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Resumen:

El consumo de cerveza forma parte de la vida cotidiana de algunas personas en el
mundo, donde México juega un papel sumamente importante, pues es el principal
exportador y el cuarto productor de cerveza en el mundo. El extracto de malta es un
producto agroindustrial significativo en exportacion. Para la elaboracion de la cerveza, la
cebada es parte importante, pues es la materia prima por excelencia para los maestros
cerveceros. A pesar que no es estrictamente el unico grano requerido para fabricarla. En
la cebada existe una gran variedad de hongos patdgenos que pueden afectar a este
grano y pueden producir micotoxinas que causan dafos a la salud en humanos vy
animales. Aspegillus niger, Apergillus ochraceus y Aspergillus carbonarius se pueden
desarrollar en el grano de cebada y producir ocratoxinas. Esta micotoxina produce
micotoxicosis, que llega a ser nefrotdxica, cancerigena, hepatotdxica, teratogénica e
inmunotdxica en el humano.

El objetivo principal de este trabajo fue detectar levadura de Saccaromyces cerevisiae en
cervezas, mediante PCR y analisis de ocratoxina A mediante columnas de
inmunoafinidad para conocer la calidad de |la cerveza en estos dos aspectos.

Se utilizaron 18 muestras de diferentes cervezas, tanto comerciales como artesanales.
Se disenaron los primers especificos para Saccharomyces cerevisiae mediante
programas bioinformaticos. Se realizé la PCR para la identificacion de levaduras
Saccharomyces cerevisiae y se determind la ocratoxina A mediante columnas de
inmunoafinidad.

En resultados obtenidos de PCR se observaron los amplificados de la levadura
Saccharomyces cerevisiae en 8 cervezas comerciales y artesanales. En otras 10
cervezas no se observaron los amplificados que detectan la presencia de la levadura.
En la determinacién de ocratoxina A se encontraron 4 cervezas que rebasaron el limite
maximo permitido de Sug/L por la Union Europea. Mientras que en los 14 restantes
estuvieron dentro de los limites permitidos.

Se concluye que se pudo detectar Saccaromyces cerevisiae en algunas cervezas
comerciales y artesanales mediante la técnica de PCR y se encontrd una correlacion con
el crecimiento de levaduras en medio de cultivo. En todas las cervezas hubo presencia
de ocratoxina A en diferentes concentraciones.



Introduccion
Las levaduras son hongos en los que la forma unicelular es la mas evidente. Estan

agrupadas 350 especies en 39 géneros. No solo pueden presentar una forma unicelular,
si no también pueden presentar micelios. Estas dos formas se pueden dar
simultaneamente en el medio donde se encuentra el microrganismo, independiente de
las condiciones ambientales (Garcia, 2004).

La Saccharomyces cerevisiae es una levadura que se encuentra dentro del grupo de
microorganismos asociado al progreso, su nombre deriva del vocablo Saccharo (azucar),
myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). En el género Saccharomyces, la especie
cerevisiae constituye la levadura y el microorganismo eucarionte mas estudiado
(Perdones, 2000). Estas levaduras son células elipsoidales a cilindricas de 5-10 ym
(Lappe y Uloa, 1989).

Actualmente se esta utilizando la ingenieria genética para aplicar técnicas que permiten
la recombinacion de acido desoxirribonucleico, abreviado como ADN, y para conocer el
genoma de diferentes organismos (Mufioz, y otros, 2004). A diferencia de los genomas
de organismos multicelulares, el genoma de la levadura es muy compacto, dado que el
72% de la secuencia corresponde a secuencias codificantes, es por esto que se puede
elegir una secuencia para su identificacion por biologia molecular (Baxter y Hughes,
2008)

La cerveza tiene una fuente importante de los principales nutrientes que son
carbohidratos, proteinas, fibra y vitaminas en comparacién con otras bebidas (Baxter y
Hughes, 2008).

Las levaduras en exceso, que contaminan a los alimentos, usualmente provocan cambios
indeseables en los mismos. Estos cambios son de dos tipos, el primero es estético,
debido a la presencia fisica que dan turbidez, la segunda es el resultado del metabolismo

de estas que genera aumento de pH y aromas particulares (Hornsey, 2003).

En la cerveza hay 4 grupos que las afectan mas, las cuales son bacterias Gram positivas,
Gram negativas, levaduras salvajes, llamadas asi porque estas no son introducidas en el

proceso y otros hongos que pueden producir micotoxinas (Frazier y Westhoff,2000).



El origen de la palabra micotoxinas es griego, que quiere decir mikes y toxina, que

significa hongo y veneno correspondientemente (Castillo, 2009).

Las micotoxinas pueden contaminar desde la cebada, hasta el producto final de la
cerveza, dando como resultado a enfermedades y trastornos, mejor conocidos como
micotoxicosis siendo téxicos tanto para el humano como para los animales. La presencia
de estas micotoxinas en los alimentos, puede estar de forma individual o simultanea con

otras, lo que puede provocar es una mayor toxicidad (Castillo, 2009).

Las ocratoxinas son micotoxinas producidas por especies de los géneros Aspergillus y
Penicillum. La mas toxica de estas, es la ocratoxina A, esta formada por una
dihidroisocumarina unida por el grupo 7-carboxilo a una molécula de L-B-fenilalanina por
medio de un enlace amida. Por lo que es importante detectar la presencia de ocratoxina
A en la cerveza que puede causar efectos toxicos en el tracto gastrointestinal, higado,

sistema nervioso, piel y en el rifidén (Castillo, 2009).



CAPITULO 1 Antecedentes

1.1 Cebada

La base para la elaboracion de vino, es la uva, de igual forma la cebada lo es para la
elaboracion de cerveza. A pesar que no es estrictamente el unico grano requerido para
fabricarla, la cebada viene a ser la materia prima por excelencia para los maestros
cerveceros de todo el mundo (Arias, 2011).

1.1.1 Clasificacion botanica

El nombre cientifico de la cebada es Hordeum vulgare L. el fruto es un cariopside con las
glumillas adheridas. Se considera una planta autégama perteneciente a la familia de las
gramineas. (SAGARPA, 2017). Perteneciendo a la subfamilia Poideae, dentro de la
familia Poaceae e incluye plantas cultivadas y espontaneas (Guartaza y Israel, 2015).

Cuadro 1. Clasificacion botanica

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Genero Hordeum
Especie vulgare L.

Fuente: (Guartaza y Israel, 2015)

1.1.2 Morfologia de la cebada
Debido a la influencia del ambiente, varia el tamafio del grano, esta variacion puede
oscilar entre 9.5mm a 6mm de longitud y de ancho entre 1.5 y 4mm (SAGARPA, 2017).

En la Figura 2 podemos observar las partes que forma el grano de cebada, la abreviatura
Al: es la capa de aleurona, E: endosperma, Em: embrién. G acido giberélico y M:
modificacion.
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Scutellum

Figura 1: Modificacion del grano de cebada durante el malteo. Fuente (Arias, 2011)

Color y brillo: El color de la cebada es de un verde palido, a diferencia del trigo, la cebada
aprecia mejor en la forma de la auricula, cuando la planta esta en crecimiento y en la
forma de la espiga, en las plantas maduras (Parsons, 1983). Diversos factores climaticos,
como lo son las lluvias al final de la maduracion llega a provocar una decoloracién mas o
menos intensa (Arias, 2011).

El brillo en la cebada nos da una condicién correcta de maduracion, cosecha y adecuado
manejo de almacenamiento (Arias, 2011).

Porcentaje de cascaras: El porcentaje de cascaras o también llamadas glumelas, asi
como la forma del grano de la cebada, tiene una gran influencia en el rendimiento de la
malta obtenida. Las cascaras representan alrededor del 7 al 13% de la sustancia seca
de la cebada. Se dice que entre mas bajo sea el porcentaje de cascaras, beneficia la
calidad de la cerveza, debido a que esta materia seca en el mosto se solubiliza y resulta
perjudicial al gusto y estabilidad de la cerveza, por eso el rango adecuado es 7 al 9%
(Arias, 2011).

1.1.3 Tipos de cebada

Existen muchos tipos diferentes de cebada, pero las mas comunes en cerveceria son de
dos y seis hileras. En general poseen entre 60 y 65% de almidén, y un 10% de proteinas.
Estos tipos de cebada dan un excelente resultado en la fermentacion, el de dos hileras
ofrece un mayor rendimiento de almidones debido a su alto contenido de alcohol,
mientras que el de 6 hileras tiene una abundante actividad enzimatica o diastatica que
quiere decir, macerado mas eficiente (Gonzales, 2017).

La cebada de dos hileras o Hordeum distichum es filogenéticamente mas antigua que la
de 6 hileras o Hordeum vulgare. Los nombres de estos dos tipos de cebada, es bastante
obvio, ya que el primero muestra dos lineas de espiguillas a lo largo del eje central,
también llamado raquis, mientras que el segundo presenta seis (Gonzales, 2017).



1.1.4 Malta

El grano de cebada o cualquier otro grano, no puede ser utilizado directamente por la
levadura en el proceso de fermentacion alcohdlica, para poder romper las cadenas de
almidones en moléculas de azucar que, si pueden ser fermentadas, es necesaria la
presencia de algunas enzimas llamadas amilasas o diastasas. Dichas enzimas las
contiene el propio grano, pero solo se activan en el momento de la germinacion. Aquella
cebada que se germina y se procesa especialmente para tener la actividad enzimatica
deseada, recibe el nombre de malta, siendo uno de los ingredientes fundamentales en la
elaboracion de la cerveza (Gonzales, 2017).

El grano de cebada malteada produce amilasas, las cuales tiene la capacidad de
sacarificar su propio almidén, pero al mismo tiempo actua sobre los almidones de otros
granos presentes, si es el caso. A raiz de esto se deriva 4 grandes categorias de malta,
que son la malta base, maltas de accidn mixta, maltas atezadas y maltas especiales
(Gonzales, 2017).

1.1.5 Produccién de cebada
La produccién nacional de la cebada durante la ultima década se redujo 9.54% en el
periodo 2003-2016 (SAGARPA, 2017).

En el 2016 se sembraron 334.270 hectareas, de las cuales el 97.33% de la superficie se
encuentra mecanizada y un 22.50% del total de la superficie cuenta con tecnologia
aplicada a la sanidad vegetal, mientras que el 32.35% conto con asistencia mecanica
(SAGARPA, 2017).

En el cuadro 2 se puede observar la produccion de afios anteriores, como posibles
estimaciones en la produccion de cebada, asi como el crecimiento acumulado vy
crecimiento de promedio actual

Cuadro 2. Produccion de cebada

stimaciones** | Crecimiento acumulado

Ano/Periodo 2016 | 2018 | 2024 | 2030 | 2003- | 2016- | 2016- | 2016- | 2003- | 2016-
2016 2018 2024 2030 | 2016 | 2030

Produccién

potencial de 978. | 1,02 | 1,145. 1,27 | -95.4% | 4.26% | 12.26 | 29.82 - 1.75

cebada 35 0.02 | 04 0.06 % % 0.77 %

grano** %

(miles de

toneladas

Fuente: (SAGARPA, 2017).
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1.1.6 Hongos en cebada:

Existe una gran variedad de hongos patégenos que pueden afectar a los cereales, como
son, Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae, Schizapis graminum, estos producen
importantes dafos en la cebada, sobre todo el primero de ellos

Rincosporiosis o escaldado (Rynchosporium commune ) es la enfermedad que provoca
mayores dafnos en el cultivo de la cebada, con sintomas similares respecto a otras
enfermedades foliares de origen fungico (Gort y Querol, 2015)

Es conocido como problema fitosanitario y se encuentra extendido por todas las zonas
templadas del planeta y se considera una de las enfermedades importantes del cultivo
de la cebada, sobre todo en los paises de latitudes mas frias y humedas (Gort y Querol,
2015).

1.2 Hongos

Son aquellos organismos que poseen un nucleo definido y que tienen caracteristicas
similares a las plantas y animales, Los hongos no se encuentran conformadas por
organos como hojas, raices, corazén, o pulmones, si no por células las cuales son
alargadas y al alinearse forman filamentos llamadas hifas, las cuales se entrelazan en
una masa llamada micelio (Moreno, 2016).

La humanidad y los hongos han estado intimamente relacionados desde su origen. El
hongo fungié un papel importante en la alimentacion, debido a la necesidad de encontrar
otras formas de obtener los nutrimentos necesarios (Trujillo, 2012).

Fue en el siglo XVIII que, gracias a Leeuwenhoek, se pudo observar por primera vez,
hongos microscépicos, a través de la invencion del microscopio. Después de este gran
descubrimiento la humanidad se ha beneficiado con el desarrollo de alimentos y
antibidticos, asi como reconocer aquellos que son patégenos para el ser humano, los
animales y plantas (Truijillo, 2012).

A continuacion, se mencionan los hongos con una mayor importancia a nivel social:
Hongos ornamentales, alimenticios, venenosos o toxicos, alucindégenos, medicinales,
contaminantes, biocontroladores y patogenos (Trujillo, 2012).

1.2.1 Clasificacion de los hongos

En la actualidad surgen nuevas propuestas de clasificacion de los reinos que se observan
en el cuadro 3. Esta clasificacion esta basada en caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas
y sobre todo de biologia molecular (Trujillo, 2012).



Cuadro 3. Clasificacion de los reinos y divisiones (phyla) de los hongos

Tipo de célula Reino/ phyla (division)

Procarionte Archeabacteria
Eubacteria
Protozoa
e Plasmodiophoromycota
e Acrasiomycota
e Myxomycota
¢ Dictyosteliomycota
_ Choromista
Eucarionte e Hyphochytriomycota
e Oomycota
e Labyrinthulomycota
Fungi
e Chytridiomycota
e Zygomycota
e Basidiomycota
e Ascomycota
Plantae
Animalia

. Fuente: (Kendrick, 2002).

La clasificacion macroscopica dada a los hongos, es en cuatro diferentes grupos: a)
hongos macroscopicos o setas, b) mohos u hongos filamentosas, c) levaduras u hongos
de crecimiento limitado, d) actinomicetos o bacterias filamentosas de crecimiento limitado
(Trujillo, 2012).

1.2.2 Caracteristicas generales de los hongos

Son organismos eucariontes, bien definidos, los cuales poseen nucleos organizados,
membrana nuclear, son heterotrofos, aerobios, su reproduccion es sexual y asexual. Los
hongos presentan dos células fungicas, las cuales son las somaticas, aquellas que
cuentan con nucleos muy pequefios, teniendo como procesos de divisidon la mitosis
ordinaria, y las reproductoras, aquellas que contienen nucleos mucho mas grandes, y
cuya divisién celular es por meiosis (Truijillo, 2012).

Estas células fungicas, se encuentran rodeadas por una pared que usualmente contiene
quitina, como componente mayoritario (Anderson y Pascual, 2000).

Por ser eucariontes, poseen mitocondrias, sistema endomembranoso, aparato de Golgi,
de este se derivan microvesiculas y macrovesiculas, las primeras son parte del reticulo
endoplasmatico, membrana celular, donde se encuentran los esteroles, teniendo como



principal componente el ergosterol, lo que seria equivalente al colesterol en las células
humanas, como se muestra en la figura 2 (Truijillo, 2012).

embrana nuclear
Lisosomas
. . Hucledlo
Mitocondrias Vacuolas Cromatina Hiicleo
MEMBRANA o P OI0 ;
' , Reticulo
" E. Rugoso

A. de Golgi

R.E. Liso Microfilamentos

Ribosomas SRR S Microtibulos

Figura 2. Estructura celular de un hongo (Salgado, 2017).

Los hongos filamentosos tienen un elemento estructural llamados hifas, las cuales son
filamentos individuales formados por células que estan alineadas en serie (Anderson y
Pascual, 2000). Las hifas que se entrelazan en una masa similar al algodén son llamados
micelios (Moreno, 2016).

