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RESUMEN

Durante la fermentacion lactea, la composicion del medio de crecimiento cambia
debido al desarrollo, crecimiento y multiplicaciéon de bacterias acido lacticas que
consumen lactosa, aminoacidos, y otros requerimientos nutricionales, produciendo
acido lactico, acetaldehido, exopolisacéridos y otros metabolitos que originan
cambios en los parametros fisicoquimicos del medio tales como pH, viscosidad,
acidez, entre otros. Estos cambios afectan la velocidad de propagacion de onda y

la impedancia acustica de la leche.

Para controlar el proceso fermentativo, cuyo producto final es un alimento, se
requieren variables adecuadas desde el punto de vista de manipulacion de
alimentos, prefiriéndose aquellas que no requieran contacto con el producto y no
alteren sus propiedades. Las sefiales ultrasonicas de baja potencia presentan esta

ventaja y han sido aplicadas en el estudio de procesos bioldgicos.

En la presente tesis se estudiaron las cinéticas de fermentacién de Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus thermophilus, y la mezcla de ambas a través de la
variacion del pH, UFC y propagacion de ultrasonidos. Las sefiales ultrasonicas
aplicadas se procesaron por medio de la transformada de Fourier y la
transformada wavelet. Se concluye que se puede identificar la cinética de
fermentacién a través de cambios en la atenuacion de la onda ultrasénica, sin

embargo no es posible identificar las bacterias presentes en una mezcla.



ABSTRACT

During milk fermentation, composition of growth medium changes due to
development, growth and multiplication of lactic acid bacteria which consume
lactose, amino acids and other nutritional requirements. In return, these bacteria
produce lactic acid, acetaldehyde, exopolysaccharides and other metabolites
which originate changes in the physicochemical parameters of the medium such as
pH, viscosity, acidity, among others. These changes affect the wave propagation

velocity and acoustic impedance of the milk.

To control the fermentation process whose end product is a food, appropriate
variables are required from the viewpoint of food handling. Monitoring that do not
require contact with the product and do not alter its properties is desirable. The
low-power ultrasonic signals have this advantage and have been applied in the

study of biological processes.

In this thesis, kinetics of fermentation of Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
thermophilus, and the mixture of both are studied through the pH, UFC and
ultrasound propagation. Ultrasonic signals applied are processed by means of the
Fourier and wavelet transform. It is concluded that identification of the kinetics of
fermentation of the bacteria studied through the changes in the ultrasonic wave
attenuation is possible, but is not possible to identify bacteria in the mixture case.
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1. ANTECEDENTES

En el estudio del desarrollo de microorganismos, existen trabajos acerca de su
crecimiento utilizando diferentes modelos de cinética (Zwietering et al., 1990, 1994) donde
se presentan ecuaciones diferenciales de uno o méas ordenes y con variables que van
desde 2 hasta 15, de esta forma se garantiza que exista una ecuacion para una forma de
crecimiento y una bacteria en especifico, sin embargo se deben ajustar ciertos
coeficientes para la bacteria, no profundizan en el andlisis de las variables y no son
adecuados para realizar el monitoreo o caracterizacién de un proceso microbiolégico. Por
lo tanto, hay una necesidad en el desarrollo de nuevas técnicas para la deteccion e
identificacion de agentes patdégenos simultaneo al monitoreo de un proceso, debido a que

los tradicionales toman mucho tiempo y son laboriosos.

Con la necesidad de detectar de forma rapida y eficiente la presencia de
microorganismos, se han desarrollado técnicas que utilizan las propiedades bioeléctricas,
bioguimicas vy fisicas de ellos. Dentro de las técnicas fisicas se encuentra el peso seco,
filtracion, conteo de células viables, densitometria, turbidez entre otras (Hobson, 1996),
son técnicas relativamente sencillas aunque el principal problema se debe a errores del
operador; en el caso del calculo del peso seco y filtracién no se recomienda en muestras
donde existan particulas no solubles, que resulta en valores erréneos en la lectura; en el
caso del calculo de turbidez y densidad se presentan problemas al tener que elaborar una
curva de crecimiento para cada microorganismo y condicion de crecimiento, si las

condiciones cambian se tiene que elaborar una nueva curva (Hobson, 1996).

Dentro de las técnicas bioquimicas se encuentran la fluorescencia (Errampalli et al., 1998;
Fanatsu et al., 2002), citometria de flujo (Veal et al., 2000; Cram, 2002), espectroscopia
(Ellis et al., 2002), el enfoque de la dispersion de luz (Perkins y Squirrell, 2002; Nebeker et
al., 2001), electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (Jae-Hyung et al., 2009) y la

deteccién mediante la tecnologia de fibra Optica (Kramer y Lim, 2004).

Aungue estas técnicas han reducido el tiempo necesario para detectar microorganismos
en los alimentos, aun presentan problemas como en el analisis de sefiales luminosas,
donde la dispersion de la luz procedente de otras fuentes dentro de la muestra, debido a

particulas de fondo, puede dar falsos resultados.



Respecto a las variables mas utilizadas para realizar el seguimiento de la cinética de
fermentacion, la acidez es la variable mas ocupada en la fermentacién de productos
lacteos. Sin embargo, existen otras variables que aportan informacion sobre el grado de la
fermentacion desde diferentes aspectos, como el pH (De Brabandere y De
Baerdemaeker, 1999), potencial redox (Kwong et al., 1992; Berovic, 1999; Van Dijk et al.,
2000; Cheraiti et al., 2005; Kukec et al., 2002), conductividad eléctrica (Paquet et al.,
2000), numero de unidades formadoras de colonias, viscosidad, concentracion de sustrato
o producto final, entre otros. Por ejemplo, Wuist y Rudzik (2003) emplearon la
espectroscopia infrarroja para monitorear la calidad de la leche, mientras que Yongni et
al., (2007) emplearon espectroscopia infrarroja para determinar el contenido de azlcares

y la acidez del yogurt.

En cuanto al manejo de sefiales ultrasonicas, Ogasawara et al. (2006) realizaron un
analisis en el cambio de fase de una sefal ultrasénica senoidal obtenida durante una
fermentacion, cuyo inéculo fue yogurt Caspian Sea. Llegaron a la conclusién de que la
fase de la onda se ve afectada por la fermentacion e indican que mediante este método
se reduce el riesgo de contaminacion de los alimentos, sin embargo no profundizaron en
otra informacion de la sefal ni relacionaron la informacién con la velocidad de

propagacion del medio.

Mientras Resa et al. (2007) realizaron un andlisis sobre la variacién de la velocidad de
propagacion de una sefial ultrasonica durante el crecimiento de Lactobacillus casei en
medio MRS. Y llegaron a la conclusion de que la transformacion de azucares en &cido

lactico disminuye la velocidad de propagacion de la onda.

Ibarra et al. (2008) realizaron un estudio en el que aplicé la transformada wavelet a un
proceso de fermentacion, sus resultados fueron enfocados al andlisis del potencial redox
durante el desarrollo de una mezcla de microorganismos, concluyendo que es un buen

indicador de la actividad metabdlica de las bacterias.



2. JUSTIFICACION

Se estudia la fermentacion lactea de dos microorganismos bien conocidos, Lactobacillus
acidophilus y Streptococcus thermophilus, debido a que presentan diferentes formas
celulares y producen diferentes compuestos, lo que afecta a las caracteristicas del medio
de forma diferente.

Se utilizan sefiales ultrasénicas de baja potencia debido a que este tipo de sefiales aporta
informacion sobre la densidad y viscosidad del medio a través de la velocidad de
propagacion de la onda, y cuyo analisis es complementario a otras técnicas que utilizan
como variable la acidez o el nimero de unidades formadoras de colonias, ademas de no
afectar al crecimiento de los microorganismos lacticos estudiados. Con ello se pretende

aportar un mayor conocimiento en el analisis del proceso fermentativo.

Debido a que la informacién asociada a la velocidad de propagaciéon esta en funcién del
tiempo y no solo de la frecuencia, se considera adecuado un analisis en el dominio del
tiempo y de la frecuencia simultaneamente, esta ventaja la presenta la transformada
wavelet, que resulta mas adecuada en comparacién a otras técnicas de analisis como la

transformada de Fourier.

El analisis tiene la finalidad de implementar métodos complementarios para seguir la
evolucion y concentracion de cultivos lacticos en un medio especifico, en este caso en

yogurt.



3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GENERAL

Caracterizar las cinéticas de crecimiento de los microorganismos lacticos Lactobacillus

acidophilus y Streptococcus thermophilus a partir del analisis de sefales ultrasonicas

mediante la transformada wavelet continua.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar variables y pardmetros para realizar el estudio de la cinética de
crecimiento de los microorganismos relacionados a las condiciones del medio,
ademas de la excitacion y el registro de las sefiales ultrasénicas.

Monitorear la cinética de crecimiento de diferentes bacterias lacticas mediante el
empleo de sefales ultrasonicas, analisis fisicoquimico y microbioldgico.

Identificar patrones de crecimiento de Lactobacillus acidophilus y Streptococcus
thermophilus en distribuciones de tiempo-frecuencia obtenidas mediante la
transformada wavelet continua de las sefiales ultrasénicas correspondientes.

Validacion de los patrones de crecimiento obtenidos mediante la transformada wavelet
continua al compararlos con los resultados correspondientes al analisis fisicoquimico y
microbiol6gico

Demostrar que existen dichos patrones individuales en un medio microbiol4gico con la
mezcla de ambas bacterias.



4. HIPOTESIS

Los cambios en la propagacion de las sefiales ultrasénicas causados por la
variacion de la composicion durante el proceso fermentativo lacteo, que modifican
la densidad y la composicion de la leche, permiten caracterizar las cinéticas de
crecimiento de Lactobacillus acidophilus y Streptococcus thermophilus a través de

analisis mediante la transformada wavelet continua.



5. MARCO TEORICO

5.1.PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS

La fermentacion lactea es uno de los métodos méas antiguos practicado por la humanidad
para la transformacion de la leche en productos con vida de anaquel més largo. El origen
exacto de las leches fermentadas en la historia de la humanidad no ha sido bien
establecido, pero podria ser de hace 15, 000 afios cuando el hombre dejo la recoleccion
para convertirse en un productor de alimentos (Pederson, 1979). Este cambio también
incluyé la domesticacion de animales, y probablemente se produjo en momentos
diferentes en distintas partes del mundo. Evidencia arqueoldgica muestra que algunas
civilizaciones tenian métodos avanzados en agricultura y ganaderia asi como en la
produccién de leches fermentadas. Hoy en dia diversos productos lacteos fermentados se
fabrican en muchos paises (Campbell-Platt, 1987; Kurmann et al., 1992), aunque pocos
son de importancia comercial.

Se considera que los productos lacteos fermentados tienen su origen en el Medio Oriente,
donde la produccion de leche siempre ha sido estacional, limitandose a unos pocos
meses del afio. La razon principal de esta escasez se debe a la falta de produccién
intensiva de animales, debido a la agricultura que est4 en manos de los pueblos némadas
gue se desplazan de un lugar a otro buscando pastura para la alimentacion animal. Este
tipo de existencia nébmada los obliga a permanecer en el desierto durante meses lejos de
ciudades donde podrian vender sus productos de origen animal. Otra caracteristica
importante es que en Medio Oriente existe un clima subtropical y las temperaturas de
verano pueden alcanzar hasta 40°C. Bajo estas condiciones la leche se agria y se
coagula en un corto periodo de tiempo, ademas del riesgo de contaminacion causado por
microorganismos en el aire, animales, pienso o manos del ordefiador. Ello hace inviable la
posibilidad de transporte e incluso la conservacion de la leche durante algin periodo de
tiempo. Como resultado la mayor parte de la poblacién consumia la leche sélo en raras
ocasiones, haciendo necesario un proceso alterno para su consumo y almacenamiento.

Es evidente que en las primeras etapas, la acidificaciéon de la leche no fue un proceso
uniforme, debido a que la fermentacién era producida por bacterias no acido lacticas y
daba lugar a un producto que era insipido, indeseable y donde el coagulo era irregular,
lleno de agujeros de gas y mostrando extrema sinéresis del suero. Las bacterias acido
lacticas, sin embargo, actuaban sobre la leche para producir un producto fermentado
agradable para comer y/o beber, este Ultimo producto se le conoce generalmente como
leche acida.

Como los animales criados por estos pueblos ndmadas fueron vacas, cabras, ovejas y
camellos, las tribus debieron desarrollar un proceso de fermentacion que tendria bajo
control la acidificacion de las distintas leches. Por ejemplo, usando los mismos recipientes
o agregando leche fresca a una fermentacion en curso, calentando ligeramente la leche
para concentrar la leche obteniendo coagulos més atractivos, sembrando el cultivo lactico
en leche tratada térmicamente, seleccionando gradualmente a las bacterias acido lacticas
capaces de tolerar altos niveles de acido lactico y erradicando los microorganismos
patdgenos presentes en la leche.

Aunque la evolucion del proceso fue estrictamente intuitiva, la produccion de leche agria
pronto se convirtié en la principal forma de preservacion, y apenas a principios de 1900,



se definieron los microorganismos responsables en la preparacion de leches fermentadas
a gran escala en las fabricas. Fue en 1908 cuando Metchnikoff propuso que el hombre
debia consumir leche fermentada con lactobacilos para prolongar la vida, causando
interés en el papel de los probiéticos sobre la salud humana (Hughes y Hoover, 1991;
O'Sullivan et al., 1992; Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001).

5.1.1. DIVERSIDAD DE LAS LECHES FERMENTADAS

Alrededor de 400 nombres genéricos son aplicados a los productos lacteos fermentados
tradicionales e industrializados fabricados en todo el mundo (Kurmann et al., 1992).
Aunque muchos de estos productos tienen diferentes nombres, algunos son
practicamente los mismos. En funcién al tipo de leche, especies microbianas y sus
productos metabolicos principales, Robinson y Tamime (1990) propusieron un esquema
de clasificacion para las leches fermentadas que los divide en 3 grandes categorias:
fermentaciones acidas, fermentaciones levadura-acidas y fermentaciones hongo-acidas.

