agar v se
reporta el numero de colonias por mililitro. Interpretacidn
de los resultados:

colonias por ml. Buena

colonias por ml. Aceptable

colonias por ml. Deficiente




NOTA A CONSIDERAR:

1. El tiempo transcurrido desde la inoculacidén de la muestra
hasta la adicidén del * no debe exceder a los 20 mi-
nutos.




ASPRECTOS GENERALES DE LA EMPRESA

UBICACION:

La Compafiia de Cervezas Nacionales C.A. se encuentra ubicada
en la Ciudad de Guayaquil en el Km. 16,5 via Daule.

TAMANQ FISICO:

Las dimensiones de la planta cervecera son las siguientes:
Area del terreno: 107.702 m2

Areas de construccién:

Area industrial: m2

Edificio administrativo: m2

Silos:
Vestidor

es: 1.000
Parqueader

05: 340

TAMANO DE PRODUCCION;

La Cerveceria Nacional produce alrededor de 1000 pallets dia-
rios de cerveza, cada pallet contiene 72 Jabas por lo tanto
son 72.000 Jabas producidas en los 3 turnos de trabajo del
dia. Se labora de lunes a sd&bado vy algunas ocasiones los
domingos. Del total producido por la compafiia de Cervezas
Nacionales C.A. aproximadamente un 75% es de cerveza marca
Pilsener y el resto marca Club. Sin embargo ocasionalmente se
produce cerveza One-Way (no retornable) vV agua mineral marca
Manantial.

ACTIVIDADES A LAS QUE SE DEDICA LA EMPRESA:

La Compafiia de Cervezas Nacionales se dedica prrincipalmente a
la fabricacién de cerveza Pilsener vy Club las cuales son
vendidas a nivel nacional y se std comenzando a exportar a

paises latinoamericanos y a E.E.U.U.. 3 marcas anterior-
s ingresos,

mente menciocnadas representan casi el J07% de su
siendo el otro 10% producto de la venta de agua mineral
"Manantial” y de los desperdicios cerveceros, principalmente
frecho (granos de malta y adjuntos residuales) y la evadura
de cerveza que se la utiliza en la industria panificadora.




DISTRIBUCTON:

La distribucidn de la cerveza es realizada por personas o
empresas particulares. Se despacha de lunes a sédbado de 7hO00
a 17h00. El pago de la cerveza se lo realiza antes de la
entrega y de contado. La utilidad para los distribuidores es
pequefia por jaba pero grande por volumen de ventas.

Para la distribucidén existen camiones para la ciudad, gene-
ralmente pequefios. Estos llevan la cerveza directamente a los
bares y los transportes de provincia que generalmente son

grandes trailers que llevan solo la cerveza hasta bodegas en
sus respectivas ciudades, para luego ser distribuidos por
camiones mé&s pequefios. Estos camiones son disefiados de
acuerdo a las exigencias de la compafiila para facilitar el
manipuleo de los pallets. La empresa cuenta con 8 camiones
para la distribuicidén en la ciudad y 10 para la distribucidn

en provincias.
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CONCILUISTONES Y RECOMENDACIONES

¢ El cdlculo de la concentracion de células de levadura en

la cerveza en maduracién es una herramienta Gutil que nos
permite predecir las condiciones en que se va ha producir
la filtracién, de manera que el cervecero pueda tomar las
medidas preventivas para evitar el taponamiento del
tiltro.

La levadura cervecera merece especial atencidén tanto en
la propagacién del cultivo puro, como de los controles
que se realizan a la levadura de cosecha, ya que de 1la
calidad de la misma depende la obtencién de una cerveza
de brillo y sabor apropiados.

Debido & que el Laboratorio de Microbiologia es de gran
importancia en la Industria Cervecera vy rarticipa
activamente en el proceso de elaboracién, debe siempre
mantenerse informado de las nuevas técnicas que se de-—
sarrollan para el control microbiolégico y saber adap-
tarlas de la manera mds adecuada a las condiciones de
trabajo.

La supervisién de las condiciones higiénicas de 1los
equipos, tanques y barriles mediante frotis nos permite
determinar con rapidez las fuentes de contaminacién de

éstas pueden ser eliminadas antes que entren
en contacto con el producto.

manera que

Se recomienda la reubicacién de ciertas llaves de toma de
muestra dentro de la infraestructura de la planta de
manera dque brinden mayor facilidad rara su desinfeccidn
asegurando la confiabilidad de 1los resultados obtenidos
en los andlisis microbiolégicos.

El laboratorio de Microbiologia de la Compafiia de
Cervezas Nacionales C.A. es ideal para realizar Prac-
ticas Profesionales o Industriales II, ya que las
Personas que alli laboran se preocupan por brindar nuevos
conocimientos y reforzar los ya adguiridos por el Prac-
ticante convirtiéndose en una experiencia invalorable
para el desarrollo profesional.
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ANEXCO $+ 1

PREPARACION DE TOS REACTIVOS DE LA
TECNICA PARA T1.A JTDENTIFICACION DR
CELULAS DE = RESPIRACION DEFICIENTE EN
LEVADURA -

Medio YPD:

Disolver los siguientes ingredientes en agua destilada
para preparar un litro:

Extracto de levadura 10

Peptona 2

Dextrosa 20

Agar 20

Esterilizar el medio en el C. por 15 mi=
nutos.

ITrifeniltetrazolium Cloruro (TTC) sobre agar:

Los siguientes ingredientes deben 1llevarse al autoclave
en soluciones separadas por que el TTC es reducido cuan-—
do se lleva al autoclave en solucidén con agar. Las dos
soluciones son mezcladas antes del wuso (cuando se en-
cuentren a una temperatura de 55 C.).

Solucion A: Buffer de fosfato de doble potencia con
agar: Disolver 1.26 gr. de NaH2P04 (fosfato dibasico de
sodio), 1.16 gr. de Na2HP0O4 (fosfato dcido de sodio) y
3.0 gr. de agar, completar con agua destilada hasta 100
mililitros.

Solucion B: Solucién de doble potencia de TTC: Disol-
ver 0.2 gr. de 2,3,5-trifeniltetrazolium cloruro, com—
pletar con agua destilada a 100 ml.

Llevar por separado la solucién A y B al autoclave por 15
minutos a 121 . v 21 libras de presidn. Mezclar las so-
luciones después que estén a 55 C.




ANEXO I+ =2

MPN — INDEX Y 95 % LIMITES DE CONFIABILIDAD PARA VARIAS COMBI—
NACIONES DE RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS (SIEMBRA DE 5
INOCULOS CON 10 ML..1 INOCULO DE 0.1 ML. Y 1 INOCULO DE 1 ML)

NUMERO DE TUBOS POSITIVOS M PN 95% LIMITE CONFIDENCIAL
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