La nutricion de los hongos se realiza por medio de la absorcion de sustancias organicas
simples o elaboradas. Esta se da de dos maneras diferentes, la primera es saprofita,
cuando toman sus nutrientes de materias organicas en plena descomposicién o materias
muertas, la segunda, cuando se nutren de materia viva. Para la nutricion de estos, es
importante los carbohidratos, como fuente de carbono, sobre todo glucosa, sacarosa y
maltosa, nitrogeno, H20, nutrientes mayores como potasio, fosforo y magnesio,
nutrientes menores como hierro, cobre, zinc y molibdeno (Trujillo, 2012).

Las condiciones para el crecimiento oscilan entre 0° a 55°C, mientras que el rango ideal
es de 20° a 30°C. Pero existe una clasificacion de los hongos dependiendo su rango de
temperatura, los cuales son los psicrdfilos, los cuales se desarrollan entre 0° a 20°C,
mientras que su temperatura ideal es 15° a 17°C, los mesdfilos tiene un extenso rango
de temperatura que va de los 0° a 50°C, (Moreno, 2016). Su rango optimo es de 15° y
40°C, por ultimo, estan los termdfilos, su rango de crecimiento es de 20° a 50°C (Truijillo,
2012).

1.2.3 Hongos daiinos y benéficos
Los hongos, sin lugar a duda, son vitales para la vida en la tierra y, por lo tanto, en la
historia humana. La importancia de los hongos en la biosfera se debe a su caracter de
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descomponedores, especialmente en bosques. Reciclan la materia organica y no sélo la
madera, con notable eficacia, regulan la liberacion de nutrientes y son esenciales para la
supervivencia de plantas y animales. Ademas de los hongos empleados en la
fermentacién de alimentos (Saccharomyces cerevisae), existen hongos que se
encuentran dentro del sector alimenticio por su sabor, olor y los beneficios a la salud
(Decon, 2010).

Otros hongos son empleados como organismos de laboratorio para el estudio de
procesos biolégicos fundamentales, por ejemplo, Saccharomyces, Neurospora,
Coprinus, Schizophyllum, Phycomyces, Aspergillus, Ustilago, etc (Decon, 2010).

Hay hongos que descomponen madera de construcciones, postes, embarcaciones, etc.,
sobre todo si hay mucha humedad, tal es el caso de Serpula lacrimans. Otros pueden
descomponer desde productos alimenticios hasta las cosas mas extrafas (papel,
emulsiones fotograficas, pintura, fungicidas, incluso discos compactos o hasta papel
pintado, generando a veces en el proceso gases toxicos), lo que genera tratar de evitarlos
por medios quimicos, refrigeracion, enlatado, etc (Mendoza et al., 2017).

Existen hongos degradadores, conocidos como mohos, que hacen que los alimentos
lleguen rapidamente a su estado de descomposicion al utilizarlos como su propia fuente
de nutrientes. Este proceso se ve favorecido por las condiciones calidas y humedas que
les permiten crecer y reproducirse. Algunos de los géneros de mohos que pueden
encontrarse en los alimentos son Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Rhizopus (Decon,
2010).

1.3 Levaduras
Es complicado tener un definicidon simple del término levadura, debido a que son un grupo
de hongos complejos, ya que poseen 60 géneros y 500 especies (Bourgeois et al., 1994).

Alguna de las mejores definiciones de levaduras es “aquellos hongos, basidiomicetos o
ascomicetos, cuyo estado vegetativo es unicelular, que se multiplican por gemacioén o
fision, que puede o no formar esporas durante un estado sexual y que no han sido
denominadas como otro tipo de hongos (Wagner et al., 2009).

Las levaduras son hongos que forman sobre los medios de cultivo colonias pastosas,
constituidas en su mayor parte por células asiladas, que pueden ser ovoideas, esféricas,
alargadas o esféricas (Carillo y Audisio, 2007).

Las levaduras tienen una reproduccion asexual, por gemacion vegetativa o sexual, en el
cual implica el acoplamiento y finalmente la producciéon de esporas sexuales, mejor
conocidas como ascosporas, estas se encuentran dentro de sacos (Hornsey, 2009).

Los factores para el crecimiento y desarrollo de la levadura, son la presion osmética vy el
estrés osmatico, que puede causar una disminucion en el volumen celular, provocando
una afectacion a la velocidad de fermentacion, asi como la viabilidad celular; la
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temperatura, estas causan una disminucion de la biomasa, esto es resultado de un
descenso en el contenido de proteinas RNA, ADN y aminoacidos libres y genera rigidez
de la membrana (Marin, 2016).

Las levaduras tienen una caracteristica de servir como potencializadores de sabor, a
partir de su hidrdlisis. Este es un mercado amplio para la industria alimentaria (Wagner,
Otero, & Guerrero, 2009). La levaduras pertenecen a los productos constituidos por
células de microorganismos, que son conocidos como single cell protein. La Food and
Agricultural Organization elaboré hace afios un grupo de recomendaciones donde sus
propuestas principales han sido establecidas en documentos especificos, en donde no
so6lo se fijan limites de la presencia de microorganismos y compuestos patégenos, sino
que también proponen pruebas clinicas a las que debe ser sometidos cada uno de estos
productos a fin de ser reconocida como GRAS (Generally Recognized as Safe) (Wagner
et al., 2009).

1.3.1 Morfologia
La morfologia se utiliza principalmente para saber distinguir el nivel del género de las
levaduras, para identificar su especie (Chen, 2001). Ademas de su morfologia, la
habilidad para fermentar varias fuentes de carbono, utilizar su nitratos como fuentes de
nitrégeno, asi como la composicion de acidos grasos en la membrana citoplasmatica
(Gutiérrez, 2010).

Ademas del aspecto que muestra su forma vegetativa, también puede formar
psudomicelios, micelos verdaderos y ascosporas (Wagner et al., 2009).

Las caracteristicas de su reproduccion sexual son, por formacion de zigoto, formacion de
ascosporas, por su forma, tamano y numero de esporas (Kuhar et al.,, 2013)Las
dimensiones son alrededor de 1 a 9 ym de ancho y 2 a 20 um de longitud segun sea el
tipo de especie, nutricion, edad, entre otros factores mas (Hernandez et al., 2006).

Las partes observables de su estructura es la pared celular, el citoplasma, vacuolas de
agua, los glébulos de grasa y los granulos como la albumina o almidéon (Frazier y
Westhoff, 2000). Por ser un organismo eucarionte posee una gran cantidad de
compartimentacién celular que se caracteriza por el material hereditario dentro del
nucleo, como se puede observar en la Figura 2 (Wagner et al., 2009).
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Figura 3. Morfologia de la levadura (Togores, 2015).

La encargada de conservar la membrana nuclear es el citoplasma durante su division. La
pared celular es rigida, la cual es responsable de darle forma a la célula. La multiplicacion
vegetativa por gemaciéon se traduce, al separarse las células, cuando se forma una
cicatriz de gemacion sobre la célula madre (Togores, 2015).

Presentan una pared celular encargada de mantener la estructura y la rigidez de la célula,
también poseen membranas especializadas, las cuales son; membrana plasmatica que
se encarga de separar componente celular del medio externo, membrana mitocondrial
que separa las mitocondrias del citoplasma, la interna separa la matriz mitocondrial y
sintetiza el ATP, también contiene membrana del reticulo endoplasmatico y del aparato
de Golgi, estas ayudan a la sintesis y modificacion de proteinas, membrana nuclear se
encarga de aislar el ADN del resto de la célula y las membranas vasculares que separan
las funciones metabdlicas especiales (Mora, 2009).

La pared celular puede llegar a poseer un espesor de 150-300 um, dependiendo de la
cepa Yy las condiciones de desarrollo, también metabdlicamente activa, conteniendo
enzimas. El espacio periplasmico y la membrana tiene un grosor de alrededor 10 um. El
85% de peso seco que se tiene en la pared celular es debido a presencia en cantidades
similares de dos polisacaridos estructurales, que son el B-Glucano y polimeros, estas se
encuentras ubicadas dentro del interior de la pared, encargadas de regular la rigidez y la
forma de la pared (Hornsey, 2009).

La pared celular de la levadura posee una carga negativa, y posee la caracteristica de
ser hidrofoba, caracteristicas de importancia para el cervecero. La carga negativa se da
debido a cadenas de fosfatos localizadas en la pared externa, la medicion de esta carga
se puede realizar por medio de un cromatdgrafo y medios electroforéticos. Esta carga es
de suma importancia para la cerveza, en la parte final, cuando este ya esta en la etapa



de envasar, pues cuando los puntos que tienen carga positiva son utilizados en el paso
del proceso de clarificacion de cerveza, atraen a las células que estan asiladas de la
levadura, produciendo una sedimentacion. Mientras que la hidrofobicidad se da por los
lipidos que se encuentran en la parte externa de la pared, estos al igual que la carga
negativa y positiva pueden ser determinados mediante un cromatografo (Hornsey, 2009).

Al igual que otros organismos vivos, las levaduras requieren fuentes de carbono,
nitrégeno, fosforo, elementos trazas y factores de crecimiento para que estos puedan
crecer y multiplicarse (Wagner et al., 2009). En general las levaduras toleran un rango de
pH entre 3 y 10, su pH optimo es acido, entre 4.5y 6.5 (Marin, 2016).

Usualmente fermentan unos pocos glucidos, principalmente hexosas y disacaridos.
Algunos mas, son fermentadores enérgicos de los azucares, en condiciones anaerobias
(Hernandez et al., 2006).

La célula de levadura, cuando se encuentra en un medio nutritivo, engrosa y aumenta
hasta que se va definiendo la forma pequefia de la célula, que se va distanciando o
separando (Hernandez et al., 2006).

1.3.2 Fisiologia

Existen diversas especies de levaduras y aunque su morfologia y fisiologia son muy
diferentes, las levaduras de gran importancia para la industria poseen actividades
fisiologicas similares, vistas de una forma general (Frazier y Westhorff, 2009).

La mayoria de estas levaduras crecen mejor con aporte de humedad disponible, crecen
de una manera mas eficaz en sustratos que contienen elevadas concentraciones de
solutos, como el azucar y sal (Frazier y Westhorff, 2009). El alcohol generado por las
levaduras fermentativas, es el principal producto en la fabricacién de cerveza, vinos,
alcohol industrial otros mas (Truijillo, 2012).

Es posible seleccionar levaduras por determinadas propiedades fisioldgicas, haciendo
posible que muten a nuevas formas, pues estas se pueden adaptar a crecer en
condiciones que no habian crecido antes, de esa adaptacién. A esto, constituye un claro
ejemplo de las diversas propiedades fisioldgicas que se dan dentro de una misma
especie, como es el caso de las Saccharomyces cerevisiae, que fueron y siguen siendo
adaptadas a diferentes usos y condiciones (Frazier y Westhorff, 2009).

1.3.3 Clasificacion

Cuando se clasifican los hongos microscopicos de una forma empirica, se distinguen dos
grupos, los hongos filamentosas y las levaduras, estas tienen un crecimiento cremoso o
bacterioforme, esto quiere decir que posee gran cantidad de colonias, las cuales no se
distingue a simple vista (Truijillo, 2012).

Existe una clasificacion de levaduras, estas son, en levadura fresca o prensada, estas
contienen un 70 % de humedad y un 30% de sdlidos, la vida de anaquel de esta es de
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alrededor de dos semanas y deben ser almacenadas en refrigeracion, este en general es
utilizada para la elaboracién de pan y pizzas (COFALEC, 2012).

Levadura seca es otra clasificacion, conteniendo solo 10% de humedad, es la levadura
fresca pero deshidratada, teniendo vida de anaquel de 6 meses y no necesita ser
refrigerada, al momento de su uso se hidrata. Por su forma de almacenaje, este tipo de
levadura es practica (COFALEC, 2012).

Otra clasificacion es la levadura instantanea, esta contiene un 5% de humedad, teniendo
una vida de anaquel de 2 afios, esta es envasada al vacio, al igual que la seca no requiere
de refrigeracion. Esa levadura es la mas viables para una comercializacion a mercados
lejanos (COFALEC, 2012)

Antiguamente la forma la mas comun de encontrar la levadura era en forma liquida, esto
hace que el producto sea mas delicado y con un menor porcentaje de vida de anaquel.
Las levaduras desactivadas, son otro tipo de clasificacidén, en su masa se encuentran las
membranas que permiten el escape del contenido de la célula, haciendo que al momento
de manipular la masa alcancen un alto de nivel de maduracion, generando un desarrollo
durante la mezcla de la masa, logrando una disminucion del 15% y 20 % durante el
proceso. Con esta levadura de reduce la oxidacién de la masa durante la mezcla,
mejorando el sabor y la calidad aromatica del producto final (COFALEC, 2012).

Existen levaduras denominadas especiales, estas son producto derivados de la
inactivacion, autolisis o hidrolisis de las levaduras alimenticias, los productos derivados
de esto son de las levaduras de consumo directo (EURASYP, 2016).

Figura 4. Levadura liquida, instantanea y seca (Valdelato, 2017)
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Existe otro tipo de calificacidén de las levaduras, incluyendo a los géneros mas importantes
de las levaduras, como se muestra en el cuadro 4 (Bourgeois et al., 1994).

Cuadro 4. Clasificacion de los principales generos de levaduras

Levaduras pertenecientes a los Ascomicetos
Ascomicotina

He
Endomicetales
Spe Coccidiascus
Mestscnikowia
Nematospora
Saccharomycetaceae
Lipomycetoideae
Nadsonioideae
Lipomyces
Haseniaspora
Nadsonia
Saccharomycodes
Wickerhamia
Saccharomycetoideae Ambrosiozyma Pachysolen
Arthroascus Pachytichospora
Citeromyces Pichia
Clavispora Saccharomyces
Cyniclomyces Saccharomycopsis
Debaromyces Schwanniomyces
Dekkera Sporopachydermia
Guilliermondella Stephanoascus
Hansenula Torulaspora
Issatchenkia Wickerhamiella
Kluyveromyces Wingea
Lodderomyces Zygosaccharomyces

Levaduras pertenecientes a los Basidiomicetos

Basidiomicotina
Filobasidiaceae Filobasidium
Filobasidiella
Levaduras productoras de teliésporas
Leucosporidium
Filobasidiella
Fuente: (Bourgeois, 1994).




1.3.4 Recuento o cuantificacién de levaduras

Usualmente el crecimiento en masa de las levaduras no resulta practico para la
identificacion de estas (Frazier & Westhoff, 2000). Para el recuento de levaduras se
pueden utilizar diferentes métodos, todos estos se pueden incluir entre dos generales,
que son cultivos directos de agar y cultivos después de la concentracién por filtracién por
membrana (Bourgeois et al., 1994). Se han descrito algunos medios de cultivo para dicho
recuento, tanto en hongos filamentosos como en levaduras, que se describen mas abajo
(Camacho et al., 2009).

Toda aquella sustancia que se usa para el cultivo de microorganismos, es llamada medio,
0 mejor conocido como un medio de cultivo (Delaat, 1985). Este, es un conjunto de
nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes que hacen las condiciones
necesarias para el desarrollo de los microorganismos (Ramirez, 2018).

Los medios de cultivos que se utilizan, siempre deben ser selectivos y deben poseer
propiedades anti fungicas y antibacterianas, debido que muchas veces los alimentos o
producto alimenticio contiene hongos y bacterias, ademas de las levaduras (Bourgeois et
al., 1994). El recuento en placas por siembra en superficie es sembrar un volumen
conocido de la dilucién de la muestra sobre la superficie de un medio de cultivo en placas
Petri. En este método las colonias crecen sobre la superficie del medio (Ramirez, 2018).

Para el recuento de las levaduras en la microbiologia alimentaria los medios mas
utilizados son:

» Extracto de levadura, glucosa, agar

*» Medio Sabouraud

= Okxitetraciclina, glucosa, agar (0.G.A)

» Medio de patata, glucosa, agar (P.D.A)

» Medio de jugo de uva, agar (para enologia) o medio mosto de cerveza, agar
(para cerveceria)

Los medios de cultivo fomentan el crecimiento microbiano, de tal manera que puedan
comprobarse las caracteristicas del cultivo. También se encargan de facilitar reacciones
bioquimicas, de las cuales pueden ser demostrables mediante la observacion directa o
indirecta con la ayuda de algunos reactivos adicionales (Camacho et al., 2009).