Debido a que diversas comunidades aplicaron diversos métodos fermentativos para la
preservacién de la leche, se obtuvieron diversos productos, entre ellos el yogurt (de la
palabra turca "jugurt”), donde numerosas variantes de esta palabra ha aparecido en los
dltimos afios. De acuerdo al cédigo de regulacion federal de la Food and Droug
Administration (FDA, 1996), el yogurt es definido como el alimento producido por
fermentacion de uno o mas de los ingredientes lacteos opcionales (crema, leche, leche
parcialmente descremada, leche descremada) con un cultivo microbiolégico que contenga
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus. Mientras que
otro de los productos lacteos populares para la entrega de células viables de Lactobacillus
acidophilus y Bifidobacterium bifidum es el bio-yoghurt.

Recientemente se comienza a entender la interrelacion entre los microorganismos
intestinales y los beneficios de salud que se derivan de ellos, donde se considera que el
optimo equilibrio en la poblacion microbiana en el tracto digestivo es responsable de una
buena nutricién y salud (Rybka y Kailasapathy, 1995).

5.1.2. BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias éacido lacticas (BAL) se considera que mantienen el equilibrio de la
poblacion microbiana en el tracto digestivo al producir sustancias que inhiben el
crecimiento de bacterias patégenas, ademas de digerir la lactosa que es de dificil
asimilacién por ciertos grupos humanos. Una cantidad suficiente de células viables de
BAL debe ser consumida con regularidad para mantener este efecto en el consumidor.

El primer estudio bacteriologico a una leche fermentada fue hecho en 1905 por Grigoroff
(Gavin, 1968) quien observo tres diferentes microorganismaos presentes, hombrados como
diplostreptococcus, Lactobacillus en forma de coco y Lactobacillus en forma de bastén. La
misma observacién fue reportada en 1908 por Liuerssen y Kihn (Gavin, 1968). La
popularidad de estos microorganismos se dio cuando Metchnikoff (1910) postulé la teoria
de que la ingestion de bacterias acido lacticas conocidas como Bulgarian bacillus
prolongaba la vida y la salud, la accion de estos microorganismos suponia que inhibian el
crecimiento de microorganismos putrefactivos en el intestino.



Los nombres de estos microorganismos han variado desde esa época, por ejemplo, el
Bulgarian bacillus cambié su nombre a Thermobacterium bulgaricum (Orla-Jensen, 1931),
posteriormente se designé como Lactobacillus bulgaricus y actualmente se le conoce
como L. delbrueckii subsp. bulgaricus. De acuerdo a la séptima edicién del manual de
Bergey (1957) todas las bacterias acido lacticas fueron agrupadas en una sola familia,
Lactobacillacceae, la cual se dividia en Streptococceae y Lactobacillaceae. Esta
clasificacion se reorganiz6 en la octava edicion del manual de Bergey (1974) dando dos
familias separadas, Streptococcaeceae y Lactobacillaceae. Mientras que en la Ultima
edicion del manual de Bergey (1986) los mismos organismos fueron agrupados en
diferentes secciones.

En la actualidad se considera que dentro del grupo de las BAL se encuentran los géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Bifidobacterium. La bacteria S.
thermophilus pertenece al género Lactococcus mientras que L. acidophilus pertenece al
género Lactobacillus.

5.1.2.1. Streptococcus thermophilus

S. thermophilus (Streptococcus salivarius spp thermophilus) es una de las bacterias mas
conocidas del genero Lactococcus, y como su nombre lo indica, es una bacteria termdfila,
con una temperatura 6ptima de crecimiento de entre 40° C a 45° C, pero puede hacerlo
hasta 50° C (Veisseyre, 1986). Se caracteriza por ser grampositiva, de forma ovoide o
esférica, de 0.5 a 2.0 micrébmetros de diametro, sin motilidad, y no forma esporas. Son
catalasa y ureasa negativa, pero varian en su respuesta de hidrélisis de esculina, arginina
hidrolasa y Voges-Proskauer (lyer et al., 2010).

Estas se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas, metabdlicas, serologicas
y al tipo de hemdlisis que producen en el agar sangre. Como habitat se reporta la leche y
productos lacteos, en alimentos y materiales provenientes de plantas y suelos, se le utiliza
como fermento arrancador (también llamado cultivo iniciador o starter) en la industria
guesera durante la manufactura de quesos frescos, madurados y también de pasta
cocida, a través de siembras directas.

Son homofermentativos, no toleran mas de 4% de sal. Se sabe que hidrolizan la lactosa
mediante una a-galactosidasa, a-galactosa y glucosa; que posteriormente transforman en
acido lactico L (+) por la via Embden Meyerhof Parnas. También fermentan fructosa y
sacarosa. Finalmente, son también responsables del aroma agradable del producto, por la
formacion de compuestos carbonilo tales como acetaldehido y diacetilo (Hardy
Diagnostics, 2000).

5.1.2.2. Lactobacillus acidophilus

Dentro del género Lactobacillus se encuentra L. acidophilus, posee forma bastonada de 3
a 5 micrometros de largo, es del tipo grampositivo y su metabolismo es homofermentativo,
son aerotolerantes y carecen de citocromos y porfirinas, por esta razén son catalasa
negativo y oxidasa negativo, captan oxigeno por medio de las oxidasas de las
flavoproteinas, oxidaciéon usada para producir peréxido de hidrégeno, o para oxidar el
NADH procedente de la deshidrogenacién de los azlcares, fermentan la lactosa a lactato
en forma casi exclusiva y se ha reportado que pueden utilizar ampliamente la salicina y



celobiosa, en menor proporcion fructosa y glucosa, pero muy poca manosa y sorbitol
(Shah, 2000). Diversos estudios indican que L. acidophilus tiene efecto hipocolesterolemio
y previene diarreas.

5.1.2.3. INTERACCION DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

La presencia de bacterias de distintos géneros en un mismo medio de cultivo genera
interacciones entre ellas, las cuales producen comportamientos distintos a los que se
obtendrian por separado.

S. thermophilus y L. bulgaricus presentan una relacion simbiodtica en la elaboracién de
yogurt y su proporcién entre especies cambia constantemente (Radke-Mitchell y Sandine,
1984). Durante la fermentacion, S. thermophilus crece rapidamente al principio utilizando
aminoacidos esenciales producidos por L. bulgaricus. Mientras S. thermophilus produce
acido lactico, lo que reduce el pH a un nivel éptimo para el crecimiento de L. bulgaricus. El
acido lactico producido y pequefias cantidades de acido férmico estimulan el crecimiento
de L. bulgaricus.

Las bacterias del género Streptococcus se inhiben a los valores de pH de 4.2-4.4,
mientras que el género Lactobacillus toleran valores de pH en el rango de 3.5-3.8.
Después de aproximadamente 3 horas de fermentacién, los nimeros de los dos
microorganismos deben ser iguales. Con mas tiempo de fermentacion, la tasa de
crecimiento de S. thermophilus disminuye, mientras L. bulgaricus contindia reduciendo el
pH con la produccion de cantidades excesivas de acido lactico. El pH de yogurt comercial
se encuentra generalmente en el rango de 3.7-4.3 (Hamann y Marth, 1983). Aunque S.
thermophilus forma acetaldehido como un producto del metabolismo, el camino es menos
activo a temperaturas de fermentacién normal comparado con L. bulgaricus que produce
acetaldehido responsable del sabor caracteristico (Davis et al., 1971).

Un medio potencial de crecimiento, tal como bio-yoghurt, contiene productos metabélicos
secretados por otros microorganismos, que influyen en la viabilidad de L. acidophilus y B.
bifidum (Gilliland y Speck, 1977). Dave y Shah (1997a) han informado de que la inhibicion
de bifidobacterias no se debe a los acidos organicos o perdxido de hidrégeno. Por lo
tanto, la inhibicion de este organismo se presume es debido a los efectos de antagonismo
entre las bacterias de arranque. Dave y Shah (1997b) encontraron que la bacteriocina,
acidophilicin LA-1, producida por L. acidophilus es activo contra siete cepas de L.
bulgaricus, una cepa de L. casei, L. helveticus y L. jugurti, pero no contra otras BAL.

Un estudio realizado por Gilliland y Speck (1977) muestra que el L. acidophilus afiadido al
yogurt disminuyé en numero durante el almacenamiento refrigerado, sustancias
producidas por L. bulgaricus causaron esta inestabilidad. El peroxido de hidrégeno
producido durante la fabricacion y almacenamiento de yogurt parece ser la principal
sustancia responsable del antagonismo de L. bulgaricus hacia L. acidophilus, afiadiendo
catalasa se redujo el antagonismo. Hull et al. (1984) se refirieron a la dramatica pérdida
de la viabilidad de L. acidophilus como “la muerte del acidophilus”. L. acidophilus no pudo
sobrevivir en el yogurt comercial cuando poblaciones altas de L. bulgaricus estaban
presentes (Rybka, 1994). En una prueba realizada por Rybka (1994), la presencia de L.
bulgaricus también fue encontrada como el principal factor negativo responsable de la
mortalidad de L. acidophilus y Bifidobacterium. Cuando L. bulgaricus fue excluido de la
fermentacion, la disminucion en el pH se redujo significativamente durante el



almacenamiento. L. bulgaricus causa sobreacidificaciéon durante la fabricacion y el
almacenamiento. Esto se puede prevenir mediante el uso de cultivos iniciadores ABT-
yogur (fermentada con L. acidophilus, B. bifidum y S. thermophilus) (Kim et al., 1993).

Las cepas de L. acidophilus viven en excelente simbiosis con bifidobacterias
suministrando los estimulantes de crecimiento necesarios, debido a su actividad
proteolitica (Hansen, 1985). Las dos especies se utilizan en una proporciéon determinada,
por ejemplo 700-800 millones de bacterias acidophilus/ml y 400-500 millones de
bifidobacterias /ml en la produccion de AB-yogur (Hansen, 1985). La tasa de crecimiento
de L. acidophilus no se ve afectada por B. bifidum, pero el crecimiento de B. bifidum se
suprime si el in6culo inicial esta en proporcion menor de 10%10° (B. bifidum: L.
acidophilus). Mientras que S. thermophilus actia como un eliminador de oxigeno en el
bio-yoghurt facilitando el crecimiento de Bifidobacterium spp. (Shankar y Davies, 1976;
Ishibashi y Shimamura, 1993).

La razén principal para la correcta seleccion de los cultivos iniciadores usados en la
manufactura de leches fermentadas es para alcanzar las caracteristicas deseadas del
producto, como la cantidad de lactato, compuestos aromaticos y exopolisacaridos (EPS),
para proporcionar al consumidor una amplia gama de productos terapéuticos, por lo tanto
es muy importante realizar una cuidadosa seleccion de diferentes cepas de
microorganismos.

5.1.3. CAMBIOS DURANTE LA FERMENTACION LACTEA

Durante el crecimiento de cualquier cultivo lactico, las células se dividen e incrementan en
namero hasta alcanzar cierto nivel y entonces comienza la muerte. Este comportamiento
tiene el nombre de curva de crecimiento y se pueden distinguir 4 secciones diferentes:
fase de adaptacién, que comienza inmediatamente después de la inoculacién y donde la
actividad microbiologica se detiene debido a una adaptacién del microorganismo al medio;
fase logaritmica, donde las células muestran la maxima actividad de crecimiento mientras
las condiciones optimas estén disponibles; fase estacionaria, donde el nimero de
bacterias permanece constante y comienza la acumulacion de metabdlicos de desecho
(acido lactico); y la fase de muerte, donde el numero de células disminuye debido a la
falta de condiciones para su crecimiento.

Durante la fermentacion del producto lacteo, las BAL deben cumplir con sus
requerimientos de carbohidratos, proteinas, lipidos y vitaminas obteniéndolas ya sea del
medio de crecimiento o0 de su interaccidbn con otros microorganismos presentes en la
fermentacion.

5.1.3.1. CARBOHIDRATOS

Los microorganismos obtienen sus necesidades energéticas a través de uno o varios de
los siguientes sistemas: a través del citocromo, la ruta anaplerética, el ciclo del &cido
tricarboxilico o por fermentacion. Sin embargo, las BAL no poseen ninguno de los tres
primeros sistemas y la energia solo puede ser suministrada por la fermentacién de los
hidratos de carbono (Lawrence et al., 1976), donde la energia se obtiene a través de la
fosforilacion a nivel de sustrato con enzimas de adenosina trifosfato de la membrana
citoplasmética (Nannen y Hutkins, 1991). S. thermophilus y L. acidophilus fermentan la
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lactosa homofermentativamente, y donde el catabolismo de lactosa resulta principalmente
en la produccién de &cido lactico con pequefias cantidades de acetaldehido, acetona,
diacetaldehido, etanol, anhidrido carbdnico y otros compuestos metabdlicos (Escamilla-
Hurtado et al., 2000; Kandler, 1983; Law y Kolstad, 1983; Escamilla-Hurtado y Olguin-
Lora, 1997). Otras BAL, como cepas de S. thermophilus, pueden producir EPS a partir de
la glucosa y la galactosa presente en la leche.

5.1.3.2. PROTEINAS

En la leche, la mayor fraccién de proteinas se encuentra en micelas de caseina, la cual se
considera tiene un didmetro de entre 60 a 450 nm con un promedio de 130 nm. Durante la
fermentacion lactea, S. thermophilus causa un alto grado de protedlisis, ello es importante
debido a que la hidrélisis enzimatica de las proteinas de la leche resulta en la liberacion
de aminoéacidos y péptidos, y estos cambios estan relacionados a la formacion del gel y
afectan la estructura del yogurt, ademas, la liberacién de aminoacidos es importante para
el crecimiento de S. thermophilus.

5.1.3.3. GRASAS

El contenido de grasa en la leche puede variar dependiendo de la especie animal y el
régimen alimenticio, variando desde menos del 1% hasta 10% para ganado vacuno, la
lipdlisis se puede realizar por BAL como S. thermophilus y L. acidophilus resultando en la
generacién de acidos grasos y glicerol a partir de la degradacién de triglicéridos, la
velocidad de esta reaccion se ve aumentada en leche homogeneizada, debido al cambio
en el tamafio de glébulo graso. A pesar de la hidrélisis de la grasas, esta solo se produce
en un grado limitado, aunque suficiente para contribuir al sabor del producto (Formisano
et al., 1974).