Estos medios son por acidificaciéon a un pH 4 o 3.5, debido a que se hacen selectivos
frente a muchas baterias (Bourgeois et al., 1994). Esta acidificacion no tiene efecto sobre
bacterias acidofilicas ni tampoco en los hongos. El papel que juegan algunos antibiéticos,
como el cloranfenicol o la oxitetraciclina, llegan a inhibir el desarrollo de bacterias que
afecten al medio de cultivo (Camacho et al., 2009).

Muchas de las colonias jévenes de levadura, son humedas y algo mucosas, aunque es
posible que tengan aspecto harinoso, la mayoria de estas son de color blanco, aunque
otras pocas presentan un color crema o rosado. Al paso del tiempo algunas colonias al
envejecer cambian ligeramente su aspecto, otras se secan y se arrugan (Ramirez, 2018).
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Las levaduras son oxidativas, fermentativas o pueden presentar ambos tipos de actividad
metabdlica. Las levaduras oxidativas en la superficie liquidan, pueden crecer en forma de
pelicula, de velo o de espuma, por tal motivo se les denomina levaduras formadoras de
espuma. Por su parte, las levaduras fermentativas crecen en toda la masa del liquido, y
se encargan de producir dioxido de carbono (Frazier y Westhoff, 2000). Con el paso del
tiempo, para facilitar cada una de estas pruebas de recuento de levaduras se han
innovado muchas técnicas. Tradicionalmente y aun en la actualidad se ha llevado a cabo
manualmente, utilizando cajas Petri, pipeta y tubos, con la lectura e inspeccion visual
(Mossel, 2007).

Algunos de ejemplos de mecanizacion incluyen los siguientes

1) Con un aparato llamado Stomacher, se hace una preparacion homogeneizado en
bolsas (Mossel, 2007).

2) El uso de Diluidores gravimétricos facilita la preparacion de homogeneizados y
diluciones, con esto reducir los errores de pesado y pipeteo manuales (Mossel,
2007).

3) Existen también diferentes sistemas y aparatos automatizados para poner en las
cajas Petri los medios de cultivo e incluso, se adquieren placas previamente
preparadas con diversos tipos medios de cultivo. De igual forma se pueden realizar
diluciones, vertido de agar, colocacién de las tapas, marcado y transporte de las
placas a la incubadora (Mossel, 2007).

4) Las placas clasicas también han sido sustituidas por films recubiertos con
nutrientes y agentes gelificantes deshidratados, en algunas ocasiones si se
requiere se agregan colorantes indicadores. Todo esto se innovo con el fin de
ahorrar trabajo, materiales y espacios en la industria y laboratorios (Mossel, 2007).

La Norma Oficial Mexicana NOM-111-ssa1-1994, bienes y servicios, nos habla sobre el
método para la cuenta de hongos y levaduras en alimentos nos dice que el método se
basa en inocular una cantidad conocida de muestra de prueba en un medio selectivo
especifico, acidificado a un pH 3,5 e incubado a una temperatura de 25 + 1°C, dando
como resultado el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de
microorganismos (NOM, 1994).

1.3.5 Aplicaciones en bebidas alcohdlicas

No cabe duda que la tecnologia de la fabricacién de bebidas alcohdlicas fue sumamente
desarrollada por las primeras civilizaciones, a pesar de desconocer el agente de la
fermentacion (Wagner et al., 2009).

El origen de las bebidas alcohdlicas es en la fermentacién alcohdlica. Todo liquido que
presenta un azucarado, presenta una fermentacion espontanea, esto se debe a la accion
de las levaduras que, en su ausencia de aire, destruyen la glucosa y otros azucares,
generando etanol y didxido de carbono (Casado, 2006).

Durante muchos afios, se han utilizado diversas técnicas para medir la tolerancia al etanol
de diferentes tipos de cepas de levaduras. La tolerancia a este, se puede definir como la



medida del flujo de protones que entran y salen de la célula. Usualmente, las levaduras
que se usan en la destileria, son mas tolerantes al etanol, si las compramos con las
utilizadas en la cerveceria. El acumulo de etanol es aquel aumento del contenido en
esteroles y en acidos grasos insaturados de las membranas. El punto clave es la
membrana citoplasmatica, para la interaccién de levadura- etanol, pudiendo asi inhibir
algunos sistemas de transporte membranario (Bourgeoi y Larpente, 2005).

Saccharomyces cerevisiae es utilizada para la produccion de cerveza durante su
fermentacién. En la fermentacion de la malta depende de la composicion del medio en la
que se encuentre la levadura y a las condiciones de operacion que se presente. La
levadura se mantiene en condiciones fisiolégicas 6ptimas a temperaturas bajas (Wagner
et al., 2009).

La temperatura que se encuentra durante la fermentacion es de 50°C, la cual es perfecta
para la generacion de la autolisis. En esta etapa, la separacion de la levadura es
fundamental para la obtencion de una cerveza de calidad y para la recuperacion de la
levadura (Wagner et al., 2009).

1.3.6 Levaduras utilizadas durante la fermentacion alcohdlica

La fermentacion etilica se utiliza para la producciéon de vinos, cervezas y bebidas
alcohdlicas. Segun los sustratos y las cepas en las fermentaciones por levaduras se
logran obtener alcoholes como propanol, butanol, isobutanol, pentanol, asi como ésteres,
aldehidos, cetonas, aminas y compuestos de azufre (Marin, 2016).

Las bebidas alcohdlicas se elaboran con productos vegetales con un indice alto en
hidratos de carbono (Koolman y ROhm, 2005).

Las levaduras que se encuentran en la superficie en la fermentacion son muy activas, y
crecen de manera rapida a 20 °C. Estas se situan en la superficie debido a la formacion
de agregados celulares y a la rapida generacion de CO2, ocasionando el desplazamiento
de las células de la levadura, por este motivo se les conoce como levaduras de superficie.
Mientras que las levaduras que se encuentran en el fondo del tanque, no forman los
agregados celulares, crecen de una forma mas lenta y tiene una mayor actividad
fermentativa a temperaturas mas bajas que oscilan entre los 10° a 15°C (Frazier &
Westhoff, 2000). Cuando la levadura entra en contacto con el mosto, se encuentra con
carbohidratos, la cual se compone de alrededor 45% de maltosa, 15% maltotriosa, 10%
glucosa, 5%sacarosa, 2% fructosa y 23% de dextrinas (Bamforth, 2008).

Las dextrinas son fermentables, los otros azucares utilizados son sacarosa, glucosa,
fructosa, maltosa y maltotriosa. La sacarosa es hidrolizada por una enzima que es librada
por la levadura al exterior de la célula. Posteriormente la glucosa y fructosa entran a la
célula para ser metabolizadas, la maltosa y matotriosa también entran por accién de
permeasas especificas (Bamforth, 2008).

La levadura de la cerveza tiene una mayor parte de nitrdgeno que requiere para la sintesis
de proteinas y acidos nucleicos de los aminoacidos del mosto. Los responsables de la



captacion de aminodacidos son una serie de permeasas. Se dice que los aminoacidos son
trasminados o cetoacidos que se llegan a almacenar dentro de la levadura hasta el
momento que se requieran, en ese momento seran de nuevo trasminados al
correspondiente aminoacido (Bamforth, 2008).

Cuando la levadura es sembrada en el mosto, utiliza las reservas de carbohidratos que
tiene para activar los primeros pasos del metabolismo, como lo es la sintesis de esteroles.
Teniendo dos reservas principales, glicogeno y trehalosa, el primero tiene una estructura
parecida a la fraccion de amilopectina del almidon de la cebada y la trehalosa es un
disacarido que esta compuesto de dos glucosas unidas mediante un enlace a-1,1 entre
los carbones reductores (Bamforth, 2008).

Las reservas de glicégeno, se acumulan en el proceso de la fermentacion y es de suma
importancia que sean conservadas en la levadura durante su almacenamiento entre
fermentaciones. La trehalosa actua como proteccion el estrés nutricional, al igual que
ayuda a la levadura a sobrevivir en las condiciones deshidratantes que presenta en el
almacenamiento y transporte como levadura seca (Bamforth, 2008).

Es de suma importancia sembrar la cantidad adecuada de levaduras, cuanto mayor sea
la cantidad la velocidad de fermentacién aumentara, hasta llegar al grado de que la
cantidad sintetizada de nueva levadura sea declinada. El metabolismo de la levadura y
la cantidad de s productos metabdlicos, como el sabor de |la cerveza se ve afectada por
el grado de atenuacion y la cantidad de crecimiento (Bamforth, 2008).

En general las levaduras de la cerveza, son resistentes al pH acido (2.0-2.2), por tanto,
la adicién de acido fosférico hace disminuir el pH, siendo este un método efectivo para
eliminar bacterias que, al paso de la fermentacion, tras fermentacion, contaminaria la
levadura (Bamforth, 2008).

1.4 Saccaromyces cerevisae

Es una levadura que contiene el grupo de microorganismos asociado al progreso, su
nombre deriva del vocablo Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). En
el género Saccharomyces, la especie cerevisiae constituye la levadura y el
microorganismo eucarionte mas estudiado (Perdones, 2000). Estas levaduras son células
elipsoidales a cilindricas de 5-10 um, como se observa en la figura 3 (Mallol, 2009).

Es un hongo ascomiceto unicelular que se divide asexualmente por gemacion, ademas
presenta un ciclo de vida sexual (Casadeus, 1995). Por ser un organismo eucarionte,
como ya lo mencionamos anteriormente, es usado extensivamente como un modelo para
la biologia molecular, pues posee caracteristicas tipicas de un microorganismo, como es
un corto periodo de tiempo de generacion, no es patégeno y el mas importante, es que
permite hacer analisis genético (Lazaro, 2014).



En el cuadro 5 se observa detalladamente la clasificacidon taxondmica de la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

Cuadro 5. Taxonomia de la Saccharomyces cerevisiae

Clase Eumycetos

Subclase Ascomycetos

Orden Endomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetoideae
Género Saccharomyces
Especie Cerevisiae

Variedad Ellipsoideus

Fuente: (J.A. Suarez Lepe, 2004).

Saccharomyces cerevisiae es por excelencia una levadura para la produccion de
cerveza, esta tiene vida sexual, en las condiciones de la produccién, su forma de
reproduccion mediante gemacion. La gemacion se puede presentar hasta 20 veces,
dejando cada vez una cicatriz, lo que nos indica su vejez (Bamforth, 2008).

La superficie de la pared encargada de envolver a la célula, esta cargada negativamente
debido a la presencia de grupos fosfato unidos a los polisacaridos de manosa localizados
en la pared (Lazaro, 2014).

La membrana plasmatica esta compuesta de esteroles, acidos grasos, proteinas
(Bamforth, 2008). La Saccharomyces cerevisiae utilizan preferentemente monosacaridos
como son la glucosa, la fructosa, la manosa y la galactosa, también disacaridos como
maltosa e isomaltosa como fuente de carbono y energia (Perdones, 2000).

Hay una primera etapa en la utilizacion de estos azucares, esta consiste en el paso a
través de la membrana plasmatica, siendo esta permeable a moléculas no cargadas de
pequefio tamafo. Los azucares y la mayoria de los nutrientes no pasan libremente a
través de ella. Por esta causa, la entrada de la célula necesita la accion de las proteinas
integrales de la membrana, conocidas con el nombre de permeasas o transportadores.
Toda la célula contiene transportadores de azucares (Perdones, 2000).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae tiene dos sistemas de transporte para los
monosacaridos, que son la glucosa y la galactosa (Perdones, 2000).
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Figura 5. Saccharomyces cerevisiae Fuente: (Syred, 2014)

El transporte de glucosa esta conformado por un gran numero de proteinas capaces de
transportar glucosa y fructosa. Esta primera etapa catalizada de glicolisis, es la via
principal, de cual se obtiene energia en la levadura y en la velocidad de esta. Una de las
estrategias que utiliza la levadura es regular estos transportadores, con el fin de
adaptarse a ciertos cambios nutricionales (Perdones, 2000). En el cuadro 4, se observa
como se compone una levadura.

Cuadro 6. Composicion de la levadura

Componente (%) | S. cerevisiae |
Materia seca 90%
Proteinas 45%
Fibra 2%
Grasa 0.5%
Cenizas 5%
Minerales 39%
Calcio 0.2%
Foésforo 1%
Magnesio 0.2%

Fuente: (Carrascoa, 2005).

Saccharomyces cerevisiae utilizada en la produccion alimenticia contiene una cantidad
considerable de acidos grasos insaturables, ademas posee contenido de esteroles de
distintos tipos moleculares y compuestos como lecitina (Wagner et al., 2009).

Los parametros fisicos de la fermentacion de la Saccharomyces cerevisiae mas
importantes son, la temperatura, desde el punto de crecimiento de las levaduras en la
fermentacion, su temperatura 6ptima durante el crecimiento es 30°C (Carrascoa, 2005).

El pH de la Saccharomyces cerevisiae ronda de entre 2.75-4.2, los efectos que posee un
pH bajo se debe a que incrementa el efecto toxico del etanol y del sulfito, asi como
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favorecen la hidrolisis de disacaridos y por tanto la fermentacion. La tolerancia de pH
acido depende de la gran cantidad de iones de potasio en el mosto (Carrascoa, 2005).

La levadura Saccharomyces cerevisiae se ocupa en diversas industrias alimentarias,
utilizando diferentes cepas especificas para la produccién de pan, cerveza, vinos,
produccion de alcohol industrial y glicerol. Estas se destacan por su mayor eficiencia en
la conversidn de azucares y su tolerancia a concentraciones elevadas de etanol, por este
motivo es considerada el género fermentativo por excelencia en este proceso (Castilleja
et al., 2015).

1.4.1 Bioquimica de las levaduras

Las levaduras son Los microorganismos mas relacionados con el progreso y bienestar
humano. Esto se debe a su capacidad de convertir eficientemente los azucares, como
los que estan en el mosto de frutas, cebada, otros cereales y leche en alcohol y CO2.
Son microorganismos altamente usados por la microbiologia industrial en bebidas
fermentadas, pan, y algunas veces en glicerina y grasas, asi como en todo el desarrollo
de la bioquimica (Parés y Juarez, 2002).

Los hermanos Buncher, en el afio de 1897, obtuvieron el primer extracto de levadura, el
cual les permitié fermentar la glucosa sin presencia de células. Por este motivo, ese dia
tan importante en la ciencia fue el nacimiento de la bioquimica (Parés & Juarez, 2002).

Cagniard-Latour, en el afio de 1837 demostré que la levadura se multiplica durante la
fermentacioén alcohdlica y quien atribuyd un origen vegetal, Schann la llamé “zuckerpilz”,
mejor conocida como hongo del azucar (Parés y Juarez, 2002).

Louis Pasteur propuso la existencia de los llamados fermentos formales, los cuales solo
podrian actuar en las células de levadura vivas mientras que Liebig, creia que estos
fermentos eran un material soluble y que un aspecto estructural de la vida no era de
importancia para denostar sus efectos y propiedades (Bradley y Peter, 1892).

Generalmente las levaduras son aerobias, pero algunas veces son facultativas. Lo que
determina el comportamiento aerobio de las levaduras es el suministro de oxigeno y la
concentracion de azucar, mientras que en condiciones anaerobias es la velocidad de
consumo del sustrato es mucho mas alta (Parés & Juarez, 2002).

Los mecanismos de control que dan el rumbo al tipo de metabolismo de la levadura, ya
sea por respiracion anaerobia o por fermentacion, dependera fundamentalmente de la
concentracion de azucar. Si existe gran concentracion de azucar provoca que la célula
cambie en forma de fermentacién, y que el piruvato se metabolice via acetaldehido a
etanol. Cuando hay baja concentracién de azucar, el piruvato pasa hacia acetil-coA y la
cadena respiratoria. A este efecto se le conoce como Crabtree. Cuando existe una
concentracion elevada, no tiene la necesidad de generar tantas moléculas de ATP por
molécula de azucar, por otro lado cuando el suministro de azucar es escaso, la levadura
debe maximizar la eficiencia de utilidad de ese azucar, dicho de otra manera, mediante
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la via fermentativa se generan 2 moléculas de ATP, mientras que la via de la respiracion
se originan 32 moléculas por molécula de azucar (Bamforth, 2008).