5.1.3.4. VITAMINAS

Las BAL responsables de la fermentacion lactica utilizan algunas de las vitaminas
presentes en la leche para satisfacer sus requerimientos de crecimiento. Esto puede
reducir algunas propiedades nutricionales del producto, sin embargo en la mezcla de S.
thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus, los niveles de acido félico se incrementan
durante las primeras 3.5 horas para después decaer rapidamente, indicando que L.
delbrueckii subsp. bulgaricus comienza a crecer y consume la vitamina producida por S.
thermophilus para satisfacer sus necesidades de crecimiento (Kaneko et al.,, 1987), L.
acidophilus también consume el &cido folico presente en la leche (Drewek y Czarnocka-
Roczniakowa, 1986). Para bacterias productoras de EPS los niveles de tiamina y biotina
disminuyen, mientras que para los no productores de EPS incrementan el contenido de
biotina, &cido folico y riboflavina (Erzinkyan et al., 1987).

5.1.3.5. TEXTURA'Y VISCOSIDAD

El cambio en la textura de las leches fermentadas se debe a la formacion de gel que es
resultado de factores bioldgicos y fisicos de la leche, tales como fortificacion,
homogeneizacion, tratamiento térmico y catabolismo de la lactosa. Heertje et al. (1985)
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realizaron un estudio en el que relacionaron cambios en las micelas de caseina durante la
acidificacion de la leche, y encontraron que de un pH de 6.6 a 5.9 no hay cambio en las
micelas de caseina, su tamafio esta cerca de 0.1 pum y estan distribuidas
homogéneamente en la leche; de un pH de 5.5 a 5.2 ocurre una desintegracion parcial de
las micelas y las particulas de caseina se agregan para formar estructuras con espacios
vacios entre ellas; de un pH de 5.2 a 4.8 se da lugar a la contraccidon de agregados de
caseina y estas particulas son mucho mas largas que las micelas nativas; para niveles
menores a 4.5 de pH, un reacomodo y agregacion de particulas de caseina llevan a la
formacion de una matriz de proteina que consiste en un encadenamiento micelar.

Parnell-clunies et al. (1988) concluyeron que la formacién acida del gel de la leche es un
cambio gradual que consiste en un periodo inicial de latencia de baja viscosidad, un
periodo de cambio rapido de viscosidad y una fase de alta viscosidad. Donde la
disociacién de micelas de caseina se produce a un pH de 5.1 y se cree es influenciado
por la conversiéon de Ca coloidal a Ca*, a pH de 4.8, estas particulas de caseina se
vuelven a asociar para formar agregados que no guardan forma o dimension especifica.

5.1.4. PROCESOS DE CONTROL

El monitoreo y control de los procesos microbiol6gicos en la elaboracion de productos
lacteos fermentados, es fundamental para tener un control en la calidad del alimento que
garantice la homogeneidad del producto final. Uno de los campos de interés es el estudio
del crecimiento microbiano y los factores que influyen en él por la microbiologia predictiva.

La mayoria de los estudios descritos en la categoria de modelado se basan en el tiempo
de crecimiento de ciertos microorganismos utilizando diferentes tipos de modelos de
cinética (Zwietering et al., 1990, 1994). Sin embargo, a partir de modelos de crecimiento
es dificil supervisar el proceso en la dinAmica del crecimiento microbiolégico durante la
fermentacion.

La técnica de analisis en un proceso de control debe detectar a tiempo cambios criticos
en el sistema para poder corregirlos, por ello es necesario disponer de algiin método para
detectar, identificar y/o caracterizar a los microorganismos simultaneamente al monitoreo
de un proceso. La deteccién rapida de agentes patdgenos en alimentos es necesaria
debido a que los métodos tradicionales toman mucho tiempo y son laboriosos. Por lo
anterior, las investigaciones en el campo de la microbiologia, se concentran en el
desarrollo de tecnologias que permitan detectar e identificar agentes patégenos en
alimentos en un periodo relativamente corto de tiempo.

Otro problema que se presenta, es la falta de indicadores bioldgicos adecuados para
realizar las mediciones, siendo el seguimiento de la cinética a través de la acidez el
indicador més utilizado en la elaboracién de productos lacteos fermentados. Existen
numerosos indicadores a considerar como el pH (De Brabandere y De Baerdemaeker,
1999), potencial redox (Kwong et al., 1992; Berovic, 1999; Van Dijk, 2000; Cheraiti et al.,
2005; Kukec et al., 2002), concentracion de sustrato o producto final, conductividad
eléctrica (Paquet et al., 2000), espectroscopia infrarroja (Yongni et al., 2007; Wist y
Rudzik 2003), en cuanto a la aplicacién de ultrasonidos, éstos han tenido un uso en la
industria lactea como bactericida, homogenizador, e inactivador de bacterias y enzimas
(Povey y McClements, 1988; McClements, 1995), y al respecto, Villamiel y De Jong
(2000) indica que las bacterias gramnegativas son mas sensibles a los ultrasonidos de
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potencia que las bacterias grampositivas. Por otra parte, Coakley et al. (2000) estudiaron
la manipulacién de células a través de ultrasonidos y encontraron que frecuencias
ultrasdnicas alrededor de 1 MHz son utiles para manipulacion de células, sin provocar
cavitacion ultrasénica. Otros estudios recientes emplean los ultrasonidos como
indicadores del grado de fermentacion sin afectar a las bacterias presentes.

Algunos trabajos han estudiado la aplicacion de sefiales ultrasénicas para el monitoreo de
cinéticas de crecimiento microbiolégico. Ogasawara et al. (2006) supervisaron la
fermentacion lactica mediante un transductor acustico y concluyeron que la diferencia de
fase de ondas acusticas propagadas entre dos transductores se debia al cambio de la
solucién causado por la fermentacion lactica, ademas indican que mediante este método
se reduce el riesgo de contaminacion de los alimentos. Por otra parte Resa et al. (2007)
realizaron un analisis sobre la variacion de la velocidad de propagacion de una sefal
ultrasonica y llegaron a la conclusion de que la transformacion de azlcares en &cido
lactico disminuye la velocidad de propagacion de la onda.

5.2.ULTRASONIDOS

De acuerdo a su potencia, los ultrasonidos se clasifican en ultrasonidos de potencia y
ultrasonidos de sefal. Los ultrasonidos de potencia (o de alta intensidad) afectan
fuertemente el material estudiado, e incluso afectan todo un proceso o una reaccién
quimica (actuando como catalizadores), donde muchos de estos efectos son producidos
por un fenébmeno conocido como cavitacion. Tienen una frecuencia por arriba de 20 MHz
(el hertzio, Hz, es una unidad de frecuencia y equivale al nimero de ciclos por segundo),
con intensidades superiores a 10 W/cm? Suelen aplicarse mediante ondas continuas,
aunque también puede hacerse mediante pulsos.

Los ultrasonidos de sefial (conocidos también como de baja intensidad o baja potencia)
tienen una potencia tal que se considera no afectan al medio de transmision, en lugar de
ello los ultrasonidos sufren los cambios, siempre que dicho medio sea sensible a las
frecuencias contenidas en el ultrasonido. Estos tienen frecuencias que oscilan entre 100
kHz y 20 MHz, con intensidades inferiores a 1 W/cm?® Son utilizados para determinar
cualidades de materiales, desde 6rganos humanos hasta las soldaduras de barco. En
estos casos se utilizan los llamados transductores de ultrasonidos, instrumentos que
actian de transmisores y de receptores los cuales reproducen el efecto piezoeléctrico.
Una vez emitido un pulso de determinada frecuencia, el receptor obtendré informacion
sobre la velocidad de propagacion y la intensidad al pasar por el material objeto del
estudio (AEND, 2006). En lo subsecuente se entenderd por ultrasonido o sefiales
ultrasoénicas a las pertenecientes a este grupo.

Las propiedades de los ultrasonidos los hacen muy apreciados en ingenieria civil debido a
que son capaces de detectar la mas minima fractura en un material. El valor de esta
propiedad se observa cuando se trata de mantener en buen estado las estructuras de un
barco, una aeronave, un cohete espacial, o el desarrollo correcto de un feto
(ultrasonografia), es decir, en aquellas aplicaciones que precisen una inspeccion no
destructiva del material objeto de estudio.
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5.2.1. ONDAS ULTRASONICAS

Se considera como onda a aquella perturbacion que se propaga a través de un medio
transportando energia. Existen muchas clasificaciones, entre las mas importantes, se
clasifican de acuerdo a la periodicidad (periédica y no periddica), el frente de onda
(unidimensional, superficial o esférico), la direccion de propagacion (longitudinal o
transversal) o la naturaleza del medio de propagacion (mecanica, electromagnética y
gravitacional). Dentro de estas clasificaciones existen mas subclasificaciones de acuerdo
a la naturaleza del fendmeno que se desee estudiar, por ejemplo, el espectro
electromagnético se puede clasificar de acuerdo a su longitud de onda encontrando
regiones conocidas como radiofrecuencia, microondas, infrarrojo, luz visible, ultravioleta,
rayos X y rayos gama. Mientras que las ondas sonoras se pueden clasificar en funcién a
la frecuencia encontrando los subsonidos (< 20 Hz), ondas sonoras (20 Hz — 20 kHz) y los
ultrasonidos (>20 kHz) (Rumack, 2006). Los ultrasonidos empleados en el presente
trabajo son ondas mecdnicas, longitudinales, con frecuencia superior a 20 kHz.

Debido a su naturaleza mecanica, necesitan de un medio fisico para su propagacion, ya
sea sélido, liquido o gaseoso. La propiedad del medio en que se observa el fenbmeno se
expresa como una funcion tanto de la posicion como del tiempo. Matematicamente se
dice que dicha funcién es una onda si cumple con la ecuacién 5.1.

2 (- 1 0% .
vW(r’t):V_Zﬁ (Ft) Ecs1

A esta ecuacion se le conoce como ecuacidon de onda, donde v es la velocidad de
propagacion de la onda, r es un vector de posicion y y/(F,t) la propiedad relacionada

con la onda. La solucién de dicha ecuacion provee de valiosa informacién para describir el
comportamiento de la propagacion de una onda. El desarrollo de la ecuacién para
encontrar una formula aplicable a un fluido, hace uso de las leyes de Hooke y Newton.
Dentro de las leyes de Newton se considera que una fuerza es igual a la masa por su
aceleracion (22 ley) y que la suma de fuerzas es igual a cero en un cuerpo que se
encuentra en equilibrio estético (32 ley).

Por su parte, la ley de Hooke establece que una deformacion unitaria x que experimenta
un material elastico es directamente proporcional al esfuerzo aplicado E, donde a la
constante de proporcionalidad se le conoce como modulo de elasticidad. Cuando se
considera esfuerzos y deformaciones longitudinales, en sélidos prevalecera el modulo de
Young (Y), mientras en el caso de liquidos prevalecera el modulo de compresibilidad (B).

El modulo de Young esta definido como una constante que relaciona el esfuerzo E
aplicado a un elemento que sufre una deformacion longitudinal unitaria U (Ec. 5.2), a
mayor esfuerzo se dara una mayor deformacién. Por su parte, se considerara como
esfuerzo E a la fuerza de tension o compresiéon F aplicada sobre una unidad de area A
(Ec. 5.3). Una deformacion longitudinal unitaria U se define como una variacion de
longitud AL sobre el valor de la longitud original L (Ec. 5.4). Por lo tanto, la ecuacion que
representa al modulo de Young en términos de fuerzas y deformaciones queda definida
en la ecuacioén 5.5.
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Y :E Ec.5.2
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E =E Ec.5.3
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U :A—L Ec.5.4
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Por su parte, el modulo de compresibilidad relaciona un cambio de presién AP con
cambios de volumen AV (Ec.5.6), el signo negativo indica que un aumento en la presion
causa una disminucion en el volumen. Cuando se aplica la igualdad volumen igual a masa
por densidad, considerando la masa constante, se llega a la ecuacion 5.7, el signo
positivo indica que a un aumento de presion ocurre un aumento de densidad.

P-P
B =V, 0 Ec.5.6
V -V,
P-P
B=ro 0 Ec.5.7
P~ Po

Para describir la ecuacién asociada al transporte de onda se propondra un sistema inicial
con moléculas estables, donde la forma del sistema es una columna de area transversal A
constante, densidad inicial en el reposo p, y los Unicos esfuerzos seran considerados
como longitudinales (presion) (Fig. 5.1). Ahora consideraremos un elemento en la posicion
X, de longitud dx, volumen Adx y masa dm igual a poAdx (Ec.5.8).

dm = pyAdx Ec.5.8
Po Py A
po ldm! P P

dx dx+dé

Fig.5.1 Representacion del sistema a través de un elemento de masa dm.

Cuando actie un esfuerzo longitudinal provocard una perturbaciéon debido a una
diferencia de presién AP que a su vez genera una variacion en la densidad Ap en una
parte de la columna. El elemento presentara un desplazamiento longitudinal respecto a su
posicion de equilibrio y ademas una pequefia variacion dé en la longitud del elemento, sin
embargo la masa seguira siendo la misma.
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dm=p A(dx+d&) Ec.5.9

Al igualar el valor de las masas (Ec.5.8 y Ec.5.9) y considerando que los cambios en las
deformaciones ¢ son muy pequefas, entonces se tiene una ecuacion que describe el
comportamiento de las deformaciones en funcién de los cambios de densidad (Ec.5.10).

_%_,0 —Po ~,0 —Po

PoAdx = p A(dx +d¢&) x5 .
0

Ec.5.10

Adicionalmente, de la ecuacion 5.7 se define el modulo de compresibilidad en términos
del cambio de densidades (o y po), para generar la ecuacién 5.11.

P-Py=p— Ec.5.11
Volviendo al sistema y aplicando las leyes de Newton, se observan 2 fuerzas aplicadas (P
y P’) en los lados laterales del elemento, lo que permite establecer la ecuacion 5.12.

PA-P'A=ma Ec.5.12

Sustituyendo el valor de la masa en términos de la densidad y el area, y considerando que
la diferencia de presiones es pequefia y esta asociada a la posicion, entonces la ecuacion
5.12, queda establecida en la ecuacién 5.13.

_% Adx =(ppAdx)a  Ec5.13

Donde la aceleracion a se considera para las deformaciones ¢ en funcién de la posicién x
y del tiempo t (Ec.5.14).

Sustituyendo las ecuaciones 5.14 en 5.13, se reescribe la ecuacion de movimiento
obteniendo una ecuacién (Ec.5.15) que relaciona los cambios de presion con las
deformaciones

02 52
_ %P Adx = pyAdx St) o, 0P _ 2o S(x.t)
x ot

Ec.5.15
ot? OX

A partir se sustituir la ecuacién 5.10 en la 5.11 se obtiene la ecuacion 5.16
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Que sustituyéndola en la ecuacion 5.15 se obtiene la ecuacion de onda para las
deformaciones.
o? o2
v 5(’;") = g(;"t) Ec.5.17
Po  OX ot

Derivando con respecto a x la ecuacién 5.15 se obtiene la ecuacion 5.18

0Py 0P (6§(x,t)

En donde aplicando la ecuacion 5.16 se obtiene la ecuacidon de onda para la presion
(Ec.5.19)

ﬁazp(x,t) _ 82P(X’t)
P ox? ot?

Ec.5.19

Para obtener la ecuacion de onda de densidad (Ec.5.20) se sustituye la ecuacién 5.11 en
la ecuacién 5.19

0* 0*
PP TP g 00

Py X2 o2

En todas las ecuaciones de onda se verifica que la velocidad de propagacion en un
liquido esta dado por la ecuacion 5.21, en el caso de soélidos el modulo de compresién es
sustituido por el modulo de Young. La expresion indica que la velocidad de propagaciéon
es mayor si tiene un modulo grande y una densidad pequefia, en el caso de solidos como
el aluminio, la densidad es de 2698 kg/m3, el modulo de Young es 7x10® Pa vy su
velocidad de propagacién es de 5093 m/s. Para el caso de un liquido como el agua, su
densidad es de 1000 Kg/m3, el modulo de compresion es de 2.2x10° Pa y su velocidad de
propagacion es de 1483 m/s.

5.2.2. NOMENCLATURA

Los términos empleados son la frecuencia angular w (rad/s), el numero de onda k
(ciclos/m), la densidad del material po, (Kg/m®), la velocidad de onda v (m/s), la presion
inicial Py (N/m?), la deformacion inicial & (m) y la perturbacion inicial medida en la presion
povwé, (N/m?) que depende de la frecuencia. Al ser movimientos armonicos se les puede
calcular también un periodo T (s), frecuencia f (Hz), longitud de onda A (m), entre otros
(Lopez, 2010), y sufren fendbmenos de reflexion, refraccion y difusion de forma analoga a
las ondas luminosas (Bermudez et al., 1992; AEND, 2006). Las relaciones entre las
distintas caracteristicas estan dadas por ecuaciones bien conocidas, por ejemplo, en un
medio cuya velocidad de propagacion es constante, el periodo es inversamente
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proporcional a la frecuencia, la frecuencia angular es directamente proporcional a la
frecuencia (Ec.5.22) y el nimero de onda es inversamente proporcional a la longitud de
onda (Ec.5.23).

a)=27r-f=%|_—7Z Ec. 5.22

K=2E_@ Ec. 5.23
AV
Debido a que el periodo es el tiempo que tarda la onda en cumplir un ciclo, mientras que
la longitud de onda es la distancia que recorre durante ese ciclo, dos ondas pueden tener
el mismo periodo pero diferentes longitudes de onda, esto se debe a que las ondas se
propagan en materiales con diferentes velocidades de propagacién. Considerando la
frecuencia constante, cambios en la velocidad de propagaciéon afectaran la longitud de
onda, pero no al periodo. Por lo tanto, a mayor velocidad de propagacion, mayor longitud
de onda, mientras que a mayor frecuencia menor longitud de onda (Ec.5.24).

A=VT = Ec. 5.24

Otra forma de calcular la velocidad de propagacién conociendo la distancia a la que se
propaga una onda y el tiempo que tarda en llegar, es mediante la formula mas conocida
de la rama de la fisica: la velocidad v es igual a distancia d sobre tiempo t (Ec. 5.25), esto
solo es valido si se considera el medio homogéneo. Para ultrasonidos que atraviesan
distintas estructuras, existe una velocidad de propagacion para cada estructura y depende
de las caracteristicas del medio y se modifica al variar la densidad, la rigidez y la
elasticidad del medio de transmision.

d

V= Ec. 5.25

Con la velocidad de propagacion y la densidad de un medio, se puede calcular la
impedancia acustica z (Kg/m?s) del medio de propagacion (Ec.5.26), definida como el
producto de la velocidad de propagacion por la densidad del medio (Bermudez et al.,
1992; AEND, 2006). Aunque también suele definirse como la resistencia que se opone a
la vibracién de los elementos de masa, pero no a la propagacion de la onda (AEND,
2006). Cuando un haz de ultrasonidos llega a la superficie de separacion de dos medios
cuyas impedancias acusticas son diferentes, una parte es refractada, otra se difunde y
una ultima se refleja. Esta propiedad es ocupada para determinar fracturas en materiales,
debido a que la onda ultrasonica se refleja cuando se encuentra con la mas tenue fisura
de aire (Bermudez, 1992).

Z=vp Ec. 5.26

La intensidad | se considera como la energia que atraviesa por segundo a la unidad de
superficie normal a la direccion de propagacion, siendo la intensidad directamente
proporcional a la amplitud de la onda e inversamente proporcional a la impedancia
acustica (Ec.5.27). En el sistema SI, la unidad de medida de la intensidad corresponde al
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W/m? o J/s:m?, sin embargo basandose en la ley de Weber, vélida para efectuar la medida
de cualquier tipo de sensacién, no solo sonora, se definié otra unidad de medida de
intensidad, el decibelio (Lépez, 2010). En general, la transmisibn de energia es un
proceso que se acompafia de una reduccion progresiva de la intensidad, conocido como
atenuacion. A medida que un haz de ultrasonido atraviesa un medio, se produce una
atenuacion del mismo a medida que la onda se hace mas profunda, esta energia se disipa
en forma de calor (Duque y Rubio, 2006). La atenuacién depende del tipo de medio, de la
profundidad de penetracion y de la frecuencia del ultrasonido. Haces de gran frecuencia
presentaran una mayor atenuacion que aquellos de frecuencia menor (Ruiz, 2010).

| =— Ec.5.27
4

La velocidad de propagacion y la pérdida de intensidad son pardmetros que se pueden
relacionar con determinadas propiedades del medio en que ha atravesado la onda
ultrasonica, y que al encontrarse con alguna discontinuidad son reflejados, disminuidos o
cambiados, el eco resultante es una sefial susceptible de ser obtenida y estudiada para
detectar la causa. En condiciones normales, los fendbmenos de reflexiéon, refraccion,
difusién y atenuacién no aparecen de forma aislada, superponiéndose unos a otros (Ruiz,
2010) afectando la sefial obtenida. Para facilitar el andlisis, se considera que dichos
fendbmenos son lineales.

5.3.PROCESAMIENTO DE SENALES

Una funcién es lineal si cumple con las propiedades de aditividad y escalamiento (Ec.
5.28), es decir, el efecto total de una suma de causas es igual a la suma de los efectos de
cada causa por separado.

Si fa) = A y foy=B
y cumple fa+fpy=B+A
Ky fay = ki A y kofp=k:B
entonces Kifay +kofpy=kKi A+k; B Ec.5.28
Debido al concepto de linealidad, una sefial es una funcion que se puede representar
como la suma de funciones mas simples por ejemplo, polinomios, logaritmos o funciones

trigonométricas. Cuando el conjunto en el que se representa la sefial son linealmente
independientes y generan todo el espacio de funciones, se dice que se forma una base.

Un conjunto de funciones es linealmente dependiente cuando alguno o varios de los
elementos pueden ser representados como la combinacién de uno o mas elementos del
conjunto, en caso contrario es linealmente independiente. En muchos analisis, ademas de
gue el conjunto sea linealmente independiente, se prefiere utilizar bases cuyo producto
punto entre las funciones simples que las componen sea cero.

El producto punto se define para funciones en la ecuacién 5.29. Si el producto punto entre
dos funciones en un intervalo de tiempo es cero, se dice que dichas funciones son
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ortogonales en ese intervalo. La ortogonalidad es deseable para evitar que la informacion
contenida en un elemento de la base se vea afectada por la informacién contenida en otro
elemento de la misma base.

to
L a(t)-b(t)dt  Ec.5.29

Otra aplicacion del producto punto es para el célculo del coeficiente de correlacion C,,
considerado como el indice de similitud entre dos funciones definidas en un intervalo de
tiempo (Ec.5.30). Si es valor de C, es igual a 1 se considera una correlacion directa, si C,
esigual a -1 se considera inversa, y si C, es igual a 0, no existe correlacion alguna.

J'tt: a(t)-b(t)dt

C, = Ec. 5.30

7 5
[Fetra | [opopa

Si lo que se desea es representar una funcién a(t) en términos de una funcién b(t), el
producto punto permite obtener una constante k que debe ser multiplicada a b(t) para
obtener la mejor aproximacion a la funcién a(t) en términos de b(t). A la funcién obtenida
(k b(t)) se le conoce como la proyeccion de a(t) sobre b(t), donde la ecuacién 5.31 se
utiliza para conocer la proyeccion entre funciones.

jttz a(t)- bt )t
Kbt)= L
[2btFat

4

b(t) Ec.5.31

Para facilitar el procesamiento de una sefial, ésta debe ser obtenida de forma digital, lo
que implica un tiempo de muestreo At y un numero finito de datos N. Ello sirve en el
analisis en el dominio de la frecuencia, debido a que el tiempo total de la sefial (NAf) esta
relacionado a la frecuencia minima, mientras que dos veces el tiempo de muestreo (2Af)
se relaciona a la frecuencia méaxima. Valores altos de frecuencia se asocian a valores
pequefios de longitud de onda en un medio homogéneo, lo que permite detectar
estructuras pequefias.

5.3.1. ANALISIS EN LA FRECUENCIA

Los conceptos de proyeccion, ortogonalidad y linealidad se ocupan en el analisis
armonico de sefales, donde hace 182 afios el matematico francés Jean Baptiste-Joseph
Fourier publicé el tratado Teoria Analitica del Calor, donde desarrollé el analisis conocido

como Series de Fourier del que derivan las bases del andlisis armoénico de sefales.

Lo que Fourier concluyé es que las sefales que representan fenébmenos complejos
periddicos resultan de la combinacion lineal de funciones periddicas mas simples (senos y
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cosenos), el rango de frecuencias utilizado es obtenido a partir de los multiplos enteros de
una frecuencia fundamental n (Ec. 5.33) determinada por el periodo L de la funcién que se
desea analizar, obteniéndose ortogonalidad.

f(t)=ag + Z[an cos(%) + bnsen(%ﬂ Ec. 5.33
n=1

Cada una de las frecuencias obtenidas es afectada por un coeficiente que modifica su
amplitud en funcion de su frecuencia (Ec. 5.34). Desde el punto de vista de algebra lineal,
se entiende que la serie de Fourier es la descomposicion (o proyeccion multiple) de una
sefial periodica en una base formada por funciones senos y cosenos cuya frecuencia es
un mdaltiplo entero de n.

L/2

f(t)dt
L/2
L/2

a():

f(t)cos(%)dt Ec.5.34

L/2
2 - Nzt

b, =—| f(t — (dt

=2 [ rlepen %)

/2

Si el fendbmeno que se pretende estudiar es periddico, esta representacibn es muy
eficiente y adecuada, sin embargo, gran parte de las sefales a considerar en una
aplicacion no presenta esta propiedad de periodicidad, por lo tanto el uso de la Serie de
Fourier se vuelve inapropiado e ineficiente. Una forma de solucionarlo propone repetir la
sefal una y otra vez, donde el periodo de la sefal se define como el tiempo de duracién
de la sefal. A pesar de ello la representacién alcanzada no es la sefial deseada debido a
que la sefal es finita, para solucionarlo se considera que la sefial tiene un periodo infinito,
lo que dara como resultado la transformada de Fourier (Ec. 5.34).

F(w)= j f(t)-e.dt  Ec.5.34

Donde F(w) es una funcion el dominio de la frecuencia y f(t) es la funciéon en el dominio
del tiempo. La exponencial imaginaria es una funcién compleja formada por la suma de
una funcion coseno (parte real) y una funcién seno (parte imaginaria) (Ec.5.35) .
Recordando la definicién de proyeccion, la transformada de Fourier proyecta la funcion f(t)
a ejes (senos y cosenos) linealmente independientes en términos de la frecuencia.

e'* = cosat +isinwt Ec.5.35
La idea de descomponer funciones en otras mas simples ha sido muy fructifera en

matematicas y la transformada de Fourier ha sido empleada con éxito en las mas diversas
areas, debido a ello, en los ultimos 20 afios ha habido un gran aumento en el nimero de
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técnicas de procesamiento de sefiales asi como un aumento en el rendimiento del equipo
y de la memoria que estan disponibles para ser implementados en las computadoras a
bajo costo y alta velocidad. Tales métodos han sido capaces de extraer informacion
importante de las sefiales en un rango de &reas de investigacion como la medicina (Lin y
Chen, 1996) y el procesamiento del habla (Owens, 1993).

Sin embargo es muy comun que la informacion relevante en una sefial tenga que ver
tanto en los cambios repentinos o discontinuidades de una sefial en el tiempo como en su
comportamiento periédico, por ello aun persiste cierta desventaja en la transformada de
Fourier, debido a que sdlo describe la informacion en términos de frecuencia y no del
tiempo, esto significa que aun cuando se pueda determinar todas las frecuencias
contenidas en una sefial, no se puede saber cuando esta presente un valor critico. Para
superar este problema se han propuesto varias soluciones que representan una sefial en
el dominio del tiempo y de la frecuencia al mismo tiempo.

5.3.2. ANALISIS TIEMPO-FRECUENCIA

Entre las soluciones propuestas, se desarrollé la transformada por ventanas de Fourier, la
cual consiste en el andlisis de la informacion en distintas secciones de tiempo, es decir,
las bases a las cuales se proyecta la sefial son ondas senoidales truncadas por una
funcion ventana trasladada un tiempo t ®(t-7) (Ec.5.36).