1.4.2 Paises productores

Las 4 principales productores transnacionales de levadura son Gist Brocales (Holanda),
SAF (Francia), Red Star (EE.UU) y Mauri (Austria) (Jaffé, 1994). Mientras que México, es
el tercer proveedor de 22 productos a la Union Europea, donde se encuentra la levadura,
como se observa en el cuadro 7 (SAGARPA, 2014).

Cuadro 7. México es el tercer proveedor de agroalimentos

Aceites esenciales de naranja (5.4%)
Jugo de toronja (8.3%)

1d - Prep. Mezcla (7.3%)

Nueces pecanaeras (2.9%)
Levaduras vivas (16.6%)

Chicle con sacarosa < 60% (6.4%)
Levaduras vivas (12.5%)

Pan tostado (16.5%)

Fuente: (SAGARPA, 2014)

En 2008 se alcanza el mayor monto de exportacion con 30.20 millones de ddlares (mdd)
para luego descender en 2009 a 16.55 mdd y en 2010 a 17.96 mdd. Para el afio 2011
con 28.04 mdd. Este el 2013, con relacion a 2003, representd un incremento del 400%
en las ventas a la Unién Europea (Aguirre, y otros, 2013).

Estos productos tienen una mayor diversificacion en cuanto a destinos de exportacion
con un menor peso relativo de los distintos paises que realizan la importacién. Asi, Reino
Unido participa con el 24%, Paises Bajos 23%, Grecia 15.4%, Espafa 12.3% y Francia
9%, en menor proporcioén participan Alemania (5.6%) y Bélgica (5%) (Aguirre, y otros,
2013).

Meéxico posee una relacion bilateral con Brasil, en el comercio agroalimentario y
pesquero, durante el periodo de 2008 a 2012, tuvo un déficit promedio de 86 millones de
délares, como se puede observar en el cuadro 8.

Cuadro 8. Balanza Comercial Agroalimentaria y Pesquera de México- Brasil

Variacion
(%)

Millones de dolares TMAC (%)

2008 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | Ene- | Ene- | 2008/2012 | Ene-Jun
Jun Jun 2012/2013
Balanza -72 -119 | -102 -52 -86 -37 -114
Exportaciones 24 27 51 69 75 33.5 36 45 24.7
Importaciones 95 146 153 121 161 14.0 73 159 117.1
Comercio Total 119 174 205 190 236 18.7 109 203 86.8
Agroalimentario

Fuente: (SAGARPA,2014)
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Los principales productos de exportacion que México tiene con Brasil, son las
preparaciones alimenticias, tabaco, tequila, garbanzo, pectinas, chocolates, cervezas y
levaduras (SAGARPA, 2014).

Al igual que Brasil, Cuba tiene una relacién comercial con México, en el periodo del afho
2012 tuvo un superavit de 48 millones de ddlares, donde uno de sus principales productos
de exportacion fue la levadura (SAGARPA, 2014).

1.5 Cerveza
El termino beer, palabra en ingles que significa cerveza, proviene de la palabra latina
Bibere, que quiere decir beber (Bamforth, 2008).

Desde hace 5,000-8,000 se ha llevado a la practica el arte de la elaboracion de la cerveza
(Hughes, 2006).

En la antiguedad, aproximadamente 6000 a.c, en la etapa de la civilizacion de
Mesopotamia, la produccion de cerveza ya era del dominio cotidiano de los pobladores,
se dice que quiza esta diferia de las actuales, pues se dicen que eran menos espesas,
pobres en alcoholes, eran mas dulces y ricas en proteinas. Otra civilizacion de cual se
tiene registro que consumian cantidades importantes de cerveza, fue la civilizacion
egipcia, ensefiando este arte a otras mas, tales como la griega y romana (Hughes, 2006).

En la etapa medieval, la cerveza se consumia en cantidades exorbitantes, esto se debia
a que microbiolégicamente era mas segura, que consumir agua, ya que la cerveza pasa
por el proceso de ebullicion. Se dice que para el siglo XV, se introdujo por primera vez,
ltpulo a la elaboracion de la cerveza (Hughes, 2006).

Lo que permitié una extensidn de la cerveza fuera del mediterraneo, fue su elaboracion
a partir de la cebada, un cereal que podia ser cultivado en muchos tipos de clima
(Bourgeoi y Larpente, 2005).

Los maestros cerveceros y agremiados de la edad media, guardaban celosamente el
proceso de la cerveza. Para la poblacion era un misterio y un arte, ya que desconocian
la razon de cada etapa y en qué consistia, como lo era la fermentacion, pues fue
descubierta por casualidad, el maltado consistia en la inmersién de la cebada en el agua,
el cual producia la germinacion. Todo esto se hacia, pero nadie sabia la explicacion de
cada uno de estos fendmenos (Lovisoay y Libkindb, 2018).

Mientras tanto, en México desde hace seis mil afios y desde hace cuatro mil en la
cordillera de los Andes se ha cultivado el maiz. Cultivo en el cual, el centro de Perd,
desarroll6 una cerveza, como simbolo de una ofrenda, llamada aca, esta era para
ofrecérsela a su dios Viracocha creador de la divina pareja Sol-Luna. Este liquido de
maiz fermentado, era la muestra de su agradecimiento por las bondades dadas por aquel
dios (Lovisoay y Libkindb, 2018).
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Se dice que la cerveza es una mezcla compleja, esto debido, no solo por los compuestos
que aportan las materias primas utilizadas para su elaboracion, sino a las diferentes
etapas del proceso donde se producen numerosas reacciones e interacciones que se
encargan de definir las caracteristicas organolépticas de esta (Lovisoay y Libkindb, 2018).

Las materias primas utilizadas para la elaboracion de la cerveza son la malta, el lupulo,
agua y algunas veces otros tipos de cereal. La malta es el resultado de la transformacién
de la cebada en la malteria. Esta parte de proceso de trasformacion, comienza con una
inhibiciéon que rehidrata los granos, una fase de germinacion controlada, originando la
aparicion de diversas enzimas, como la amilasas y proteasas, al final una desecacién y
un calentamiento breve o mejor conocido como torrefaccion, que se encarga de
estabilizar el grano de la malta y el contenido enzimatico, encargados de llevar a cabo
durante el malteado la hidrolisis de las moléculas de sacarosa del almidon que hay en la
malta (Bourgeoi y Larpente, 2005).

El lupulo juega en papel importante en la elaboracion de la cerveza, es el encargado de
contribuir al aroma, aportando el amargor, inhibe los contaminantes debido a sus
propiedades antisépticas (Bourgeoi y Larpente, 2005).

El agua, por su parte influye de manera importante en la calidad de la cerveza, actuando
en los procesos de extraccion, transformacién enzimatica y precipitacion. En la actualidad
el agua es de ayuda para adaptar el tipo de cerveza que se desea producir (Bourgeoi y
Larpente, 2005).

En comparacion con otras bebidas alcohdlicas, la cerveza es relativamente baja en
contenido de alcohol, siendo el indice de porcentaje de alcohol por volumen indica en
mililitros de etanol por 100 mL, o también llamada graduaciéon media mas alta, es de
5.1%ny la mas baja de 3.9% (Bamforth, 2008).

1.5.1 Componentes de la cerveza

Espuma: Son sistemas coloidales, que se componen de una fase discontinua gaseosa y
de una fase continua ya sea sodlida o liquida. En la espuma de la cerveza, la cantidad de
liquido retenido depende del tiempo, con la espuma mas o0 menos humeda rapidamente
se seca, para formar una red esencialmente soélida de burbujas, a este proceso de secado
de la espuma, se le llama drenaje, debido a que el liquido abandona la espuma, debido
a la influencia de la gravedad (Baxter y Hughes, 2008).

Dulzor: Es una consecuencia de la presencia de carbohidratos residuales del en el
producto final. La presencia de estos carbohidratos, pueden deberse a la malta o que
sean anadidos a causa de los cebadores que se utilizan para la fermentaciéon secundaria.
Los azucares que mas se encuentran para el dulzor de la cerveza, son la fructosa,
glucosa, sacarosa, maltosa y maltotriosa (Baxter y Hughes, 2008).

Salado: La cerveza tiene un sabor salado a consecuencia de la presencia de aniones y
cationes. La aportacidén de iones también es debida a las materias primas, como es el



caso de la malta. En la actualidad las industrias cerveceras cuentan con agua de distintas
procedencias para estandarizar la calidad del agua recurren a la deionizacion y en
algunas ocasiones a la decloracion del agua que se ocupara antes de ainadirle los iones
necesarios (Baxter y Hughes, 2008).

Acidez: Los acidos principales provenientes de la cerveza son el acido carbdnico,
acetico, lactico y acinico, estos acidos se originan de las levaduras, estos dependen del
vigor de la fermentacion, pues liberan mas acidos cuando la fermentaciéon es mas
vigorosa (Baxter y Hughes, 2008).

Amargo: Es una caracteristica muy reconocida por aquellas personas que la consumen,
este amargor se le atribuye en gran medida a un grupo de compuestos, iso-a-acidos
(Baxter y Hughes, 2008).

Aroma de la cerveza: Este aroma procede no solo de cuando huele, sino también de la
destilacion de los volatiles de la cerveza cuando la ingerimos. A continuacion,
puntualizaremos las diferentes clases de componentes y su procedencia (Baxter y
Hughes, 2008).

Sin duda alguna, la levadura es la influye de una manera mayor en el sabor de la cerveza
debido a la produccion de diversos compuestos que interactuan tanto de manera positiva
y negativa en la calidad de la cerveza. Entre estos compuestos sobresalen los esteres,
fenoles, alcoholes superiores compuestos sulfurados, aldehidos, cetonas y acidos grasos
entre otros (Lovisoay y Libkindb, 2018).

Esteres: Existe un cierto numero que influye en sobre los niveles de los componentes de
los ésteres, tales como la gravedad especifica del mosto y la cantidad de oxigeno a la
que se expone la levadura. La cepa de levadura es el factor principal que afecta la
cantidad de esteres producidas, ya que algunas tienen la facilidad de generarse mas que
otras (Lovisoay y Libkindb, 2018).

Alcoholes: Los alcoholes superiores son producto del metabolismo secundario de las
levaduras, generando altas concentraciones respecto a otros componentes volatiles, y
como resultado dan un alto impacto en el aroma y el sabor de las cervezas. Los alcoholes
superiores poseen dos carbonos y su peso molecular y punto de ebullicidon son mayores
que los del etanol (Lovisoay y Libkindb, 2018).

Para la obtencion de estos en la levadura dependeran de condiciones favorecedores,
tales, como la aireacién excesiva o la oxigenacion, condiciones que pueden mejorarse si
se aplica una presion durante la fermentacion (Lovisoay y Libkindb, 2018).

Aroma de lapulo: El lupulo no solo juega un papel importante en el amargor de la
cerveza, también en su tan peculiar aroma del lupulo, provenientes de aceites esenciales.
Es bastante complejo comprender de donde proceden los sabores, ya que el aceite
esencial de lupulo, contiene mas de 300 componentes.

1.5.2 Contaminacién microbiana y calidad de la cerveza
Las levaduras que contaminan a los alimentos, usualmente provocan cambios
indeseables en los mismos. Estos cambios son de dos tipos, el primero es estético,



debido a la presencia fisica de las levaduras que dan turbidez o formacion de una pelicula
en la superficie de los liquidos, la segunda es resultado del metabolismo de las levaduras
que genera aumento de pH y aromas particulares (Bourgeois et al., 1994). Estos
contaminantes microbianos, no solo afectan el sabor de la cerveza, pues también
provocan turbidez a medida que aumenta el numero de bacterias. Estos problemas
microbiolégicos se minimizan si hay una correcta higiene, limpieza, desinfeccién eficaz y
una correcta esterilizacion (Baxter y Hughes, 2008).

En la cerveza hay 4 grupos que afectan mas, los cuales son las Gram positivas, Gram
negativas, levaduras salvajes, llamadas asi porque estas no son introducidas en el
proceso y otros hongos (Baxter y Hughes, 2008).

Las levaduras salvajes, especialmente las Saccharomyces salvajes alteran la cerveza,
formando turbidez, ademas de atenuar la cerveza, metabolizando los azucares y
produciendo mayor cantidad de etanol, asi como dioxido de carbono. Mientras que las
Saccharomyces no salvajes producen un conjunto de sabores extrafos, que también
generan turbidez y afectan la ruta fermentativa (Baxter y Hughes, 2008).

Estos hongos se generan cuando dispone de oxigeno y cuando se contamina con
cerveza residual en los aparatos que no fueron debidamente limpiados. Otra forma donde
se pueden generar, es dentro de las botellas mal cerradas, creciendo en la interface aire-
cerveza. Las maltas también pueden generar hongos que dan lugar a toxinas peligrosas
como las aflatoxinas y ocratoxina A (Baxter y Hughes, 2008).

La cerveza tiene la labor de impedir que se multipliquen microrganismos por su pH bajo,
por su contenido en sustancias antisépticas en forma de alcoholes y de sustancias
extraidas del lupulo, por su baja temperatura a la que almacena, de igual forma durante
todas las fases de su elaboracion. La cerveza es un medio anaerobio y la mayoria de
estas, pasan por una pasteurizacion y/o filtracion (Frazier y Westhoff, 2000).

A pesar de todos los motivos por los que la cerveza deberia estar exenta de presencia
microbioldgica, esta realmente se encuentra expuesta no solo a defectos por causas
fisicas y quimicos, sino también a enfermedades causadas por el microorganismo
(Garrido, 2014).

1.5.3 Tipos de cerveza:

La cerveza tipo Ale es aquella a la que se le afnade lupulo, las cuales son fermentadas
con levaduras altas, estas son las que al final de la fermentacién se van al fondo (ICA,
2014). Lagers, es una palabra alemana que significa guarda, o permanencia, y son
aquellos tipos de cerveza que contienen levaduras bajas (ICA, 2014).

Esta clasificacion de cervezas son de aquellas cervezas que han sido elaboradas a partir
de lupulo, agua, levaduras y cebada malteada con o sin adicion de otros carbohidratos.



Ale: Estas se elaboraron con cervezas altas, anteriormente explicadas en que consisten.

1) Pale: Son consideradas cervezas claras, elaboradas con maltas palidas, utilizan
un lupulo altamente aromatizante, tiene un sabor poco dulce.

2) Bitter: El sabor de estas son amargas, su término es utilizado por para las Pale
ale.

3) Brown: Sabor amargo. Utilizan para su elaboracion maltas que dan un color
intenso, este es mas dulce y con menor cantidad de lupulo que las palidas.

4) Mild: Estas se caracterizan por ser suaves.

5) Stout: Este tipo de cerveza son las mas oscuras, algunas de ellas son
intensamente amargas y algunas otras, son dulces.

6) Vinos de cebada: Son muy palidas.

Lagers: Estas como ya mencionamos anteriormente, tienen la caracteristica de ser
fermentadas con levaduras bajas.

1) Pale (Hell o Plisher): Estan elaboradas con una malta palida, aromatizadas con
lupulo y perfectibles de sabor dulce.

2) Dark (Dunkel): Fabricadas con maltas oscuras, son mas fuertes que las palidas y
algunas de estas son sutilmente dulces.
Marzen, Bock: Estas solo se elaboran en ciertas épocas del afio, son cervezas de
gran fuerza.

Weissbier ,Weizenbien: La caracteristicas de estas, es que son fabricadas con una
mezcla de centeno malteado y de cebada, con el mosto hirviendo, sin agregarle el
lupulo y fermentandolo con levaduras bajas. Usualmente estas se beben
acompafiadas de zumo de fruta y/o rodajas de limén (Garrido, 2014).

Cervezas nativas africanas: Estas son elaboradas con sorgo malteado, algunas
ocasiones se les agrega cebada malteada, el mosto no se hierve, ni se aromatiza con
lupulo, se sirven sin que pase por el proceso de clarificacion y durante el proceso
fermentativo (Garrido, 2014).