Flw,7)= Tf(t)-qﬁ(t —7)-e'.dt Ec.5.36

Dicha funcion ventana fue inicialmente definida como una funcién caja, sin embargo esta

funcién no se consider6 adecuada debido a que su transformada en la frecuencia

dispersaba la informacion de la funcién, para solucionarlo Gabor utilizé como funcién
2

ventana a una funcion exponencial (e') la cual mantiene concentrada la informacion en la
misma forma que su transformada en la frecuencia (Fig 5.2).

A A
Amplitud Amplitud
Tiempo Tiempo
A A
Amplitud Amplitud
Frecuencia Frecuencia
a) b)

Fig.5.2. Funcion ventana en el tiempo (negro) y su trasformada en la
Frecuencia (rojo): a) funcion caja y b) funcion exponencial
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Al utilizar la transformada por ventanas, el ancho de ventana se considera constante para
todas las frecuencias formando una especie de malla (unirresolucién o resolucién fija).
Debido a ello se presenta un inconveniente, con un ancho de ventana grande en el tiempo
se obtiene una buena resoluciéon en frecuencia pero se pierde resolucién en el tiempo, por
su parte, un ancho de ventana pequefio da una buena resolucién en el tiempo pero una
baja resolucion en la frecuencia (Fig.5.3).

Frecuencia 4 Frecuencia 4

Tiempo Tiempo

Fig.5.3. Vista de dos analisis uniresolucién con diferentes anchos de ventana.

Para resolver el problema de la resolucion, en la década de 1980 se introdujo la
transformada wavelet, descrita en la ecuacion 5.37, esta representa la descomposicion de
la funcién f(t) en un conjunto de funciones wavelet ¥ (t), que forman una base. Las
funciones wavelet tienen una gran variedad de formas (Fig.5.4) a diferencia de la
transformada de Fourier, donde la base esta formada Unicamente de senos y cosenos.

W, (s,r)z_[f(t)//:,,(t)dt Ec. 5.37

A A

Amplitud Amplitud

a) Tien;po b) TiemE)o

A A
Amplitud Amplitud

[
»

C) Tierﬁpo d) Tiempo
Fig.5.4. Funciones wavelet: a) Morlet, b) Haar, c) Mexican hat y d) Daubechies 4

La funcion wavelet ¥, (t) es una funcion de energia finita y oscilante que es dilatada y
trasladada en el tiempo, es decir, ¥(t/s) dura s veces la duracion de ¥(t), mientras que la
sefial ¥(t-7) comienza 7 unidades de tiempo después que ¥(t) (Fig.5.5), por lo que la
funcion wavelet se ve afectada por las dilataciones y traslaciones como lo muestra la
ecuacion 5.38, donde 7 es el factor de traslacion y s es el factor de escala, que también
afecta el valor del area haciendo que sea constante en todas las dilataciones. Debido a
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gue la funcién wavelet no es una funcion periédica, no guarda informacién en términos de
la frecuencia directamente, en lugar de ello, relaciona la informacién en términos del factor
de escala s, por ello aqui se habla de escalas y no de frecuencias necesariamente. Un
valor de s grande esta relacionado a bajas frecuencias y un valor de s pequefio esti
relacionado a altas frecuencias

7z
7z

Amplitud () Amplitud Ht-7)

Tiempo REE— Tiempo

~
~

7z
7z

w(t) W(t/s)

Amplitud Amplitud Q

Tiempo Tiempo
y
Fig.5.5. Traslacién y dilatacién de una wavelet.

~

1 t—r
v, )=—w Ec. 5.38
\/s S

La accion de dilatar y trasladar la funcion ¥, (t), da como resultado que el ancho de
ventana sea mas pequefo a altas escalas y mas grande a bajas escalas. Con ello se
logra una buena resolucién en el tiempo en valores altos de s, mientras que a valores
bajos de s se logra una buena resolucion en la frecuencia, a este tipo de analisis se le
llama multirresolucion (Fig.5.6).

A

Frecuencia

N
| g

Tiempo

Fig.5.6. Vista del analisis multirresolucion.

Al realizar la proyeccion de la sefial sobre las bases se obtendra A ¥ . (t), donde la
amplitud A es el valor de los coeficientes correspondientes de las bases trasladadas y
dilatadas.
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La idea detras del andlisis por transformadas es que una representacion diferente puede
resaltar propiedades de una sefial que no se ven de manera aislada en la sefial original.
Debido a ello conocer las propiedades de cada andlisis es de importancia, si lo que se
desea es encontrar una frecuencia fundamental del sistema, entonces se preferird la
transformada de Fourier. Por otra parte, si se desea conocer el tiempo en que aparece
una frecuencia, entonces se requiere la aplicacién de transformada wavelet, debido a que
proporciona informacion en términos de la frecuencia y el tiempo simultdneamente. En los
procesos quimicos lo que se desea conocer es la historia del proceso, para poder
predecirlo y controlarlo, por ello es importante realizar un analisis en el tiempo y la
frecuencia simultaneamente. Recientemente se ha propuesto el uso del andlisis
multirresolucion para el filtrado y extraccion de tendencias de las variables de proceso
(Bakshi y Stephanopoulos, 1994; Bakhtazad et al., 1999; Nounou y Bakshi, 1999; Jiang et
al., 2003).
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6. METODOLOGIA

6.1.MATERIALES Y EQUIPO

Para realizar los experimentos, se solicitaron al cepario del CINVESTAV (Fig 6.1) 2 cepas
microbioldgicas fermentadoras de productos lacteos: Streptococcus thermophilus (CDBB-
B-909) y Lactobacillus acidophilus (CDBB-B-1026), y se mantuvieron por resiembra en
caldo MRS. En la prueba preliminar se emple6 como inéculo yogurt natural marca
ACTIVIA NATURAL presentacién de 1 litro, nUmero de lote L25 04:09.

Fig.6.1. Cepas utilizadas en el estudio.

El medio de cultivo seleccionado para el estudio fue leche comercial de origen vacuno,
entera y pasteurizada de la misma marca comercial. En la prueba preliminar se ocupé
leche entera comercial marca LALA, numero de lote O6MAY10UT 11 20:14 KO7
54MCVGFP. En los experimentos realizados se emple6 leche entera comercial marca
LALA, numero de lote 28JUL11UC 3 07:19 A29 S3MVMEJF.

Numerosa bibliografia existe respecto al conteo de las unidades formadoras de colonias
de L. acidophilus (IDF, 1995; Rybka y Kailasapathy, 1996; Dave y Shah, 1996; Tharmaraj,
2003). Sin embargo, en el caso de cultivos combinados, Vinderola y Reinheimer (2000)
determinan que el medio M17 es selectivo para el crecimiento de S. thermophilus en
presencia de L. acidophilus, sin embargo también muestran que los medios MRS, T-MRS
y G-MRS son parcialmente selectivos a algunas cepas de S. thermophilus debido a que
existen cepas que son capaces de crecer en dichos medios. Lima et al. (2009) y Rybka y
Kailasapathy (1996) presentan el medio M-MRS como posible medio diferenciador en
mezclas de L. acidophilus, S. thermophilus y L. bulgaricus, sin especificar si alguna cepa
especifica de S. thermophilus es capaz de crecen en dicho medio. En el presente trabajo
se emple6 agar MRS para el desarrollo y conteo de colonias de BAL cuando se
estudiaron in6culos puros. Cuando se realiz6 la combinacion de las BAL se emplearon los
medios selectivos M-MRS para L. acidophilus y RCPB para S. thermophilus (Tabla 6.1).

Las diluciones se realizaron con agua peptonada (Purwandari et al., 2007), preparandose
360 ml de medio de diluciébn para realizar los andlisis microbiolégicos del producto
obtenido durante la fermentacion, el medio de dilucién se depositd en tubos de ensaye (40
tubos con 9 ml). Una vez preparados los medios fueron esterilizados a 121°C (1.118
Kg/cm? de presion) durante 15 minutos (CULTIMED, 2003).

Para realizar el andlisis microbiol6gico de las muestras estudiadas, se dispuso de un

laboratorio acondicionado, con material adecuado para realizar practicas de microbiologia
(Fig 6.2). Donde el material de vidrio del laboratorio fue esterilizado a 121°C durante 15
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min en la autoclave marca MARKET FORGE modelo Sterilmatic Sterilizer (Fig 6.3). La
medicion de pH de las muestras se realiz6 con un pHmetro marca ORION modelo 420A

(Fig 6.4), para calibrarlo se ocuparon soluciones buffer de pH 4 en el limite inferior y de pH
7 en el limite superior.

Tabla 6.1. Formulaciones de los medios utilizados.

Manganeso (Il) sulfato 0.05 0.05
Magnesio sulfato 0.15 0.15
Tween 80 1 1
Citrato de amonio 2 2
di-potasio hidrégeno fosfato 2 2
L-cisteina clorhidrato 0.5
Almidon 1
Azul de prusia 0.03
Sodio acetato 3 3 3
Extracto de levadura 4.5 4.5 3
Extracto de carne 9 9 10
Peptona 10 10 7.5 10
Agar 11 11 13
Maltosa 20
Dextrosa 20 5
Cloruro de sodio 5 5

*medidas dadas en gr por cada litro de medio

Fig.6.2. Material ocupado en el andlisis microbiologico.
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Fig.6.4. pHmetro marca ORION.

Para la incubacién de placas petri, se ocupd una incubadora (Fig 6.5) ajustada a 36 °C.
En la prueba preliminar para incubar los frascos de cultivo, se ocup6é una incubadora
marca LAB-LINE modelo 417 vip (Fig 6.6),

i i

Fig.6.5. Incubadora utilizada para el cultivo de cajas Petri.

Fig.6.6. incubadora marca LAB-LINE modelo 417 vip utilizada en la prueba preliminar.
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Durante la prueba preliminar se determind que las variaciones de temperatura afectan a
las mediciones, por ello para la experimentacion se disefio y construy6 un sistema aislado
térmicamente que permitid6 mantener la temperatura en el interior dentro de un rango de
temperatura (35 a 37 °C) y al mismo tiempo permite mantener los transductores estaticos
en el interior (Fig 6.7). El sistema cuenta ademas con orificios que permiten la
manipulacién de frascos en el interior del area. La fuente de calor del sistema es
generada por un foco de 70 W dentro en una chaqueta metdlica. Adicionalmente al
aislamiento del sistema, se realizd el seguimiento de la temperatura en el interior
utilizando un medidor de temperatura digital marca HOBO, con dos sensores para medir
la temperatura tanto en el interior de la cdmara de aislamiento como en un frasco testigo
(Fig 6.8).

Fig.6.8. Termdémetro digital marca HOBO.

Las sefiales ultrasOnicas se generaron en el equipo emisor-receptor de ondas ultrasénicas
marca OLYMPUS modelo 5058PR (Fig 6.9). Con el fin de evitar que la sefial pase por la
capa de aire formada en la parte superior de los frascos, se colocaron los sensores
lateralmente como se muestra en la Figura 6.10, y se ajustaron con un torquimetroa 5 1b /
pulg®. La configuracion del equipo se muestra en la Tabla 6.2.
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Fig.6.10. Ubicacion de los sensores en el contenedor.

Tabla 6.2. Configuracion del equipo emisor-receptor 5058PR.

20 Hz 200Q 100V No 9-20 dB

Los sensores del equipo emisor-receptor son transductores marca PANAMETRICS
modelo NDT X1021 de 50 KHz (Fig. 6.11), el cual es capaz de enviar un pulso de
compresion (o longitudinal). El tipo de transductor es conocido como narrowband, es
decir, el andlisis de la sefial por medio de la transformada de Fourier muestra un espectro
en forma de punta de flecha con una frecuencia preferencial del transductor alrededor de
50 KHz.

Fig.6.11. Transductor marca PANAMETRICS modelo NDT X1021
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El equipo emisor-receptor 5058PR se conectd al osciloscopio digital marca TEKTRONIX
modelo TDS3014C (Fig 6.12), el tamafio de la sefial obtenida durante la experimentacién
fue de 1 centésimo de segundo (1x10? segundos) con un At de 1 microsegundo (1x10°
segundos), la configuracion del osciloscopio se muestra en la Tabla 6.3. El tamafio de la
sefal en la prueba preliminar fue de 0.02 segundos.

Tabla 6.3. Configuracién del osciloscopio durante la experimentacion.

5.00 | 20.0
Chl V V -200V AC 1.00 |1.00| 10.0 average16
0,
Ch2 10.0 | 40.0 0.00 V DC Ms/s ms %
mV mV

Fig.6.12. Osciloscopio digital marca TEKTRONIX.

El osciloscopio tiene ranura para una memoria USB y los datos obtenidos del equipo se
guardaron en archivo EXCEL con extension .CVS. El orden de conexion entre el equipo
emisor-receptor 5058PR y el osciloscopio se muestra en la Figura 6.13. Para el andlisis
de las sefales se utiliz6 el programa MATLAB.

10 o? ooEy

o
[=
oooooo

Fig.6.13. Diagrama de conexion.

6.2. PRUEBA PRELIMINAR

Para evaluar el efecto en el desarrollo de las BAL debido a la aplicacion de las sefiales
ultrasonicas emitidas por el equipo 5058PR, se compararon propiedades fisicoquimicas
de 4 recipientes de un yogurt fermentado que recibieron sefiales ultrasénicas de 12
minutos de duracion en diferentes momentos de su cinética, contra las propiedades de 4
recipientes testigo (Fig 6.14).

31



Fig.6.14. Recipientes utilizados en la prueba preliminar,de izquierda a derecha: T-1, T-4,
R-1, T-3, T-2 y R-3).

Con una probeta graduada se midieron 70 ml de medio de cultivo y se vaciaron en cada
uno de los frascos de cultivo (frascos de dilucion de capacidad 90 ml), esto se realiz6 en
area estéril, formada por 2 mecheros encendidos a los costados de la mesa de trabajo,
posteriormente los frascos se llevaron a la estufa de incubacién hasta alcanzar 40 °C. Una
vez preparados los recipientes con el medio de cultivo, se realizé la siembra del cultivo
microbioldgico inoculando 0.5 ml de cultivo microbioldgico (1%).

Para demostrar que no existe efecto significativo en la formacién de yogurt debido al uso
de los ultrasonidos, al finalizar la fermentaciéon se realizé6 la evaluacion de las
caracteristicas fisico-quimicas del yogurt formado (pH, densidad, viscosidad y esfuerzo
cortante)

6.3. DISENO EXPERIMENTAL

Para realizar el estudio se seleccion6 un factor que puede influir en la experimentacion, el
tipo de bacteria lactica a estudiar. En cuanto a las repeticiones y la aleatorizacién, cada
nivel cuenta con al menos 2 repeticiones y se muestra su distribuciéon en la Tabla 6.4. El

disefio factorial es del tipo 3*, siendo éste un modelo de efectos fijos.

Tabla 6.4. Factores y niveles en los experimentos.

S. thermophilus | SS3 | SS4

Bacteria | L. acidophilus | LL1 | LL2 | LL7
Combinacion SL5 | SL6

La realizacion de cada experimento se compone de la preparacion de un inéculo,
preparacion de materiales y muestras, colocacion del experimento y obtenciéon de la
informacion (Fig. 6.15).
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Preparacion del in6culo. Preparacion de muestras.

|
. , |
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antes de cada prueba contenido del matraz, vaciar 70 ml en =
frasco de cultivo a analizar.

: ¥ : Obtencioén de la informacion.
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Se colocan las muestras en sistema 'para analisis microbiologico y fisicoquimico |
aislado térmicamente a 40°C e ittt '
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Fig.6.15. Secciones principales del experimento.

PREPARACION DEL INOCULO.

El in6culo se preparé a partir de las muestras mantenidas en caja petri a 4 °C, colocando
4 colonias en 7 ml de leche manteniendo 38-40°C durante 24 horas, posteriormente se
vaciaron los 7 ml en un matraz con 70 ml de leche y se vuelve a incubar 24 horas a 40°C.
Para asegurar la viabilidad de las colonias en mantenimiento, estas se resiembran cada 2
semanas en agar MRS y en caldo MRS.

PREPARACION DE MATERIALES Y MUESTRAS.

Se preparo la solucion colocando 50 ml de inéculo por cada 450 de leche al momento de
iniciar las cinéticas, de la solucién total se tomaron 360 ml para 40 tubos de ensaye. El
material estéril se prepar6 un dia antes, mientras los medios soélidos a ocupar se
prepararon 2 dias antes.

COLOCACION DEL EXPERIMENTO.

Una vez preparadas las muestras se colocaron dentro de la camara, los sensores se
colocaron mediante torquimetro a 5 Ib/pulg®. También se colocaron los 40 tubos de
ensaye con la muestra y el frasco testigo en el que se midi6 la temperatura.

En pruebas posteriores cambi6é la forma del experimento, se colocaron tanto la leche
como los materiales dentro de la camara por una hora para alcanzar una temperatura
estable y posteriormente se hizo la inoculacion de la muestra (respetando la proporcion
utilizada). La inoculacion dentro del frasco de cultivo se hizo mediante el uso de catéter y
jeringa para evitar mover el frasco que se encontraba sujeto al torquimetro.
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OBTENCION DE LA INFORMACION.

Las sefiales ultrasénicas se obtuvieron con ayuda del osciloscopio (en formato .CVS), las
lecturas fueron tomadas por triplicado cada 20 minutos, la duracion de la sefial es de 0.01
segundos con un At de 1 microsegundo, dando en total 10 000 puntos por sefial.

Cada 40 minutos se tomé un tubo de ensaye para realizar el andlisis microbioldgico y para
la toma de pH. Debido a la falta de un operador, sélo en los experimentos identificados
como SL6 y LL7 se tomaron dos tubos cada 40 minutos, donde el tubo adicional fue
utilizado para obtener datos de reometria del experimento.

Dstlie et al. (2005) y Purwandari et al. (2007) han estudiado dichas bacterias y existen
cinéticas tanto de pH como de unidades formadoras de colonias hasta alcanzar un valor
de 4.5. De acuerdo a @stlie et al. (2005) el valor de pH para el L. acidophilus se espera
gue llegue a un pH de 4.5 al cabo de 18 horas a 40°C. Mientras que el S. thermophilus se
espera que alcance el valor de pH de 4.5 entre 9 y 10 horas a 40°C (Purwandari et al.,
2007 y Lund et al.,, 2000). Para la mezcla de microorganismos L. acidophilus y S.
thermophilus se espera que el valor de pH de 4.5 se alcance en un lapso de 6 a 7 horas
(Lund et al., 2000).

El valor de pH es un indicador de la cantidad de &cido lactico formado. Sin embargo, el
acido lactico es una molécula de bajo peso molecular, y no se espera que se vea de
manera clara en el andlisis ultrasonico. Debido a que L. acidophilus puede consumir los
dos monosacaridos de la lactosa (glucosa y galactosa) se espera que exista una mayor
velocidad de generacion del mismo, a diferencia de S. thermophilus que solo es capaz de
aprovechar la glucosa.

La cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) son un buen indicador de la
densidad de microorganismos viables en el medio estudiado, debido a que las bacterias
tienden a reproducirse y a agruparse, se puede esperar que afecte la velocidad de
propagacion de la sefial ultrasonica

El tubo de ensaye destinado al analisis microbioldgico (Fig. 6.15) se considerara como
solucion 10° de este tubo se realizaran las diluciones 10° y 10®. Una vez diluida la
muestra, se tomaron 2 alicuotas de 0.1 ml de la solucién 10° (o0 10°® segiin sea el caso) y
se vacian en cajas petri (Fig. 6.16), colocando uniformemente la muestra mediante una
varilla de vidrio (previamente esterilizada) en un ambiente de asepsia (plaqueado).
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Muestra para Diluir segun /
analisis tiempo de la
microbiolégico —» j cinética

v

Sembrar en caja petri |
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RCPB agar. Incubacion = | = M-MRS agar. Incubacién
aerobia a 37°C por 48 hr ¢ = = P aerobia a 37°C por 48 hr
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[ Tincion de Gram |
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: )

S thermophilus Microscopio L acidophilus
Cocos ovoidales 0.7- Barras regulares de
0.9 um diam 1.5 um de largo

Figura 6.16. Metodologia de analisis microbiolégico

Las diluciones se realizardn en agua peptonada en area estéril y se sembrardn en caja
petri por duplicado de acuerdo a la metodologia descrita en la Figura 6.17.

La cinética de fermentacién presentada por @stlie et al. (2005) muestra que el nUmero de
UFC durante la fermentacion empieza en el orden de 3x10’ UFC y termina en el orden de
1x10° UFC para la bacteria L. acidophilus. Merck (1982) indica que para conteo de UFC
en caja petri solo se consideran aquellas que presenten un minimo de 20 colonias visibles
y un maximo de 300 UFC. Por lo tanto se consideran hacer al menos 6 diluciones para
realizar el plaqueado durante las primeras 3 horas de la cinética, y 8 diluciones para las

/ / //1/1/

o 10* 10* 10° 10* 10° 1o:,,' 107\ 10° '~

£tz = §I-zzz
0.1ml &’ 0.1 ml 0.1mly”
F5iIzz == sfIzz:

Figura 6.17. Técnica de diluciones

Trascurridos 48 horas de incubaciéon a 37°C, se revisan las cajas petri, seleccionando
aquellas que tuvieran un minimo de 30 colonias y no mas de 300 colonias. Se cuantifico el
namero de colonias en un contador de colonias y se reporté el promedio de las cajas de la
misma dilucién (de la original y su duplicado) multiplicando por el factor de dilucién (la
inversa de la dilucion cuyas placas han sido seleccionadas), dando el valor obtenido como
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el recuento estandar en placa estimado por gramo o por ml de alimento, segun
corresponda.

Para dar los valores del recuento estdndar en placa, deben utilizarse Unicamente dos
cifras significativas. Estas dos cifras corresponden a los digitos primero y segundo
(empezando por la izquierda) de la media de las colonias halladas. Los digitos restantes
tienen que ser sustituidos por ceros. Si el tercer digito es superior a 5, este se redondea.
Por ejemplo, si el valor calculado fue de 56 500, este ha de darse como 57 x 10° (Merck,
1982).
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7. RESULTADOS

7.1.PRUEBA PRELIMINAR

Durante la prueba preliminar se tomaron sefiales ultrasénicas de los frascos marcados
como R1, R3, T1, T2, T3y T4 (Fig.7.1 a 7.6), la sefial obtenida del frasco R2 se descartd
debido a una fractura ocurrida en el frasco. Las sefiales fueron tomadas en los frascos
bajo las siguientes condiciones: frasco sin leche (-s), frasco con leche sola (-L), frasco con
indculo en tiempo cero (-0), frasco al minuto 346 de la fermentacion (-346), y en algunos
frascos fueron tomadas sefiales en intervalos de tiempo dentro de la fermentacion. Asi
mismo se grafico el pulso de entrada de los distintos experimentos (Fig.7.7). La presion de
los transductores sobre los frascos no fue controlada en esta prueba.

Con la finalidad de evaluar el efecto de las sefiales en el desarrollo de las BAL se
seleccionaron 2 grupos, el primero de ellos recibi6 sefiales ultrasénicas de 12 min de
duracion en distintos momentos de la cinética (frascos T2, R1 y R3), el segundo grupo
(frascos T1, T3 y T4) recibi6 la sefal inicial y la final, el frasco R4 no recibié ninguna sefal
debido a que se colocé en un matraz Erlenmeyer lo que imposibilitd la colocacion de
sensores.

R1-s R1-L R10
0.1 01 0.1

my
o

my
o

my
o

-0.1 -0.1 0.1
-0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seq
R1-30 R147 R1-346
0.1 0.1 0.1

my
o

my
[

my
o

0.1 : 0.1
-0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seq
Fig.7.1. Sefiales ultrasénicas obtenidas en el frasco R1.

R3-s R3-L R3-0

my
o

my
o

my
o

-0.1 -0.1 -0.1
-0.0$1 0 0.01 -0.01 0 0.0 -0.0$1 0 0.0
seq seq seq
R3-211 R3-226 R3-346
0.1 0.1 0.1
EE—
0.1 0.1 0.1
-0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seq

Fig.7.2. Sefales ultrasonicas obtenidas en el frasco R3.
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T1-s T1-L T1-0

0.1 0.1 0.1
> > >
g O g O g O
-0.1 -0.1 -0.1
-0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seq
T1-346
0.1
> _W__
= 0
-0.1
-0.01 0 0.01
seq

Fig.7.3. Sefales ultrasonicas obtenidas en el frasco T1.

T2-s T2-L T20
0.1 0.1 0.1
Z 0 ——————————..hu-.—- Z 0 ————————”‘.ﬁhnnm— Z  0f——f——
0.1 0.1 0.1
-0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seq
T2-120 T2-135 T2-346
0.1 0.1 0.1
Z  Op———————  Z 0 = Z 0 m——
0.1 0.1 0.1
-0.01 0 0.01 001 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seg
Fig.7.4. Sefiales ultrasénicas obtenidas en el frasco T2.
T3-s T3-L T30
0.1 0.1 0.1
Z 0 e Z 0 L Z 0 s
0.1 : 0.1 : -0.1
-0.01 0 0.01 001 0 0.01 -0.01 0 0.0
seq seq seq
T3-210 T3-227 T3-346
0.1 0.1 0.1
Z 0 <o Z 0 Qe Z 0 oo
0.1 0.1 0.1
-0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seq

Fig.7.5. Sefiales ultrasonicas obtenidas en el frasco T3.
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T4-s T4-L T40

0.1 0.1 0.1
r— e - R N OO Ny, A —
-0.1 -0.1 -0.1
-0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01 -0.01 0 0.01
seq seq seq
T4-346
0.1
Z 0 o
-0.1
-0.01 0 0.01
seq

Fig.7.6. Sefiales ultrasénicas obtenidas en el frasco T4.

Entrada

U S - 5 .

B -4 -2 0 2 4 =
seg x 10°

Fig.7.7. Sefiales de entrada en los distintos experimentos.

Se realizaron comparaciones de todas las sefiales obtenidas por cada frasco, en los
primeros 1 x 10 seg de la sefial después de emitido el pulso (Figura 7.8), observandose
gue el tiempo de llegada de la sefial varia con el frasco. También se observa mayor
nitidez de la sefal en los frascos R1y T1, en los cuales es necesario un cambio de escala
para observar la amplitud de la sefal, mientras que el resto de las sefiales se observan
con demasiada interferencia o muy atenuadas.

0.01

0

-0.01
0

0.01 : 0.01
> P 5, A
= 0 =g W\?'(X,YV 0
-0.01 i 0.0 i -0.01 i
0 0.5 1 0 05 1 0 05 1
S8  .dE seg: . Hp? seg 07

Fig.7.8. Primeros arribos de la sefial obtenidas durante la prueba preliminar.
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La Figura 7.9 muestra el comportamiento de la viscosidad y el esfuerzo cortante del
yogurt formado a diferentes velocidades de corte. Las tendencias de color negro
corresponden a los frascos que no recibieron la exposicién prolongada de ultrasonidos,
mientras que los de color rojo representan a los que si recibieron el tratamiento. La
tendencia de color café corresponde al yogurt que se floculd por agitacién excesiva.

100

—— T1 visc
N NN = = T2visc
o N N .
< 10 { T3 visc
o 3
T4 visc
E
S = = 'Rlvisc
8 1 .
& R2 visc
> = = 'R3visc
01 == =R4-1visc
0,0998 0,853 ) 7,28 62,1
velocidad de corte (1/s)
100
T1EF
< = = 'T2EF
a
P =i T3 EF
2 gg%
g g%a 1A T4 EF
— — )
o ] - =
et = - om0
° ;é—w—&; = = R1EF
N — J|
= R2 EF
3 =T
Y L |- - = ‘R3EF
LU - - =
1 — =R4-1FEF
0,0998 0,853 7,28 62,1

velocidad de corte (1/s)

Figura 7.9. Viscosidad (arriba) y esfuerzo cortante (abajo) a diferentes velocidades de corte.