1.5.4 Composicion tipica de la cerveza

Hay tres ingredientes basicos utilizados para la elaboracion de la cerveza, que son
cebada, el lupulo y el agua, pero ademas debemos tener muy en cuenta otros
componentes como se muestra en el cuadro 10.

adro 9. Componentes de eZ3
ele DICO 0/100
Ingredientes Cerveza Vino

Agua 92-95 85-91
Alcohol 2.5-3.5 9-14
Carbohidratos totales 1.5-3 0.1-6.0
Azucares libres 0.2 0.1-6.0
Proteinas totales, péptidos | 0.2-0.6 0.002

y aminoacidos

Lipidos Despreciable despreciable
Minerales 0.2-0.3 0.1-0.3
Vitaminas y otros | 0.002 0.0003
micronutrientes

Fibra 0.3-1.0 Despreciable
Polifenoles y compuestos | 0.002-0.006 0.03-0.074
de lapulo

Fuentes: (McCance, 1996)

1.5.5 Caracteristicas nutricionales de la cerveza
La cerveza es una fuente importante de los principales nutrientes que son carbohidratos,
proteinas, fibra y vitaminas en comparacion con otras bebidas. El contenido de vitaminas,
es alto, igual que el de la leche, mientras que el contenido de grasa en la cerveza, es
inferior a la de la leche (Baxter y Hughes, 2008).

1.5.5.1 Agua

La ingesta de agua, es crucial para mantener el equilibrio electrolitico entre los fluidos
intracelulares del organismo y asi, contrarrestar de la deshidratacion. La cerveza se ha
considerado como una forma agradable de aportar este liquido vital. Algunos estudios
realizados, han arrojado que la cerveza es mas eficaz que al agua para aclarar los rifiones
y ofrecer cierta proteccién contra los calculos renales, esto debido a sus iones minerales
(Baxter y Hughes, 2008).



1.5.5.2 Alcohol

Reino Unido comprobd que el consumo de cerveza recomendado, por departamento de
salud son de 3 a 4 unidades diarias para el hombre y para la mujer son de 2 a 3. El
consumo moderado de alcohol puede proporcionar claros beneficios para la salud. El
consumo de alcohol se relaciona con un aumento de las lipoproteinas de baja densidad
(HDL2, HDL3) y las lipoproteinas A-l y A-ll que se consideran protectoras contra
enfermedades coronarias, se han reducido muertes por enfermedades cardiovasculares,
como ataques al corazén, reduce la formacion de coagulos sanguineos disminuyendo la
concentracion de fibrindgeno en el plasma sanguineo, por la ingesta moderada de
cerveza (Baxter y Hughes, 2008).

1.5.5.3 Carbohidratos
Los niveles de carbohidratos en la cerveza oscilan entre 2 a 3g/100mL, comprados con
la leche, la cual tiene un valor de 5g/100 ml.

Las cervezas con carbohidratos de bajo peso molecular, contienen menos carbohidratos
porque las dextrinas han sido digeridas mas o menos completamente y fermentadas
mediante una combinacion de técnicas (Baxter y Hughes, 2008).

1.5.5.4 Proteinas, péptidos y aminoacidos

La cerveza posee un rango de 0.2 a 0.6g/mL. El origen de esta proteina, es la cebada
malteada, la mayoria de estas proteinas de alto peso molecular, precipitan y se separan
durante la fase de ebullicion del mosto de la cerveza, mientras que los aminoacidos del
mosto son captados por la levadura durante la fermentacion, con este proceso la mayoria
del material de la proteina de la cerveza se encuentra en forma de péptidos y polipéptidos,
faciles de digerir. La mayoria de las cervezas contiene los 20 aminoacidos esenciales, en
un rango entre 5 y 10mg por cada 100g (Baxter y Hughes, 2008).

1.5.5.5 Lipidos

La cerveza es un alimento muy pobre en grasa, contiene solamente trazas de lipidos,
Estos bajos niveles de lipidos son también importantes para la calidad de la cerveza,
teniendo efectos deletéreos sobre la espuma y el sabor de la espuma, Tanto el alcohol
como los carbohidratos se pueden transformar en grasa en el organismo si su consumo
excede los requerimientos calorificos (Baxter y Hughes, 2008).

1.5.5.6 Fibra

La cerveza contiene fibra dietética, esta se puede definir como los polisacaridos no
amilaceos y dentro la cerveza estos se encargan de producir glucano de las paredes
celulares de la cebada. Su contenido dentro de la cerveza es 0.3 y 1g/100mL, ayudando
a un buen funcionamiento de intestino, estos —glucanos disminuyen los niveles del
colesterol del suero sanguineo, protegiendo contra enfermedades coronarias (Baxter y
Hughes, 2008).



1.5.5.7 Valor energético

El valor energético entre casi todas las cervezas esta entre 20 y 40 kcal/100mL, siendo
similar al valor de la leche. La mayor parte de la energia de la cerveza se deriva del
alcohol, junto con los carbohidratos residuales y la proteina (Baxter y Hughes, 2008).

Las cervezas pobres de carbohidratos siguen conteniendo un valor energético
relativamente alto, si el contenido del alcohol es significativo. Aquellas cervezas bajas en
carbohidratos, calorias y en alcohol se les denomina Lite (Baxter y Hughes, 2008).

1.5.5.8 Minerales

El contenido de iones minerales en la cerveza es muy amplio, como era de esperarse en
una bebida que esta elaborada a base de agua. Los diferentes tipos de cerveza que han
desarrollado a lo largo del mundo dependen del agua natural suministrada, debido a que
los iones minerales pueden tener un efecto significativo sobre el sabor (Baxter y Hughes,
2008).

Una cerveza puede aportar el 10% de los minerales mas importantes que son el potasio,
calcio, magnesio y fosforo. El Ministerio de Agricultura Alimentos y Pesquerias de Espafa
indica que la ingesta de diaria de minerales es una media inferior de 10 a 20% (Baxter y
Hughes, 2008).

1.5.5.9 Vitaminas y micronutrientes

La cerveza es una fuente de vitaminas, especialmente las del grupo B. Estas vitaminas
se encuentran en alimentos naturales, las plantas y los cereales y germinados como la
malta son una fuente especialmente buena (Baxter & Hughes, 2008).

Las cervezas preparadas que contienen aditivos no malteados, como arroz, maiz,
generalmente contienen menos contenido de vitaminas, mientras que las hechas con
pura malta se situan en el extremo mas elevado (Baxter y Hughes, 2008).

1.5.6 Principales productores de cerveza

En México la produccion de cerveza es de 105 millones de hectolitros anuales, y se dice
que, en los proximos afos, la produccion llegara a 120 millones, después de que
comience las operaciones en la planta de Cuauhtémoc-Moctezuma Heinken en el estado
de Chihuahua y se sume la produccién de la nueva planta de Grupo Modelo en el estado
de Yucatan (Cerveceros de México, 2017).

Somos el cuarto productor y el primer lugar en exportacion de cerveza a nivel mundial.
Los estados que producen cerveza a nivel nacional como se puede observar en la figura
5 que van de mayor a menor son los siguientes: Zacatecas con 17%, Coahuila 14.6%,
Ciudad de México 12.5%,Nuevo Ledn 11.1%, Oaxaca 10.8%, Veracruz 7.8%, Sonora
7.8%, Baja California 5.3% y Estado de México 3.9% (Cerveceros de México, 2017).
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Figura 7. Estados productores de cerveza.
Fuente : (Cerveceros de México, 2017).

La cerveza y el extracto de malta es un producto agroindustrial significativo en
exportacién, gracias a sus saldos positivos de superavit como podemos observar en el
cuadro 11 (Gobierno de México, 2019).

Cuadro 10. Principales productos agroindustriales exportados (millones de ddlares)

Productos de Articulos de

Cerveza Tequila y mezcal
674 248 125
Chocolatey otros Frutas Jugo de naranja “ =
Exaco de mat
97 95 92 90 64
4 & | 4 & | ©

Fuente: (Gobierno de México, 2019)

panaderia confiteria sin cacao
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1.6 Fermentacion

Desde hace mas de 8 mil afios el hombre ha desarrollado y utilizado las fermentaciones
0 procesos fermentativos, a pesar que no se conocia la existencia ni la influencia de los
microorganismos en estos procesos (Hernandez et al., 2013).



En el afio de 1764 MacBride identificd al CO2 como el resultante de la fermentacion. En
1789 Antoine Lavoisier determiné las cantidades de los elementos, carbono, oxigeno e
hidrogeno que intervenian en la fermentacion, mientras que en 1815 Gay-Lussac fue el
primero en definir una reaccion de fermentacion logrando obtener etanol a raiz de la
glucosa, aunque a pesar de este logro, aun eran desconocidos los fundamentos de toda
la fermentacion (Legarreta et al., 2014).

“La palabra fermentacion proviene de la adaptacion del término en latin fermentare, que
significa ebullir’” (Hernandez et al., 2013).
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Figura 7. Fermentacion Fuente: (IATA, 2016).

Esta adaptacion fue utilizada porque se describié lo que aparentaba ser una ebullicién
durante el proceso en la produccion fermentativa del vino, por consecuencia de la
produccion de dioxido de carbono, este se liberaba en forma de burbujas, por este motivo
se producia un ligero movimiento en el liquido (Hernandez et al., 2013).

El concepto que conocemos de fermentacion, al paso del tiempo se ha ido modificando,
en la actualidad, este concepto abarca un numero considerable de procesos, tanto
tradicionales como industriales. A pesar de esto, para su decision se utilizan dos criterios
muy importantes, que son el microbioldgico y bioquimico (Hernandez et al., 2013).

Mientras que el concepto bioquimico de la fermentacion, se define como un proceso, por
el cual las sustancias organicas llamadas sustratos, pasan por una serie de
transformaciones quimicas conocidas como reducciones y oxidaciones, estas llegan a
producir energia Hernandez et al., 2013).

El concepto microbiolégico de fermentacién, es aquel proceso en el cual los
microorganismos producen metabolitos o biomasa, a partir de utilizar algunas sustancias
organicas, en presencia 0 ausencia de oxigeno. Los microorganismos producen enzimas,
que son las encargadas de descomponer de los sustratos (Hernandez et al., 2013).

La fermentacion generalmente requiere condiciones anaerobias en las cuales no existe
el proceso de fosforilacion oxidativa para mantener la produccién de ATP por medio de
glucolisis. En la fermentacién el piruvato se va metabolizando en &cido lactico, etanol y
diéxido de carbono en fermentaciones alcohdlicas. No necesariamente las
fermentaciones se llevan a cabo en medios anaerobios, sin embargo, algunas levaduras
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llegan a obtener su energia mediante la fosforilacion oxidativa, en esta se debe encontrar
azucares disponibles en el medio para su consumo. El sustrato mas comunmente
utilizado en las fermentaciones son los hidratos de carbono, de esta los productos
resultantes son el etanol, acido lactico, lactato y didéxido de carbono. A pesar de esto, la
fermentacién puede llevarse a cabo mediante acidos grasos, aminoacidos y bases
nitrogenadas (Catillo, y otros, 2005).

Se define como una bebida o alimento fermentado cuando los componentes originales
se han transformado o modificado por accién de uno o varios microrganismos, esto
genera que su procesamiento tenga las caracteristicas distintas al alimento original, como
son su aroma y sabores que son agradables (Mendoza, 2013).

Generalmente para establecer una clasificacién de la fermentacion, se basa en el tipo de
producto final que se obtiene y en la presencia o ausencia de oxigeno en el proceso
(Catillo, y otros, 2005).

Los organismos utilizados para procesos de fermentacion deben cumplir con la
caracteristica de ser capaces de crecer en el sustrato de forma rapida, tener un ambiente
adecuado, cultivarse de forma sencilla y obtener en ella grandes cantidades (Vega,
2012).

Algunos beneficios en la ingesta de alimentos fermentados son, que existe una reduccion
en la intolerancia a la lactosa, por una menor concentracion de lactosa disponible, la
disminucién de los niveles de colesterol en sangre, y causan una especie de efecto anti
cancer (Vega, 2012).

La temperatura optima de las levaduras, para realizar una multiplicaciéon y fermentacion
adecuada es de 25°C. Para alcanzar esta temperatura durante la fermentacion se
requiere que el mosto, ya con un proceso de preclarificacién, tenga una temperatura
inicial de 15-18°C (Reinhard, 2006 ).

1.6.1 Fermentacion primaria

Se encarga de llevar a cabo cada una de las transformaciones bioquimicas del mosto,
especificamente la trasformacion de los azucares en alcohol (Bourgeois & Larpent,
Microbiologia Alimentaria Fermentaciones Alimentarias, 1995). Es decir, la fermentacion
por la cual se permite a la levadura, bajo su crecimiento controlado, fermentar el mosto
para producir alcohol y con esto el espectro de sabores (Bamforth, 2008).

1.6.2 Fermentacion secundaria

La cerveza producida por la fermentacién primaria necesita ser condicionada al contenido
de diéxido de carbono deseado y su sabor refinado, es mejor conocido como
fermentacién secundaria (Bamforth, 2008).

Se desarrolla durante varias semanas a una temperatura de 1°C, en esta se presenta
modificaciones bioquimicas, decisivas sobre el plano organoléptico que consisten en la
desaparicion de sustancias con aromas y sabores desagradables como acetaldehido,
acetoina, acetolactato, diacetilo (Bamforth, 2008).



Los microorganismos contaminantes pueden ser el origen de defectos de fermentacion o
a causa de una mala conservacion. El género Saccharomyces originan defectos de
aromas que se relacionan con la produccion de compuestos fendlicos a causa de
decarboxilaciéon de acidos hidroxicicinamicos que se encuentran en el mosto y en la
cerveza, por esto, es necesario controlar regularmente los fermentos y remplazarlos
antes que estos contaminantes vayan aumentando y alteren al producto (Bourgeoi y
Larpente, 2005).

1.6.3 Etanol

El etanol o alcohol etilico, cuya férmula quimica es C2Hs0H, es un compuesto organico,
que es el producto de la transformacion de los glucidos por las levaduras Saccharomyces
cerevisiae. El peso molecular de este es 46.07g. posee un poder energético de 29kJ g-
1, que el organismo no tiene la posibilidad de almacenar a diferencia de otros elementos
energéticos. El grado alcohdlico esta expresado en % de alcohol volumen, este difiere
segun la vista, el pais y su legislacion (Manfred y Moll, 2006).

Después del consumo del alcohol o etanol, llega al higado, donde se realiza una
degradacion metabdlica. La cantidad de etanol absorbido en general, es mas importante
que la capacidad de degradacion en el higado. El excedente pasa a la circulacion general,
donde es el origen de la alcoholemia (Manfred y Moll, 2006).

Las células del higado (parénquima hepatico), se encargan de asegurar las funciones
exocrina y endocrina del higado implican tres vias para que ocurra el metabolismo
oxidativo del alcohol (Manfred y Moll, 2006). En el plan de salud, el alcohol ingerido por
el ser humano es la molécula mas estudiada. No existe relacién entre el consumo de
alcohol y el peso corporal. Se dice que un bajo consumo de alcohol esta asociado a la
reduccion del riesgo enfermedad coronaria del corazén, favorece la salud cardiovascular
en general, mientras que un alto consumo conduce a riesgos de ataque hemorragico,
provoca cambios profundos en el metabolismo mineral de los huesos, quiere decir, que
se reducen los minerales en los huesos (Manfred y Moll, 2006).

Las manifestaciones de comportamientos, bajo la influencia del alcohol es el resultado
de la interaccion entre el etanol y el sistema neuronal del cerebro, causando diferentes
comportamientos, como reduccidn de la ansiedad, sensacion de placer, sedacion,
incoordinacion muscular, agresividad, alteracion de cognicién, y cambios en las
interacciones sociales (Manfred y Moll, 2006).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que los consumos de bebidas alcohdlicas
aumentan el riesgo de desarrollar cancer de boca, de faringe, y de laringe, enfermedad
del higado, esteatosis hepatica, hepatitis alcohdlica aguda y cirrosis hepatica (Manfred y
Moll, 2006).