La Tabla 7.1 muestra las densidades del yogurt obtenido al final de la fermentacion. Para
el analisis estadistico se consideran 3 tratamientos: con exposicion prolongada de
ultrasonidos, sin exposicion a ultrasonidos y cabe recordar que el yogurt formado en el
frasco R4 se encuentra “cortado” (floculado), por tanto se considera que es otro
tratamiento (Tabla 7.2). La Tabla 7.3 muestra los valores de pH del yogurt obtenido al final
de la fermentacion. Para el andlisis estadistico se consideran los 3 tratamientos: con
exposicion prolongada de ultrasonidos, sin exposicion y “cortado” (Tabla 7.4).

Tabla 7.1. Densidad obtenida por frasco en la prueba preliminar.

Densidad

gr/ml 1.024 | 1.057 | 1.024 | 1.057 | 1.059 | 1.048 | 1.032 | 1.038
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Tabla 7.2. Densidad obtenida por tratamiento en la prueba preliminar

Tabla 7.3. pH obtenido por frasco en la prueba preliminar.
pHI 442 | 448 | 443 | 4.44 | 4.37 | 443 | 4.4 | 4.37

Tabla 7.4. pH obtenido por tratamiento en la prueba preliminar

4.42 4.48 4.37
4.43 4.37

4.44 4.4

4.43

7.2.EXPERIMENTOS REALIZADOS

De la prueba preliminar se observa que el frasco marcado como T-1 permite el paso de
una sefal de mayor amplitud (Fig.7.3), por su parte, el frasco R-1 es el segundo frasco
gue permite el paso de la sefal (Fig.7.1) y ademas posee un tamafio en la abertura
superior mas grande (Fig.6.14) que permite una mejor manipulacion para colocar las
muestras. Para minimizar posibles causas de variacion se seleccion¢ el frasco R-1 para
realizar los experimentos. Cada sefial de los distintos experimentos fueron sefialados con
un identificador compuesto por la inicial de la bacteria estudiada, el ndmero de
experimento y el minuto de la fermentacion, en la Tabla 7.5 se muestran el nimero de
sefiales obtenidas para cada experimento.

Tabla 7.5. Caracteristicas de los exierimentos realizados.

1 L acidophilus LL1 440 22
2 L acidophilus LL2 580 29
7 L acidophilus LL7 500 25
3 S thermophilus SS3 480 24
4 S thermophilus SS4 500 25
5 L acidophilus y S thermophilus SL5 680 34
6 L acidophilus y S thermophilus SL6 500 25
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7.2.1. VARIACION DE TEMPERATURA

Los registros de temperatura muestran que soOlo el experimento LL1 tiene un
comportamiento significativamente diferente. El resto de los experimentos muestra una
variabilidad de la temperatura mucho menor, debido a que se realizé la inoculaciéon
después de hora y media de haber encendido el equipo.
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Figura 7.10. Variacién de temperatura en cada experimento.

7.2.2. CURVAS DE pH

En las curvas de pH obtenidas (Fig 7.11) se observa que el pH inicial del experimento LL1
tiene una diferencia significativa con respecto a las otras curvas, esta diferencia inicial se
atribuye a que el pH esta en funcién de la temperatura y no es la misma temperatura
inicial en el experimento LL1 con respecto a los demas experimentos. En el experimento
LL1 el in6culo fue adicionado desde el inicio, donde la temperatura de la muestra estaba
cerca de 25°C, y las lecturas fueron tomadas a partir de ese instante. En el resto de los
experimentos el inoculo se realiz6 una hora y media después, cuando la temperatura
estaba cerca de 35°C y cuya variacion de temperatura no fue tan significativa durante el
resto del experimento.

Incluso la forma de la curva de pH de LL1 es diferente respecto a las demas debido a que
mantiene el pH inicial un tiempo mayor, debido a que las condiciones de temperatura no
fueron las ideales cuando fueron inoculadas las bacterias necesitan un tiempo de
adaptacion mucho mayor. Se esperaban cambios mayores al variar las BAL presentes en
cada experimento, contando con diferentes curvas de pH dependiendo de la bacteria, sin
embargo, ocurre que las curvas obtenidas tienen un coeficiente de correlacion muy similar
entre ellas.
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Figura 7.11. Curvas de pH obtenidas durante la experimentacion.

7.2.3. CINETICA DE CRECIMIENTO

Debido a que en los experimentos no se logré6 una adecuada diferenciacion de las
colonias en los medios M-MRS y RCPB, se tomaron en consideracion solo el conteo de
colonias en medio MRS (Fig.7.12). La Figura 7.13 muestra los valores obtenidos para
cada una de las cinéticas realizadas.

Figura 7.12. Colonias desarrolladas en medio MRS.
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Figura 7.13. Cinéticas de crecimiento para cada experimento.

7.2.4. SENALES ULTRASONICAS DE LA EXPERIMENTACION

El analisis sobre el pulso de entrada muestra que tiene un maximo de 4.05156 V, un
minimo de 3.92813 V, con un promedio de 3,9838 V, y una desviacion estandar de
0.021128905. Por lo que se puede considerar uniforme la sefial de excitacion y se hace
innecesaria una deconvolucion previa de la sefial obtenida.

Entrada

seq

-6
3 10
Figura 7.14. Diferentes pulsos de entrada obtenidos durante la experimentacion.

Los archivos .CVS obtenidos fueron preprocesados en el programa MATLAB, donde se
modifico la linea base y se normalizaron en tiempo considerando como tiempo cero el
instante en el que se envié el pulso, con ello se obtuvieron las graficas de la Figura 7.15.
En la grafica se observan las sefiales de cada experimento obtenidas en el minuto 120, se
selecciond este tiempo debido a que la variacion de temperatura después de este tiempo
es minima (Fig 7.10).
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Figura 7.15. Sefiales obtenidas por experimento en el minuto 120.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

8.1.ANALISIS DE LA PRUEBA PRELIMINAR

En las sefiales obtenidas en la prueba preliminar (Fig.7.1 a 7.6) se observa que existe
similitud en la amplitud de las sefiales que pertenecen a un solo tipo de frasco, ello se
atribuye a que las diferentes texturas y espesores de la pared de cada frasco afectan de
manera unica la propagacion de la sefial. En cuanto a la sefal de entrada, la grafica del
pulso de entrada en la prueba preliminar (Fig 7.7) mostré un valor de varianza muy alto,
sin embargo en los experimentos realizados posteriormente se minimiz6 la variabilidad
(Fig 7.14).

La superficie de contacto también afecta a las caracteristicas de la sefial, la rugosidad de
la superficie afecta de dos maneras: si la superficie tiene demasiadas protuberancias, la
sefial presentara una gran atenuacion debido a la capa de aire que se encuentra entre el
sensor y el frasco, los frascos con paredes mas lisas corresponden a los identificados
como R1y T1y en ellos se observa una sefial mas intensa que en el resto. Ademas si la
superficie presenta protuberancias demasiado irregulares, impedira la posible repeticién
de condiciones al colocar los sensores.

Para demostrar que no existe efecto significativo en la formacién de yogurt debido al uso
de los ultrasonidos, al finalizar la fermentacibn se realiz6 la evaluacion de las
caracteristicas fisico-quimicas del yogurt formado (pH, densidad, viscosidad y esfuerzo
cortante), realizando un analisis estadistico para el pH y la densidad, el estadistico
empleado fue una prueba de medias Tukey con alpha 0.05 (en el programa SAS) con un
procedimiento GLM (Modelo Lineal General, por sus siglas en ingles) debido a que los
tratamientos tienen diferentes numeros de repeticiones. Considerando un juego de
hipétesis donde Ho indica que “el efecto de todos los tratamientos es el mismo” y Ha
indica que “al menos el efecto de un tratamiento es diferente”, el analisis GLM de la
variable densidad con un alpha de 0.5 da como resultado la Tabla 8.1, donde se concluye
que el efecto de todos los tratamientos es el mismo, por lo tanto no existe efecto
significativo de los tratamientos en la densidad del yogurt

Tabla 8.1. Analisis de suma de cuadrados de la variable densidad.

Modelo | 2 0.00022932 0.00011466 0.43 | 0.6702
Error 5 0.00132108 0.00026422
Total 7 0.00155040

Para el andlisis del pH de las muestras, se realizé otro analisis estadistico con un alpha
de 0.5 con los mismos Ha y Ho, donde se obtiene la Tabla 8.2. Donde se concluye que al
menos el efecto de algun tratamiento es diferente, por lo tanto existe efecto significativo
de algun tratamiento en el pH del yogurt, y debido a que existe al menos un tratamiento
cuya densidad es significativamente diferente del resto, se realiza una prueba de medias
para identificarlo.
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Tabla 8.2. Andlisis de suma de cuadrados de la variable pH

Modelo | 2 0.00288333 0.00144167 1.08 | 0.4072
Error 5 0.00666667 0.00133333
Total 7 0.00955000

La prueba de medias Tukey para la variable pH permite obtener los datos de la Tabla 8.3
con los que se calcula la diferencia minima significativa y se elabora la Tabla 8.4, en la
que se observa gue existe una diferencia significativa del yogurt floculado en términos del
pH.

Tabla 8.3. Valores obtenidos para el célculo de la diferencia minima si?nificativa.

Alfa 0.5
Grados de libertad del error 5
Cuadrado medio del error 0.001333

Valor critico del rango estudentizado | 1.70496
Media arménica de tamafio de celdas | 1.894737

Diferencia significativa minima 0.0452
NOTA: Los tamafios de las celdas no son iguales.

Tabla 8.4. Resultado de la prueba de medias para la variable pH.

A 4.43000 | 4 | Sin ultrasonido
A 4.41667 | 3 | Con exposiciéon
B 4.37000 | 1 | Yogurt cortado

Para el analisis de las curvas de viscosidad, se generaron curvas promedios, una
correspondiente a las que recibieron mediciones y otra correspondiente a aquellas que no
recibieron. La comparacion se realizé calculando el coeficiente de correlacién entre las
curvas y cada uno de los promedios, obteniéndose que la curva del promedio de la
viscosidad de los frascos que recibieron mediciones ultrasonicas tiene un valor de
correlacion superior a 0.999 con respecto a las curvas de los frascos que no lo recibieron
y viceversa. La curva de viscosidad perteneciente al frasco R4 con yogurt floculado es
ligeramente diferente presentando un coeficiente de correlacién de 0.98 (Fig. 7.9). Para el
andlisis de las curvas de esfuerzo cortante, se realizé el mismo procedimiento,
observandose el mismo comportamiento que en las curvas que viscosidad y cuyo
coeficiente de correlacion entre las curvas es superior a 0.99. De igual forma, la curva
perteneciente al frasco R4 con yogurt floculado tiene un coeficiente de correlacion
ligeramente inferior al resto (0.96).

Al realizar el analisis de las transformadas de Fourier de las sefiales obtenidas en la
prueba preliminar, se observa que las sefiales pertenecientes al frasco T-1 poseen las
mayores amplitudes (Fig 8.1 a 8.6). Al igual que en las sefiales obtenidas en la prueba
preliminar, en sus transformadas de Fourier se observa congruencia de las sefiales que
pertenecen a un mismo frasco. Aun cuando se observan amplitudes de consideraciéon en
frecuencias alrededor de 120 y 160 KHz, solo se estudiaran las frecuencias en un rango
de 25 a 75 KHz debido a que la frecuencia preferencial de la sefial que el transductor
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envia se encuentra alrededor de 50 KHz y frecuencias fuera de ese rango se consideran
como ruidos o perturbaciones.
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Fig.8.1. Transformada de Fourier de las sefiales pertenecientes al frasco R1.
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Fig.8.2. Transformada de Fourier de las sefiales pertenecientes al frasco R3.
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Fig.8.3. Transformada de Fourier de las sefiales pertenecientes al frasco T1.
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Fig.8.4. Transformada de Fourier de las sefiales pertenecientes al frasco T2.
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Fig.8.5. Transformada de Fourier de las sefiales pertenecientes al frasco T3.
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8.2.ANALISIS DE LAS SENALES OBTENIDAS EN LA EXPERIMENTACION

8.2.1. ANALISIS EN EL TIEMPO

Las sefiales obtenidas durante la fermentacién en cada experimento se analizaron en el
tiempo, en algunos experimentos se observa mayor variabilidad de la amplitud de la sefial
que otros. Considerando 3 intervalos de tiempo (Fig 8.7 a Fig. 8.13), el conjunto de
sefales se comporta de manera similar en los primeros instantes de la sefial (de 0 a 2 x
10 seg) a través del tiempo de la fermentacion, tienen un coeficiente de correlaciéon de
entre 0.998 y 0.975 dependiendo del experimento.

Posteriormente en el tiempo de la sefial (de 8 a 10 x 10™ seg), se observan cambios
significativos en su amplitud a través del tiempo de la fermentacion aunque auln
mantienen un alto grado de correlacion, desde 0.924 hasta 0.844 (con excepcion de LL7).

Al observar tiempos de la sefial de 1.2 a 1.4 x 10™ seg, se observa que en la mayoria de
los experimentos (con excepcion de LL7), las amplitudes de la sefial a través del tiempo
de fermentacién cambian demasiado, e incluso las sefiales tienen un bajo coeficiente de
correlacion en un rango de 0.678 a 0.546.

LL1
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E D

-0.01
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-0.02 005
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Fig.8.8. Sefiales pertenecientes al experimento LL2 en 3 intervalos de tiempo.
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Fig.8.9. Sefiales pertenecientes al experimento SS3 en 3 intervalos de tiempo.
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Fig.8.10. Sefiales pertenecientes al experimento SS4 en 3 intervalos de tiempo.
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Fig.8.11. Sefales pertenecientes al experimento SL5 en 3 intervalos de tiempo.

0.02

0.01

Yy
o

-0.01

-0.02

-4

¥ 10

SL6

0.05

-0.05

w10

0.02

1.2 13 1.4
sed 4 qp°

Fig.8.12. Sefales pertenecientes al experimento SL6 en 3 intervalos de tiempo.
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Fig.8.13. Sefiales pertenecientes al experimento LL7 en 3 intervalos de tiempo.