1.7 Micotoxinas

Desde la edad media se tiene conciencia de la existencia de las micotoxinas dada por la
contaminacion de los alimentos (Derache, 1990). El origen de la palabra micotoxinas es
griego, que quiere decir mikes y toxina, que significa hongo y veneno
correspondientemente (Castillo, 2009).

Las micotoxinas son consideradas moléculas pequefas, ya que su tamafno es de
alrededor de Pm<700. La mayor parte donde se encuentran estos metabolitos
secundarios es en la cadena policeténica. La cadena general de esta es de tipo R-CO-
CH2-CO-CH2-CO-CH2-CO-CH2-CO-SCoA, de la cual se deriva la mayor parte de las
micoxinas. Son producidas por la mayoria de los hongos al final de la fase de crecimiento
y durante la fase estacionaria como se muestra en la figura 7 (Castillo, 2009).

Sintesis de

Micotoxinas

Fase de retaso Fase exponencial Fase estacionaria

Tiempo

Figura 9. Fases de crecimiento fungico y localizacion de las sintesis de micotoxinas
(Castillo, 2009).

Las micotoxinas son aquellos metabolitos secundarios tdxicos con diferentes
propiedades quimicas, bioldgicas y toxicolégicas, que son originadas por hongos
toxigénicos, que se producen por medio de los productos vegetales (Castillo, 2009).

No todos los hongos producen micotoxinas, debido a que no todos son toxigénicos.
Existen casi doscientas especies consideradas toxinogénicas, de las cuales existen
cepas que originan micotoxinas, mientras que hay cepas que no las producen o las
producen en una cantidad minima. El sustrato y las condiciones ambientales son muy
importantes en su produccién (Bourgeois et al., 1994).

Las micotoxinas pueden contaminar desde las materias primas, hasta los alimentos ya
procesados, dando como resultado enfermedades y trastornos, mejor conocidos como
micotoxicosis, siendo toxicos tanto para el humano como para los animales. La presencia
de estas micotoxinas en los alimentos, puede estar de forma individual o simultanea con
otras, lo que puede provocar una mayor toxicidad (Castillo, 2009).



Las micotoxinas afectan principalmente a los granos usados como alimento animal y de
ahi pasa a la carne, leche y huevos, el consumo de tales productos tiene consecuencias
directas para los humanos, ya que son la base de su dieta (Mendoza, Alvarado, Pavia,
Marrufo, & Malvido, Micotoxinas: ¢, Qué son y cdmo afectan a la salud publica?, 2017)

Las micotoxinas tienen una correlacion por los lipidos, por este motivo se encuentran en
la grasa de plantas y animales. Por lo general, las toxinas se clasifican de acuerdo a la
especie fungica de la que se aislaron, a su estructura quimica y al modo de accion. A
pesar de esto, una sola especie puede producir varias toxinas y una toxina puede ser
producida por diferentes especies fungicas (Mendoza et al., 2017).

1.7.1 Toxicidad

Para todas las sustancias toxicas hay que distinguir intoxicaciones agudas e
intoxicaciones crénicas, las primeras son producidas por la ingestion, una o varias veces,
de una dosis relativamente elevada de micotoxinas, las crénicas resultan de la ingestidn
de pequenas dosis repetidas a lo largo de un tiempo (Bourgeois et al., 1994).

Altos niveles de micotoxinas en la ingesta diaria, pueden causar efectos agudos vy
cronicos sobre la salud del hombre, asi como una gran variedad de animales. Estos
efectos pueden danar distintos érganos, aparatos o sistemas, principalmente al higado,
rindn, sistema nervioso, endocrino e inmunitario (Derache, 1990). Los sintomas que
presentan, pueden ser diversos, asi como lo son sus distintas estructuras quimicas. Se
pueden clasificar en tres categorias a los efectos toxicos de las micotoxinas, las cuales
son teratogenicidad, mutagenicidad y cancerogenicidad (Castillo, 2009).

El riesgo de intoxicacion aguda por micotoxinas en el hombre es bajo si lo comparamos
con intoxicaciones de origen microbioldgico o por contaminantes quimicos, pero a
diferencia de los contaminantes de origen antropogénico, aditivos alimentarios y
plaguicidas, como se puede observar en el cuadro 12 (Castillo, 2009).



Cuadro 11. Riesgos para la salud humana

Plaguicidas
Plaguicidas Aditivos
Aditivos Microbioldgicos
Micotoxinas Ficotoxinas
Fitotoxinas Dieta
Ficotoxinas Fitotoxinas
Microbiologicos Micotoxinas
Efectos agudos Efectos crénicos

Fuente: (Castillo, 2009).

Las micotoxinas tienen un amplio espectro de efectos toxicos fisiopatoldgicos, en los que
sobresalen, los efectos sobre el sistema inmunitario, causando una disminucién de las
defensas en animales y en el hombre, aumentando la susceptibilidad a infecciones
(Castillo, 2009).

Dependiendo el tipo de micotoxina, sera el mecanismo de accion sobre el sistema
inmunitario. Las micotoxinas también actuan sobre el metabolismo de glucidos vy lipidos,
en los primeros actuan las ocratoxinas A, citrinina, aflatoxina B y rubratoxina, mientras
que en los lipidos actuan las aflatoxinas ocratoxinas, citrinina, y tricotecenos. También
llegan a causar efectos toxicos en el tracto gastrointestinal, higado, sistema nervioso, piel
y en el rifidn (Castillo, 2009).

La agencia Internacional de Investigacion sobre el cancer (IARC, International Agency for
Research on Cancer) clasifica la toxicidad cronica de varias micotoxinas como
carcindégenas o potencialmente carcinégenas, en el hombre, como se puede observar en
el cuadro 13. el resumen de la evaluacioén realizada (Castillo, 2009).

o Grupo cancerigeno 1: El agente es carcinégeno en humanos

o Grupo 2A: agente probablemente carcindgeno en humanos; poca evidencia de
humanos y muchos con animales

o Grupo 2B: Agente posiblemente carcindgeno; no hay suficiente evidencia ni en
humanos, ni en animales

o Grupo 3: Agente no es clasificable como carcindbgenos para humanos, por tal
motivo no puede incluirse en otro grupo

o Grupo 4: Agente probablemente no es carcinégeno en humanos esto se comprobo
de forma experimental en humanos y animales.



Cuadro 12. Clasificacion de las micotoxinas

Aflatoxinas 1

Aflatoxina M1 2B
Citrinina 3

Esterigmatocistina 2B
Fumonisina B1 2B
Ocratoxina A 2B
Patulina 3
Toxinas derivadas de 3

Fusariumgraminearum, F. culmorum, F.
crookwellense (zearalenona,

deoxinivalenol, nivalenol y fusarenona X)

Toxinas derivadas de Fusarium 3
sporotrichioides (toxinaT-2)

Fuente (Castillo, 2009)

1.7.2 Hongos productores de micotoxinas

Existen hongos que tienen la capacidad para formar micotoxinas, sustancias dafiinas
cuya ingesta, inhalacién o absorcion cutanea causa enfermedades. Las micotoxinas son
producidas principalmente por 5 tipos de hongos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Claviceps y Alternaria. En el siguiente cuadro se muestran las toxinas producidas por
estos géneros.

Cuadro 13. Hongos productores de micotoxinas
Hongo ‘ Toxina ‘

Aflatoxinas
Aspergillus Sterigmatocistina
Ocratoxina A

Tricotocenos (DON, NIV, Toxina
T2, DAS)

Fusarium Zearalenonas

Fumonisinas

Fusarina

Moniliformina

Patulina
Penicilium Citrinina
Ocratoxina A
Alternaria Alternariol

Acido tennazénico

Claviceps Alcaloides

Fuente (Mendoza et al., 2017).
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1.8 Ocratoxina A

En el afio de 1965 Van der Merwe, detectdé en alimentos elaborados sobre la base de
maiz contaminado, cepas de Aspergillus ochraceus, causando muerte de pavos, ratas y
ratones, consiguiendo aislar un nuevo tipo de micotoxina, llamado ocratoxina A (OTA)
(Castillo, 2009).

Las ocratoxinas son micotoxinas producidas por especies de los géneros Aspergillus y
Penicillum. La mas toxica de estas, es la ocratoxina A, esta formada por una
dihidroisocumarina unida por el grupo 7-carboxilo a una molécula de L-B-fenilalanina por
medio de un enlace amida (Castillo, 2009).

Las ocratoxinas tienen un anillo de fenilalanina y otro de isocumarina, de las cuales, la
que es considerada mas peligrosa es la ocratoxina A (Bourgeois et al., 1994).

El arroz, maiz, centeno trigo, cebada y avena son los que poseen mayor presencia de
OTA, debido a la facilidad con la que se contamina por hongos toxigénicos durante la
cosecha, el secado y el almacenamiento. Ademas, estos cereales son la base de la
alimentacion en todo el mundo (Castillo, 2009).

En las bebidas alcohdlicas donde se presenta la OTA, es en la cerveza y el vino. Los
valores en la cerveza estan entre los rangos de 0.0012 y los 0.0662 ng/ml. En el proceso
del malteado de cerveza, no presenta una estabilidad establecida, esto se debe a las
grandes oscilaciones en las perdidas de OTA entre las diversas etapas de su proceso
(Castillo, 2009).

En la cebada la OTA se degrada durante el proceso de malteado y en la fermentacion
final de la cerveza, detectandose la presencia de OTA lo que nos indica que la actividad
de las peptidasas, producidas en el proceso del malteado originan la degradacion de las
micotoxinas. Durante el proceso de la elaboracion de la cerveza, los cereales pasan por
condiciones acuosas con temperaturas hasta de 90°C, dando como resultado
reducciones del 50 al 90%. A pesar de ser considera, que la mayor fuente de OA es en
cereales, se ha determinado que los productos de cerdo son también una fuente
importante de esta (Castillo, 2009).

1.9 Micotoxicosis

La ocratoxina A es una micotoxina nefrotoxica, cancerigena, hepatotoxica, teratogénica
e inmunotoxica (Coli y Castro, 2015). La principal micotoxicosis en humanos sin duda es
la nefrotoxicidad (Gimenos y Martins, 2011).

Es soluble en disolventes organicos y ligeramente soluble en agua. Es absorbida en el
tracto digestivo, especialmente en el intestino delgado y de ahi es transportada a través
de la sangre, principalmente a los rifiones y en una menor cantidad se introduce en el
higado, en la grasa y en musculos (Coli y Castro, 2015).

La carcinogénicidad que presenta la ocratoxina A la ha clasificado en la categoria 2B, es
decir, como posible carcinbgeno humano por la Agencia Internacional de Investigacion
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contra el Cancer (IARC). La exposicion a alimentos contaminados con OTA se ha
relacionado con evidencias epidemiologicas de cancer testicular debido a la formacion
de aductos con el ADN inducidos por la accion de este genotdxico (Abreu et al., 2011).

1.9.1 Aspectos legislativos de las micotoxinas y normativa vigente

Existen diversos factores que influyen en las autoridades para fijar los limites y reglas
sobre las micotoxinas, en las cuales sobresalen la evaluacion del riesgo, distribucion de
la micotoxina en el producto y procedimientos de muestreo, disponibilidad de métodos de
analisis, la politica econémica y disponibilidad de alimentos (Castillo, 2009).

A nivel mundial, 99 paises tienen reglamentos en los alimentos y/o en las proporciones
que se deben ingerir de micotoxinas. Estos pases representan el 87% de la poblacion
total. En la figura 8 muestra la mundial con reglamentos vigentes para las micotoxinas,
hasta el afio 2003, que fue realizada la ultima evaluacion de esta (FAO., 2003).

Clave del mapa
Reglamentos vigentes

No hay reglamentos vigentes

No existe infotj{n.aciéln_ disponible :
P ~r ~ /
\_{_’///-—w’

Figura 10. Paises con y sin reglamentos para las micotoxinas. Fuente: FAO 2003

En el cuadro 15, podemos observar los mohos y micotoxinas considerados de
importancia mundial. Una micotoxina se considera importante cuando se demuestra que
posee la capacidad de tener efectos en la salud de las personas y la productividad de
animales en distintos paises (FAO., 2003)



Cuadro 14. Hongos y micotoxinas de importancia

Especie de moho | Micotoxinas producidas

Aspergillus parasiticus Aflatoxinas B1,B2, G1Y G2

Aspergillus flavus

Aflatoxinas B1y B2

Fusarium sporotrichioides

Toxina T-2

Fusarium graminearum

Desoxinivalenol

Zearalenona

Fusarium moniliforme (F. verticillioides)

Fumonisina B+

Penicillium verrucosum

Ocratoxina A

Aspergillus ochraceus

Ocratoxina A

Fuente: (FAO., 2003)

1.9.2 Normas y legislacién de Ocratoxina A:
En el 2005 fue publicado el ultimo reglamento comunitario de la Union Europea, donde
se advierte de la futura implantacion de los maximos niveles en alimentos como el café,
cerveza, frutos secos, vinos, cacao, especias y productos carnicos. En el cuadro 16 se
observa los niveles maximos de ocratoxina A permitidos en algunos (Europea, 2005).

Productos

Cuadro 15. Niveles maximos admitidos de Ocratoxina A en la alimentacion humana

Ocratoxina A:

Contenido Maximo
(ng/kg)

Ocratoxina A

Cereales (incluidos el arroz y el alforfon) y productos
derivados de los mismos.
Cereales en grano sin trasformar (incluido el arroz sin
transformar y el alforfan).
Productos derivados de los cereales (incluidos los
productos transformados a base de cereales y los
cereales y los cereales en grano destinados al consumo
humano directo).
Uwas pasas
= (Café tostado en grano y café tostado molido,
con excepcion de café soluble
= (Café soluble
= V\ino (tinto, blanco y rosadao) y otras bebidas a
base de vino y/o mosto de uva
=  Zumo de uva, ingredientes de zumo de uva en
otras bebidas, incluido el néctar de fruta y el
zumo de uva concentrado reconstituido
=  Mosto de uva destinados al consumo directo
Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos
infantiles para lactantes y nifios de corta edad
Café verde, frutos secos distintos de las uvas pasas,
cerveza, cacao y productos del cacao, vinos de licor,
productos carnicos.

Fuente: (Europea, 2005)
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Estos niveles, maximos permitidos entraron en vigor, a partir de los alimentos elaborados
el 1 de abril del 2005 (Europea, 2005).

En once paises se han desarrollado reglamentos sobre la OA, en general las
concentraciones permitidas varian entre 1 a 50 mg/kg en alimentos y de 100 a 1000 pg/kg
en piensos. El comité mixto, integrado por FAO Y OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios, han recomendado que la ingesta semanal tolerable de OA es de 100 ng/kg
de peso corporal, lo que es equivalente a 14 ng diarios por kg de peso corporal (FAO.,
2003).

Diversos paises han fijado limites para la ocratoxina A en cereales como se puede
observar en el grafico 17. En la union Europea el limite es de 5ug/kg, que se encuentra
en el pico dominante de la grafica.

Figura 11. Limites a nivel mundial para la ocratoxina A en los cereales y en productos a
base de cereales

50 pg/kgm 3

30 pg/kg™ 1
20 po/kg™ 1

15 pgrkg 4
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1.9.3 Codex alimentarius

La Comision del Codex Alimentarius (CCA), apoyada por la FAO y la OMS, facilitan el
comercio mundial, asi como salva guardar la salud de los consumidores, por medio de la
creacion de normas internacionales tanto para alimentos como para raciones. Hoy en dia
esta comision cuenta con 168 paises. Dentro de esta comision existe el Comité del Codex
para Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos (CCFAC), que se encarga
de establecer normas para los aditivos y los contaminantes en los alimentos, estas
normas conllevan los analisis de riesgos segun las reglas y métodos que se encuentran
estipulados en el Manual de Procedimientos del Codex y en la Norma General del Codex
para Contaminantes y Toxinas en los Alimentos (FAO., 2003)




1.10 Ingenieria genética:

En la actualidad vivimos la tercera revolucién industrial. La primera revolucién fue a causa
de la aplicacion de nuevas fuentes de energia, con la maquina de vapor, la segunda
evolucién llegé con la transferencia de la teoria de la informacion a los procesos
industriales y finalmente la tercera revoluciéon es la cientifico-técnica, e involucra
principalmente a la robdtica, la computacién y a la ingenieria genética (Mufioz et al.,
2004).

El siglo XX estuvo lleno de logros importantes en el conocimiento del funcionamiento de
los seres vivos, quedo en claro que todos tenemos en comun un tipo de macromoléculas
organicas, las cuales son denominadas acidos nucléicos (ADN acido desoxirribonucléico
y ARN acido ribonucléico), los cuales constituyen el elemento mas importante de la
biologia .Desde ese hallazgo, se han obtenido mejor y mas utiles herramientas biolégicas,
que han permitido grandes avances, dando lugar a una nueva rama de la ciencia
bioldgica, llamada ingenieria genética o Tecnologia del ADN recombinante (Ferri et al.,
2003).

La ingenieria genética, principalmente involucrd tres procesos de transmision hereditaria
que son la duplicacion, transcripcion y la traduccion, al igual que el estudio de tres
macromoléculas que son el ADN, ARN y el de las proteinas (Mufoz, y otros, 2004).

La ingenieria genética es el conjunto de técnicas que permiten la recombinacion de del
ADN en el laboratorio, esta parte de la manipulacioén directa de los genes o segmentos
de ADN, segmentos que codifican especificamente, y en sus mecanismos de expresion.
La manipulacion y recombinacion presentada se lleva a cabo por el codigo genético que
permite usar enzimas de restriccion para cortar una determinada secuencia de ADN de
cualquier origen, generando sitios idénticos y complementarios, con el objetivo de
modificar organismos genética (Mufoz et al., 2004).

1.10.1 ADN

Se tuvo conocimiento de los acidos nucleicos desde hace mas de 70 afos, después de
un tiempo se tuvo la sospecha de que ADN podria ser el material genético cuando se
manifestd su elevada concentracion en cromosomas y en algunos virus, pero el
comprobarlo no fue una tarea sencilla por su alta asociacion de proteinas. La mayor
cantidad de ADN de las células animales se aloja en el nucleo, en donde es la constitucion
principal de los cromosomas, mientras que la mayor cantidad de ARN se encuentra en el
citoplasma (Montgomery et al., 1999).

El ADN nuclear se encuentra en forma de una doble hélice estrecha de tan s6lo 2nm de
ancho, esta doble hélice esta plegada y forma complejos con proteinas (Montgomery et
al., 1999).



1.10.2 Dogma central

El ADN tiene dos funciones principales, que son la replicacion y la expresiéon. EI ADN
debe tener la capacidad de autorreplicarse de tal forma, en que se transmita
fidedignamente a la descendencia. Mientras que la informacién debe resultar util
(Montgomery et al., 1999).

El proceso de expresion se realiza mediante ARN, el cual actua como molde para la
sintesis de todas las proteinas del organismo. Las relaciones entre ADN, el ARN y las
proteinas se expresa en el dogma central (Montgomery et al., 1999).

1.11 Técnica PCR

Uno de los avances mas importantes que se ha hecho en los ultimos afios, dentro del
campo de la biologia molecular, es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Castro,
2005).

En 1985, la tecnologia de la PCR desarrollada por Kary Mullis revolucioné la biologia
molecular, este gano el premio Nobel de Quimica en 1993 (Castro, 2005).

En este método, se encuentra involucrada una enzima presente en un microorganismo,
que vive en aguas termales, la bacteria es llamada Thermus aquaticus (Taq), esta hace
sintetizar una infinidad de copias de ADN, a partir de una cantidad minima inicial de este,
para poder detectar visualmente la amplificacién del producto. La particularidad que tiene
esta ADN polimerasa, es que tiene la capacidad de ser termoestable a altas temperaturas
(95°C), que permite la extension sucesiva del DNA sin parar las actividades en los ciclos
sucesivos de la elevacion de la temperatura (Fonseca et al., 2010).

La PCR se encarga de copiar millones de veces una secuencia de ADN, las cuales
requieren de un molde o ADN matriz, llamados primers, los cuales se encargan de
delimitar la zona de ADN que deseamos copiar, los nucleotidos que son adicionados a la
nueva cadena y la enzima de ADN Taq polimerasa encargada de hacer sintesis quimica
(Fonseca et al., 2010).

En esta técnica no importa que cantidad de sustrato se parte, ya sea de una célula, una
copia de ADN entre otros, ya que, si el numero de ciclos de polimerizacién o sintesis es
la adecuada, se tendra una cantidad de producto elevado, ya que se trata de una
amplificacion (Fonseca et al., 2010).

La amplificacidon exponencial de pequefias cantidades de material genético hace que esta
técnica sea util para diagnosticar enfermedades infecciosas y parasitarias, clonacion de
genes, generacion de cantidades grandes para la secuenciacion de ADN, mutaciones,
expresion diferencial de genes entre mas técnicas de manipulacion y analisis de ADN y
ARN (Castro, 2005). La PCR es un procedimiento importante en la tecnologia genética
(Koolman y Rohm, 2005).



1.11.1 Fundamento

La reaccidn en cadena de la polimerasa o PCR es un método que permite la amplificacion
in vitro de fragmentos de ADN a partir de una cadena de ADN molde. Esta técnica utiliza
la capacidad de un oligonucled6tido para hibridar con una zona especifica de ADN, lo que
genera la extensién de la cadena del nucledétido, en una reaccion catalizada por una ADN
polimerasa. Al seleccionar los nuclet6tidos complementarios a determinadas secuencias
de las dos hebras del ADN a estudiar, de una forma que se delimite una regién de interés,
se puede obtener de manera exponencial una amplificacion del numero de copias de esa
region, como se observa en la figura 9 (Roca et al., 2003).
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Figura 12: Representacion del principio de amplificacion del numero de copias de una
region de interés por el método de PCR (Roca et al., 2003).

1.11.2 Etapas de la reaccion

La reaccion en cadena de la polimerasa, contiene etapas, que cumplen diferentes
funciones. Algunas de estas etapas se dan una sola vez, mientras que otras se repiten n
numero de veces, originando los ciclos de amplificacion (Roca et al., 2003).

Desnaturalizacion inicial:

Esta es la primera etapa, en donde hay un aumento en la temperatura y se realiza solo
una vez. La muestra de ADN se desnaturaliza para originar hebras simples. El
calentamiento inicial que presenta es a unos 95° C, durante un tiempo de 3 a 5 minutos,
tiempo necesario para desnaturalizar completamente el ADN gendmico, el cual en las
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condiciones en las que tiene lugar la reaccion, ya no vuelve a su estado original (Roca et
al., 2003).

Hibridacion:

La etapa siguiente es la hibridacidn, en donde se reduce la temperatura del medio para
que pueda darse la unidn de los primers a sus dianas en el ADN. La temperatura en esta
etapa se determina empiricamente, segun las caracteristicas de los primers y suele

oscilar entre 50C° y 60°C. La temperatura es seleccionada de manera que el
procedimiento tenga la mayor especificidad y sensibilidad (Roca et al., 2003).

Las bajas temperaturas aumentan la sensibilidad del proceso, favoreciendo la union de
los primers al ADN, al mismo tiempo que la especificidad disminuye resultando uniones
erréneas, mientras que las altas temperaturas disminuyen la sensibilidad y genera mayor
especificidad (Roca et al., 2003).

El resultado de la buena unién de los primers va a depender del numero de copias del
ADN vy del tiempo que sea suficiente para que ocurra la unidon de la secuencia
complementaria (Roca et al., 2003).

El tiempo de hibridacién de los primers es de 20 a 40 segundos, aunque depende del tipo
de termociclador que se vaya a utilizar para la PCR (Roca et al., 2003).

Elongacion:

La temperatura del medio se incrementa hasta alcanzar la mejor temperatura para el
funcionamiento de la ADN polimerasa, en el caso de la Taq polimerasa, esta temperatura
se encuentra alrededor de los 72°C. Usualmente da buen resultado la utilizacion de
tiempos de elongacién que van desde 20 segundos (Roca et al., 2003).

Desnaturalizacion:

Las etapas de la hibridacion, la extension y la desnaturalizacién se repiten numero de
veces, hasta alcanzar la amplificacién deseada, a la hora de disefiar el programa de ciclos
dentro del termociclador debemos tomar en cuenta la temperatura de polimerasa que es
en un rango de 90°-95°C, y sobre pasar este rango puede provocar danos que causan la
incorporacion erronea de los nucledétidos. Al igual que un numero excesivo de ciclos
puede ocasionar que los ciclos finales falte alguno de los sustratos de la reaccion en el
medio, como primers y dnTPs (Roca et al., 2003).

En esta etapa las hélices de ADN formadas se separan por aumento de la temperatura
que va al redor de 90°C a 95°C. La desnaturalizacién suele ser mas corta que la primera
y va a depender del disefio de cada PCR (Roca et al., 2003).

Elongacién final:

Comunmente, tras el ultimo ciclo se afnade un periodo de incubacién a 72°C en un lapso
de tiempo 5 a 12 minutos, para permitir que se complete la elongacién de los productos
gue se encuentren parcialmente sintetizados (Roca et al., 2003).



1.11.3 Ventajas y desventajas

Ventajas que presenta esta técnica molecular es que es altamente especifica, altamente
sensible. No requiere el aislamiento del agente infeccioso, permite un diagndéstico rapido
(Negroni, 2009).

La principal ventaja de la PCR es que permite generar millones de copias de la region de
interés a partir de una o muchas copias de ADN molde. Esta técnica es muy amplia
debido a la gran capacidad de los oligonucledtidos de unirse especificamente a sus
secuencias complementarias de ADN discriminando facilmente entre centenares de
muchos sitios (Serrato y Flores, 2014).

Otra ventaja de la PCR en la clonacion es la rapidez y sencillez de uso, pues la PCR
permite clonar ADN en pocas horas, con ayuda de equipos relativamente pocos
sofisticados. Se utiliza un termociclador que lleva un microprocesador para programar los
cambios de temperaturas y el numero de ciclos deseados (UNED, 2000).

Cuando se refiere a la ventaja de la sensibilidad es que la PCR puede amplificar
secuencias a partir de cantidades pequefias de ADN. Esta sensibilidad ha permitido el
desarrollo de nuevos métodos para el estudio de la patogénesis molecular y en la
aparicion de numerosas aplicaciones en la ciencia forense, estudios paleontologia entre
otras, donde las muestras pueden tener muy pocas células. Una consecuencia de la
sensibilidad tan elevada significa que se deben tomar las medidas necesarias para tratar
de no contaminar la muestra con un ADN extrafio (UNED, 2000).

La robustez, permite la amplificacion de secuencias especificas de material que contiene
ADN muy degradado o incluido en un medio que hace problematica su purificacion. Esto
resulta acertado para estudios de antropologia (UNED, 2000).

Algunas de las desventajas que presenta son los falsos positivos y negativos, tecnologia
costosa, no siempre estan estandarizadas, resultados no siempre son reproducibles, los
resultados positivos no indican algunos gérmenes viables (Negroni, 2009).

El tamafio corto de los productos de la PCR, pues a diferencia de la clonacién de ADN
en células, donde se pueden clonarse secuencias, la informacion que se tiene sobre la
mayor parte de las secuencias clonadas por PCR situa el tamafio de los fragmentos
clonados, tendiendo hacia el extremo inferior, conforme van creciendo se hace mas dificil
obtener una amplificacion eficiente (UNED, 2000).

Otra desventaja es la necesidad de estandarizar la técnica para el organismo o la técnica
de interés, esto puede llegar a ser tardado y costoso (Serrato y Flores, 2014).

1.11.4 Aplicaciones de la PCR

La PCR es la técnica con mayor importancia en la biologia molecular porque con ella se
ha conseguido la simplificacion e innovacion de otras técnicas moleculares que permiten
abordar nuevas lineas de investigacion en muchas ramas de la ciencia como lo son la
biotecnologia, ecologia, evolucién, biologia de la conservacion, arqueologia, medicina
forense entre muchas mas (Serrato y Flores, 2014).
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La amplificacién en cadena de la polimerasa se utiliza para encontrar el material genético
de un agente infeccioso en una muestra clinica y para identificacion de aislamientos
(Miles, 1998).

Otras aplicaciones de la PCR son los diagndsticos de paternidad bioldgicas y parentesco
bioldgico, la identificacion de vestigios bioldgicos tales como sangre, semen, saliva,
raices de cabello, tejidos, piezas dentales entre otras, utilizadas en procedimientos
penales (UNED, 2000).

1.11.5 Disefo de Primers

La genética utiliza la informatica como herramienta con multiples aplicaciones para su
desarrollo. Aparte de los programas de uso comun como procesadores de texto, bases
de datos, hojas de calculo, programas de graficos o de estadistica, navegadores, existen
diversos programas que son especificos que se utilizan en la rama de la genética,
permitiendo el estudio de las secuencias de ADN. El disefio de primers, permite encontrar
enzimas de restriccion (Escrig, 2003).

Los primers son necesarios debido a que el ADN polimerasa no es capaz de incorporar
nucledtidos a una cadena sencilla de ADN, sino que requiere de una region de doble
cadena precedente para comenzar la sintesis. Los primers son secuencias de DNA
monocatenario de pequefio tamafo, generalmente oscilan de entre 15 y 30 pares de
bases, con regiones de ADN molde cerca a cada uno de los extremos del fragmento de
interés para su amplificacion (Roca et al., 2003).

Los primes se disenan a partir del conocimiento de la secuencia que se quiere amplificar.
Estos se deben de seleccionar de manera en que evite la complementariedad de bases
entre los propios primers, o0 entre éstos y secuencias del ADN de regiones distintas a las
que se quiere estudiar, pues esto puede causar la aparicion de productos muy distintos
a los que deseamos (Roca et al., 2003).

Un aspecto importante en el disefio de primers es el valor de su temperatura de fusion,
mejor conocida como Tm, esta sirve de referencia a la hora de fijar una temperatura de
hibridacién (Roca et al., 2003).

La Tm de ambos primers deben muy similares, no deben poseer mas de 5°C de diferencia
con la Tm del producto que se va a amplificar, si se cumple esto, va a garantizar
temperaturas de alineamiento similares para ambos primers y una eficiencia de
amplificacion adecuada (Salazar et al., 2013).

La Tm aumenta segun la longitud del iniciador, si un iniciador se encuentra por debajo de
los 18 nt hibridaria de forma inesperada en la cadena molde y originaria productos que
no son especificos. Mientras que los indicadores muy largos requieren de Tm superiores
a 65°C, por esto, la longitud éptima esta entre los 2 y 30 nucledtidos, para que se
encuentren en un rango de Tm de 50° y 65°C, compatible con la amplificacion general de
los fragmentos (Salazar et al., 2013).



Para calcular la Tm hay muchos tipos de métodos, pero todos toman en cuentan la
concentracion de nucleétidos de la guanina y la citosina, asi como la longitud del primer
y la concentracion de Na (Salazar et al., 2013).

1.12 Electroforesis

En las distintas biomoléculas el rasgo que mas las diferencia es la carga que presentan
y que estas cambian en funcion del pH que presenten en el medio que se encuentran (L
& Wilson, 1981).

Estas biomoléculas pueden ser aminoacidos, péptidos, proteinas y acidos nucleicos,
estos comparten que son grupos ionizables (Wiliams y Wilson, 1981).

En general, las biomoléculas presentan grupos acidos y basicos débiles, lo que establece
que el signo de la carga, ya sea negativo o positivo dependa del pH y de constitucién de
la disolucion en la que se encuentre. Por este motivo se han desarrollado diversos
métodos, uno de los mas utilizados ha sido la electroforesis (Roca et al., 2003).

Existen muchos tipos de electroforesis, lo que difiere en cada una de estas es los distintos
tipos de medios de soporte, los geles de celulosa son usados para moléculas de bajo
peso molecular como lo son los aminoacidos y los carbohidratos, los geles de
poliacrilamida y agarosa se ocupan para moléculas de mayor peso molecular (ADN, RNA
y proteinas) (Segal y Ortega, 2005).