A diferencia de Ogasawara et al. (2006), se utiliz6 como sefial de entrada un pulso y no
una funcién senoidal, ello permite observar el tiempo de llegada de la sefal en el otro
extremo del transductor. Analizando los primeros instantes de la sefial de todos los
experimentos se observa que el tiempo de arribo es el mismo, por otra parte, el andlisis
de las sefales por experimento revela que la forma de la onda se mantiene constante
(Fig. 8.14).

El tiempo en que tarda en llegar la seial al otro extremo del recipiente es
aproximadamente 2.6 x 10 segundos y la distancia que recorre es 5.45 cm, por lo tanto
se obtiene que la velocidad de propagacién promedio (del frasco y de la leche) es de 2096
m/s. Debido a que el transductor envia una sefial cuyo espectro de frecuencias se
encuentra alrededor de 50 KHz, se calcula una la longitud de onda de 4.19 cm para una
frecuencia de 50 KHz (Ec. 5.24).

Senales
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Fig.8.14. Primeros instantes de todas las sefiales obtenidas durante la experimentacion.

En sus resultados Resa et al (2007) muestra una variacion de la velocidad de propagacion
de 1.4 m/s al cabo de 30 horas de fermentacion, sin embargo, la longitud del recipiente es
pequefia en comparacion al tiempo que tarda en llegar la onda, por ello solo se observa
una variacion muy pequefia en el tiempo que dura la sefial emitida por el equipo.
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8.2.2. ANALISIS EN LA FRECUENCIA

A diferencia de Ogasawara et al. (2006) se analizaron los espectros de amplitudes de las
sefiales y no los espectros de fases, en la Figura 8.15 se muestran las transformadas de
Fourier en el minuto 120 de cada experimento, es a partir de este momento que la
temperatura se considera constante en el resto del experimento (Fig. 7.10). En las
transformadas se observan que existen 2 rangos principales de frecuencias
caracteristicas, de 30 a 40 KHz y de 55 a 65 KHz. Se estudia Unicamente el rango de 25 a
75 KHz debido a que el transductor solo envidé una sefial cuya frecuencia principal esta
alrededor de 50 KHz.

X 10'5 LL7-1 20

Fig.8.15. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el minuto 120 de la
experimentacion.
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Existen ligeros cambios en las amplitudes de las frecuencias de acuerdo al experimento,
en el primer rango de frecuencias (de 25 a 50 KHz), se observa en los experimentos SS3
y SS4 que la frecuencia maxima se encuentra alrededor de 37 KHz con un valor entre 6 x
10°y 8 x 10°. En los experimentos pertenecientes a LL7 y LL2 la amplitud méaxima se
encuentra alrededor de 37 KHz con un valor de 8 x 10°, mientras que en el experimento
LL1 tiene un méaximo de 7 x 10 en una frecuencia de 32 KHz. Los experimentos SL5 y
SL6 tienen un méximo de 1.7 x 10° y 0.9 x 10® respectivamente en la frecuencia de 34
KHz.

En la segunda seccién de frecuencias (de 50 a 75 KHz) los coeficientes parecen ser de
relevancia solo en los experimentos LL1, LL2 y SL5, con mdultiples maximos relativos
dentro de un rango de 55 a 65 KHz.

Los coeficientes de correlacion entre las transformadas de las sefiales obtenidas en los
diferentes experimentos en el minuto 120 de la fermentacion se observan en la Tabla 8.5,
el rango de frecuencias evaluado es de 25 a 75 KHz. En la tabla se observa que los
experimentos LL1 y LL2 son muy similares entre si. De igual manera SS3 con SS4 son
similares. Sin embargo, en los experimentos SL5 y SL6 no se aprecia similitud e incluso
SL5 tiene una mayor similitud con los experimentos SS3 y SS4 que con SL6, de hecho
SL6 no presenta una similitud significativa con ningan experimento, el mismo fenédmeno
se observa con LL7 que solo presenta una ligera similitud con LL2. Por lo anterior, se
considera que existe algun efecto ademas del tipo de bacteria que influye en el contenido
de frecuencias de la sefial.

Tabla 8.5. Coeficientes de correlacion de las TF de las sefales obtenidas en el minuto

120 de la fermentacion de cada exierimento en un ranﬁo de frecuencias de 25 a 75 KHz.

LL1 1 0.7317 | 0.6307 | 0.6621 | 0.6018 | 0.649 | 0.5642
LL2 0.7317 1 0.6711 | 0.7092 | 0.6341 | 0.7065 | 0.6029
LL7 0.6307 | 0.6711 1 0.5248 | 0.5083 | 0.6288 | 0.5627
SS3 0.6621 | 0.7092 | 0.5248 1 0.7127 | 0.7617 | 0.6635
SS4 0.6018 | 0.6341 | 0.5083 | 0.7127 1 0.7340 | 0.641
SL5 0.649 | 0.7065 | 0.6288 | 0.7617 | 0.7340 1 0.6532
SL6 0.5642 | 0.6029 | 0.5627 | 0.6635 | 0.641 | 0.6532 1

La evolucion de las transformadas de Fourier de las sefiales a través del tiempo de
fermentacion se pueden observar en las Figuras 8.16 a la 8.22. Para cada incremento de
60 minutos en el tiempo de la fermentacion, la linea base de las sefales se encuentra
espaciada 1 x 10 unidades.

55



« 1ot Variacion de frecuencias en LL1

0 2 4 B 5 10
Hz x 10

Fig.8.16. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el experimento LL1
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Fig.8.17. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el experimento LL2
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Fig.8.18. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el experimento LL7
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Fig.8.19. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el experimento SS3
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Fig.8.20. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el experimento SS4
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Fig.8.21. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el experimento SL5
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Fig.8.22. Transformada de Fourier de las sefiales obtenidas en el experimento SL6

Las graficas anteriores muestran la evolucion de las transformadas de las sefiales durante
la fermentacion. En ellas se observa que existen muy pocos cambios en el contenido de
frecuencias de las sefiales a través del tiempo de la fermentacién, la mayor variabilidad se
observa al inicio de la fermentacion que es cuando se existen cambios de temperatura
significativos (> 2°C). Las graficas pertenecientes al experimento LL1 muestran cambios
en la amplitud de las frecuencias que componen la sefial e incluso un ligero cambio en el
contenido de frecuencias al inicio de la fermentacion.

La Figura 8.23 muestra la evolucion, a través del tiempo de la fermentacién, de los
coeficientes de correlaciéon de las transformadas de Fourier de cada sefal con respecto a
la transformada de Fourier de la sefal obtenida en el minuto 120. En ella se observa que
la variacion de los coeficientes de correlacion del experimento LL1 presenta una
variabilidad mayor que en el resto de los experimentos, dicho cambio se atribuye a la
temperatura que afecta el contenido de frecuencias y amplitud de las sefiales obtenidas
en el experimento. En el experimento SL6 no se disponen datos del comportamiento de
temperatura, por ello es dificil la interpretacion en cuanto al comportamiento inicial del
experimento SL6.
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Fig.8.23. Coeficientes de correlacion de las TF de las sefiales obtenidas con respecto a la TF de
la sefial obtenida en el minuto 120 por experimento

8.2.3. ANALISIS WAVELET

Los estudios anteriormente realizados se han enfocado al analisis en tiempo (Resa et al.,
2007), o en frecuencia (Ogasawara et al., 2006), mientras que técnicas de analisis tiempo-
frecuencia se han enfocado en otras variables (Ibarra et al., 2008). La informacion de la
velocidad de propagacion de la onda se encuentra en el dominio del tiempo, mientras que
el dominio de la frecuencia ofrece informacion del medio al encontrarse modos
caracteristicos de los sistemas, en el presente andlisis se hace uso de la transformada
wavelet continua que permite obtener informacién de ambos dominios. En la Figura 8.24
se observan las transformadas wavelet de sefiales correspondientes al minuto 120 de la
fermentacion. Al igual que en las transformadas de Fourier, se observa que existen altos
valores en los coeficientes asociados a una frecuencia comprendida entre 30 y 40 KHz,
pero en estas graficas se observa como esta distribuida la energia de la sefal a través del
tiempo.

Los dos grupos de sefiales obtenidas del cultivo de S. thermophilus (experimentos SS3 y
SS4) son muy similares entre si, y lo mismo se observa en las primeras sefales obtenidas
del cultivo de L. acidophillus (experimentos LL1 y LL2). Sin embargo, las sefales
pertenecientes al experimento SL6 tienen mas en comuln con las sefiales de los
experimentos SS3 y SS4 que con las sefales del experimento SL5. Por otra parte las
sefiales del experimento LL7 son muy diferentes de las sefiales de los experimentos LL1 y
LL2. Por lo anterior, y considerando que se tiene un solo tipo de frasco y la presion esta
controlada, se deduce que existe otro factor que determina la forma de la sefial ademas
del tipo de bacteria presente, dicho factor puede estar relacionado a la superficie del
recipiente o algun ligero cambio en su orientacion que afectaria el area de contacto para
la transmision del pulso.
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Fig.8.24. Transformada wavelet continua de las sefales obtenidas en el minuto 120 en los
diferentes experimentos realizados.

La evolucion de las transformadas wavelet de las sefiales por cada experimento se
observan en las Figuras 8.25 a 8.31, en ellas se observa una variacion en la duracién de
la frecuencia correspondiente a 35 KHz. Al analizarlas por experimento, se observa que la
frecuencia alrededor de 35 KHz disminuye su atenuacion de manera importante durante
los primeros 100 minutos del tiempo de fermentacion, las sefales que incluso varian su
contenido de frecuencias son las pertenecientes al experimento LL1 donde se observa un
aumento en el valor de los coeficientes pertenecientes a la frecuencia de 65 KHz en un
tiempo de entre 8 x 10y 12 x 10™ segundos del tiempo de la sefial.

El fendmeno de la atenuacion de la sefial es mas notorio en los experimentos SS3, SS4,
SL5 y SL6, mientras que las transformadas de las sefiales pertenecientes al experimento
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LL7 no muestran cambios significativos a través del tiempo de fermentacion, e incluso se
observan mas atenuadas que en el resto de los experimentos.
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Fig. 8.25. Transformada wavelet de las sefiales obtenidas en los minutos 40, 120, 180,
280, 380 y 440 del experimento LL1.
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Fig. 8.26. Transformada wavelet de las sefiales obtenidas en los minutos 20, 120, 280,
380, 480 y 580 del experimento LL2.
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Fig. 8.27. Transformada wavelet de las sefiales obtenidas en los minutos 20, 120, 200,
280, 380y 480 del experimento LL7.
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Fig. 8.28. Transformada wavelet de las sefiales obtenidas en los minutos 40, 120, 200,
280, 380 y 480 del experimento SS3.
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Fig. 8.29. Transformada wavelet de las sefiales obtenidas en los minutos 20, 120, 240,
280, 380 y 480 del experimento SS4.
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Fig. 8.30. Transformada wavelet de las sefiales obtenidas en los minutos 20, 120, 240,
380, 540 y 680 del experimento SL5.
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Fig. 8.31. Transformada wavelet de las sefiales obtenidas en los minutos 20, 120, 240,
280, 380 y 480 del experimento SL6.

Al realizar un acercamiento en las imagenes de las transformadas obtenidas, se observa
el tiempo en que tarda en llegar una frecuencia especifica, y con valores de la distancia y
el tiempo de arribo se puede calcular la velocidad de propagacion. La Figura 8.32 muestra
un acercamiento en la imagen de la transformada wavelet de la sefial perteneciente al
experimento LL2 en el minuto 120, en dicha imagen se puede observar el tiempo de
arribo, el cual es alrededor de 3 x 10®° seg en una frecuencia de 37 KHz. Dicha
informacién es similar a la obtenida a través de la Figura 8.14, con la ventaja de que en la
Figura 8.32 se logra identificar un valor caracteristico en la frecuencia.

o LL2-120

seg x 10
Fig. 8.32. Acercamiento de la transformada wavelet de la sefial obtenida en el minuto 120
del experimento LL2.
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9. CONCLUSIONES

Se monitored el crecimiento de S. thermophilus y L. acidophilus mediante la evaluacion de
propiedades fisicas y quimicas del medio, tales como pH, UFC y propagacion de onda
caracteristica, los resultados muestran un comportamiento similar tanto en las curvas de
pH como en las de UFC. El andlisis de la onda ultrasénica muestra que existen cambios
en su propagacion durante la fermentacion, estos cambios se observan en la
transformada wavelet y en el andlisis en el tiempo de las sefiales. En la transformada de
Fourier no es posible identificar dichos cambios. A pesar de los resultados de los analisis
anteriores, no es posible diferenciar de entre la presencia de L. acidophilus y S.

thermophillus.

La variacion en los coeficientes de la transformada wavelet, en una frecuencia alrededor
de 35 KHz a través del tiempo de la sefial, muestra que disminuye la atenuacién de la
sefal durante el tiempo de fermentacion y es congruente con la disminucién del pH. Los
cambios en la atenuacion de la sefial se atribuyen a la variacion de metabolitos en la
leche procedentes de la fermentacion. La produccion de exopolisacaridos afecta la
reologia de la leche provocando que aumente la viscosidad del medio disminuyendo la
atenuacion y aumentando la velocidad de propagaciéon de la onda. Si no existe variacion
de temperatura, la sefial ultrasonica es afectada principalmente por cambios de la

viscosidad del medio provocado por la fermentacion de la leche.

Debido a las caracteristicas del medio, los transductores de banda angosta de 50 KHz
permiten estudiar longitudes de onda alrededor de 4.185 cm (la longitud del frasco es de
5.45 cm), por lo que los cambios observados estan relacionados principalmente a
cambios en la densidad y viscosidad del medio. Se considera que la longitud de onda

minima es demasiado grande para observar cambios microbiol6gicos en el medio.

A diferencia del analisis de la velocidad de propagacion propuesto por Resa et al. (2007) y
el andlisis del cambio de fase de una sefal senoidal propuesto por Ogasawara et al.
(2006), en el presente estudio es posible identificar cambios en la atenuacion de la sefial
a través de la transformada wavelet de las sefales, asi como el contenido de frecuencias

de la sefial recibida que ofrece informacion de los modos caracteristicos del sistema.
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