Los geles utilizados en la electroforesis pueden ser horizontales, verticales o cilindricos
(capilares). Las condiciones electroforéticas cambian, por ejemplo, la electroforesis de
zona necesita un amortiguador a pH constante durante el tiempo de separacion. La
electroforesis de un gel discontinuo se utilizan dos diferentes geles, uno concentrador y
el otro separador, estos geles son preparados con amortiguadores de diferente fuerza
i6nica, pH y tamafo de poro (Segal y Ortega, 2005).

1.12.1 Fundamento

La electroforesis es el desplazamiento de particulas cargadas bajo un campo eléctrico,
de forma en que las moléculas con carga positiva se desplacen al catodo que es el
electrodo con carga negativa, mientras las moléculas con carga negativa se desplazan al
anodo que es el electrodo con carga positiva. La velocidad de este desplazamiento se
encuentra determinada por las caracteristicas de la biomolécula que se desplaza, la
intensidad del campo eléctrico y las caracteristicas del medio donde se origina este
desplazamiento. La velocidad que presenta el desplazamiento de una molécula cargada
es el resultado de una fuerza impulsora del movimiento, que es de tipo electrostatico
(Roca et al., 2003).

Por consiguiente, la electroforesis es una técnica que permite separar moléculas con
carga neta y que muestran diferencias de carga, forma y tamano. Por medio de esta



técnica puedes separarse proteinas, acidos nucleicos, péptidos, nucledtidos,
aminoacidos entre otros (Roca et al., 2003).

Los acidos nucleicos tienen una relacion entre masa y carga, la cual es constante, pues
todas las unidades de los nucleoétidos tienen una masa similar y cada una de ellas tienen
una carga negativa (Miriam Aidé Castillo Rodriguez, 2005). El desplazamiento de estas
moléculas, ademas de depender de su carga, también depende de del tamafio y la forma
de moléculas (Castillo, 2005).

Las principales variables que intervienen en la electroforesis son el voltaje del campo
eléctrico, la concentracion del gel de agarosa, el tiempo de los pulsos, la temperatura a
la que se encuentra, la fuerza i6nica del amortiguador. Debido a estas condiciones
favorecera el desplazamiento de las moléculas de distintos tamafios (Puerta y Urefa,
2005).
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2.1 Cuadro Metodoldgico

Objetivo General

Detectar levadura de Saccaromyces cerevisae en cervezas, mediante PCR v analisis de ocra-
toxina A mediante columnas de inmuncafinidad para conocer la calidad de la cerveza en estos

dos aspecios.

Objetivo particular 1

Objetivo particular 2

Diserfiar primers, para — -

identificar la levadura | Evaluar los primers de Objetivo particular 3 -

Saccaromyces cerevi- | Saccaromyces cerevi-| | |dentificar levaduras Objetivo particular 4 — :

sae mediante progra-| |sae mediante PCR| | gaccaromyces cerevi-| | Analizar ocratoxina A| | CDJSTVe particular S

para evaluar su espe-
cificidad.

Cuantificar levaduras
de Saccaromyces ce-
revisae en medios de
cultivo para detectar
su presencia en cer-
veza

mas bioinformaticos sae mediante la técnica
de PCR para detectar

su presencia en ceneZa

en cervezas comer-
ciales vy artesanales
mediante anticuerpos
monoclonales por co-
lumna, para venficar
la calidad en estas.

Aplicar la técnica de la
PCR con los primers de
la Saccaromyces cere-
visae para detectar su

Actividades del objetivo

1) Diserfiar primers de
Saccaromyces cersvi-
sae mediante el pro-

gramas bioinfarmatico
Primer QuestTool IDT.

2) Determinar la espe-
cificidad del primer de
Saccaromyces cerevi-
sae con el Blast.

3) Establecer programa
de la PCR con las con-
diciones que obtenga-

mos de acuerdo al pri-

mer utilizado.

Actividades del objetivo

1) Extraer y cuantificar
el DNA de diferentes
especies de animales y
plantas.

2) Aplicar la técnica de
la PCR para los primers
de la Saccaromyces
cerevisae.

3) Aplicar Electroforesis
en gel.

presencia en la cerveza

Actividades del objetivo

1) Extraer DMNA de los
productos de levaduras
comerciales y de cerve-
za.

2) Aplicar la tecnica de
la PCR con los prnimers
de Saccaromyces cere-
visae a las muestras de
levaduras en cerveza

3) Aplicar Electroforesis
en gel

|

Actividades del objetivo

1) Analizar las mues-
tras mediante anticuer-
pos monoclonales para
ocratoxina A, por me-
dio de fluorometria.

Actividades del objetivo

1) Realizar el medio de
cultivo de PDA.

Analisis de Resultados

l

Conclusiones



2.2 Objetivos:

2.2.1 Objetivo General:

Detectar levadura de Saccaromyces cerevisae en cervezas, mediante PCR y analizar
ocratoxina A mediante columnas de inmunoafinidad para conocer la calidad de la cerveza
en estos dos aspectos.

2.2.2 Objetivos Particulares:
Objetivo particular 1: Disefar primers, para identificar la levadura Saccaromyces
cerevisae mediante programas bioinformaticos.

Actividades del objetivo:

1) Disefar primers de Saccaromyces cerevisae mediante el programa bioinfarmatico
Primer Quest Tool IDT.

2) Determinar la especificidad del primer de Saccaromyces Cerevisae con el BLAST

3) Establecer programa de la PCR con las condiciones que obtengamos de acuerdo
al primer utilizado.

Objetivo particular 2: Evaluar los primers de Saccaromyces cerevisae mediante PCR para
evaluar su especificidad.

Actividades del objetivo:

1) Extraer y cuantificar el DNA de diferentes especies de animales y plantas
2) Aplicar la técnica de la PCR para los primers de la Saccaromyces cerevisae
3) Aplicar Electroforesis en gel.

Objetivo particular 3: Identificar levaduras Saccaromyces cerevisae mediante la técnica
de PCR para detectar su presencia en cerveza

Aplicar la técnica de la PCR con los primers de la Saccaromyces cerevisae para detectar
Su presencia en la cerveza

Actividades del objetivo:

1) Extraer DNA de los productos de levaduras comerciales y de cerveza

2) Aplicar la técnica de la PCR con los primers de Saccaromyces cerevisae a las
muestras de levaduras en cerveza

3) Aplicar Electroforesis en gel

Objetivo particular 4: Cuantificar levaduras de Saccaromyces cerevisae en medios de
cultivo para detectar su presencia en cerveza



Actividades del objetivo:

1) Realizar el medio de cultivo de PDA

Objetivo particular 5: Analizar ocratoxina A en cervezas comerciales y artesanales
mediante anticuerpos monoclonales por columna, para verificar la calidad en estas.

Actividades del objetivo:

1) Analizar las muestras mediante anticuerpos monoclonales para ocratoxina A por
medio de fluorometria

2.3 Justificacion:

La levadura de la cerveza es rica en contenido de vitaminas, por lo que ha sido empleada
como fuente de vitaminas del complejo B y en el tratamiento de afecciones cutaneas en
humanos. Esto es debido a que el contenido de vitaminas hidrosolubles de la levadura
esta determinado por el sustrato o fuente de carbono que poseen (Wagner et al., 2009).

El consumo de 20g de levadura cubre buena parte de del requerimiento de vitaminas de
complejo B. Superando incluso a alimentos como leche, queso y carnes (Wagner et al.,
2009).

Por lo mencionado anteriormente se realizé6 una metodologia rapida basada en la cadena
de polimerasa (PCR), para la deteccion de Saccharomyces cerevisiae en cerveza, debido
a que esta en consumo moderado aporta algunos nutrientes para el cuerpo humano y
eleva el sistema inmune.

Esta técnica de la PCR se llevé acabo con el uso de diferentes cervezas tanto nacionales
como internacionales, que fueron elaboradas de forma artesanal y a nivel industrial. La
presencia de levaduras en la cerveza, evitan la necesidad de la fermentacién malolactica
bacteriana, reduciendo el riesgo asociado de bacterias del deterioro en caso de un
proceso no controlado.

Cuando no hay una adecuada inocuidad desde la cosecha de la cebada hasta la
elaboracion de la cerveza, pueden desarrollarse hongos micotoxigénicos que producen
toxinas que en cantidades arriba de los limites permitidos pueden causar dafos a la
salud.

Es por esta razon que fue importante determinar la concentracion de Ocratoxina A que
puede estar presente en las diferentes cervezas consumidas en nuestro pais. Ya que
estas poseen efectos téxicos fisiopatoldgicos, en los que sobresalen, los efectos sobre el
sistema inmunitario, causando cancer en rifidn, disminucion de las defensas en humanos
y animales, aumentando la susceptibilidad a infecciones.



Capitulo Il Metodologia

3. Materiales y Métodos

Para poder realizar lo establecido en el cuadro metodologico, se necesitaron diversos
tipos de cerveza, nacionales, extranjeras, comerciales y artesanales. En el cuadro 17 se
observan las 18 diferentes cervezas.

Siete siente siete
Rey de diamantes
Victoria

Indio

Erdinger Dunkel
Guinness Draught
La Trappe

Dos equis
Sohnfeld London
Iron Maiden Trooper
Ingrata Tentacidn
Oaxaca de noche
Blue Moon

Tecate original
Hopulencia
Inextremis
Porifirio

Cuadro 16: Cervezas

Lager Ciudad de México
Ale México
Viena México
México
Alemania
Stout Irlanda
Dubbel Holanda
Lager México
Porter Estado México
Light Brigade Reino Unido
Amber Stout Oaxaca, México
Stout Oaxaca, México
Belgian White Estados Unidos
Monterrey, N.L
American IPA Oaxaca, México
RYE IPA Ledn, Guanajuato
Porter Oaxaca, México
Doble IPA México

HyP

3.1Disefo de primers:

Los primers que amplificaron para la levadura Saccaromyces cerevisae fueron disefiados
mediante el programa Primerquest Tool y se verificaron en la base de datos
bioinformatica GenBank de National Center of Biotechnology Information NCBI).

La metodologia detallada del disefio de primers se encuentra en el anexo 1. Los primers
fueron seleccionados de acuerdo a su longitud y que amplificaron exclusivamente para
Saccaromyces cerevisae. Las secuencias se observan en el cuadro 18.
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Cuadro 17. Secuencia de primers disefiados de levadura Saccaromyces cerevisae

Primer Secuencia Amplificado
PF CTTGAGGCTAGGAGCGTTATTC

564 Pb
PR CCTCCACCTCGTTTCTTAGTTC

3.2 Metodologia de la extracciéon de DNA:
Las diferentes muestras de cerveza, se colocaron en tubos eppendorff, se centrifugaron
10ml a 14 rpm, durante 10 minutos. Esto se repitié en varias ocasiones hasta que se logré
sedimentar un poco la cerveza, para continuar con la extraccion de ADN.

Cuadro 18: Reactivos y materiales para la extraccién de ADN

Rea O ateria qulipo
Agua desionizada libre de nucleasas | Agitador Vortex, Genie K 55 G
Solucion de Lisis Tris base 50 mM, | Juego de micropipetas, Rainin
NaCl 250 Mm, SDS 0.3%, EDTA 0.1M)

Enzima proteinasa K Termoblock, thermomixer compact
eppendorff

Mezcla fenol cloroformo alcohol | Microcentrifuga, Minispin plus

isoamilico eppendorf 14 000 rpm

Buffer de Lavado Etanol 70%) Mini centrifuga manual FUGEVET

Tubos eppendorf esterilizados

Gradilla magnética de separacion
Balanza analitica electronica,
Coleparmer PR410 Equipar

Mortero con pistilo

Espatula

Puntas para Micropipetas esterilizadas

Disgregacion del tejido

Se vertid la muestra en un nuevo tubo de eppendorff

Adicionando 1250uL mas de solucion de lisis

Se adiciono 7 uL de enzima Proteinasa K

Se incubaron los tubos 50° C en el termoblock por 2 horas

Se elevo la temperatura de termoblock a 60°C por una hora, con el fin de
desactivar la enzima

a0~



Desnaturalizacion de proteinas y polisacaridos

1.

2.

Se adiciono 250uL de la mezcla fenol cloroformo-alcohol-isoamilico para
desnaturalizar y desprender las proteinas

Se centrifugaron las muestras en la microcentrifuga a 10 000 rpm durante 10
minutos, a una temperatura ambiente para obtener dos fases, una fase esta
formada principalmente de lipidos y proteinas y una fase es acuosa, la cual es de
nuestro interés ya que el componente es el ADN

La fase acuosa situada en la parte superior se recupero y se coloco en un nuevo
tubo de eppendorf esterilizado

Precipitacion de ADN

2B

Se adicion6 1500uL de etanol frio a cada tubo

Se agité suavemente

Se centrifugé a 10 000rpm durante 10 minutos

Se decanto el etanol y se dejo secar el ADN en la incubadora a 37°C por una hora
Se adicion6 50uL de agua desionizada para re suspender el ADN

Se dejo a 20°C hasta su utilizaciéon

3.3 Metodologia para la cuantificacion de DNA:

Después de obtener el material genético, es importante conocer la concentracion
mediante espectrofotometria. La ley de Beer Lambert indica que la concentracion de una
molécula en una solucién depende de la cantidad de luz absorbida de las moléculas
disueltas. En ADN gendmico tiene una densidad optica que equivale a 50 uyg/ml. Se debe
considerar el factor de dilucidbn para obtener la concentracion en nanogramos
microlitro(ng/pL). Las concentraciones menores dificultan la estandarizacion de la PCR u
otras técnicas. Para determinar la pureza del ADN se considera la proporcion de la
absorbancia a 260 nm y 280nm

La proporcion 1.8 indica que el ADN es puro, mientras que proporciones menores a este
valor, nos dicen que hay presencia de proteinas mientras que valores de 2, muestran la
existencia de preparaciones puras de ARN (Sambrook, 2008)

Cuadro 19: Reactivos y materiales para cuantificacion de ADN

Reactivos Materiales y Equipos

Muestras de ADN del material | Espectrofotometro, Abccesolab
extraido cervezas) NanoDrop ND-1000
Agua libre de nucleasas Tubos eppendorff

Micropipetas Rainin

Parafilm

1.

Se utilizé el equipo Spectrophotometer Nanodrop1000, seleccionando la opcién
acidos nucleicos.
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2. Para calibrar el espectrofotdmetro, se colocé 2uL de agua libre de nucleasas,
posteriormente se selecciond la opcion ok.

3. Se limpid, y se colocé nuevamente 2 pL de agua libre de nucleasas y se tomo el
registro como el blanco.

4. Se limpidé el equipo y se colocaron 2uL de la muestra de ADN a analizar, se
selecciond la opcion measure se dejo correr el programa y se espero la lectura

5. Se regqistré la relacion 260-280 y la concentracion en ng-uL para determinar la
pureza del ADN.

3.4 Metodologia de la PCR:
Los primers antes de ser utilizados, deben ser hidratados a una concentracion de 25 pM.

Cuadro 20: Reactivos para PCR

Componente Cantidad pL

Go taq 12.5 uL
H20 11 uL
PF 0.25 uL
PR 0.25 uL
ADN 1 uL
Volumen total 25uL

Las cantidades mostradas en el cuadro 2° son por muestra, dependiendo el numero de
muestras que se realizaran, se multiplica cada una de las cantidades ya establecidas y
se van colocando una a una en un tubo de eppendorf

1. Se colocé en la centrifuga manual por 10 segundos para una mejor
homogenizacion del tubo eppendorf

2. Se dividié el volumen final, agregando 24uL de reaccion a cada tubo eppendorf
previamente identificado

3. Posteriormente se agregd 1uL de ADN de las diferentes cervezas

4. Para el blanco, no se anade muestra de cerveza, si no agua libre de nucleasas

Etapas y ciclo de lareaccion

Programa de la PCR:

Para el programa de la PCR utilizado para la identificacién de levaduras Saccaromyces
cerevisae se siguieron las recomendaciones de Go taq, asi como de la Tm
especificamente calculada para los primers de levaduras que se explica detalladamente
en el anexo 2.
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Programa de PCR

Aenaién inicial

94°C
Desnaturalizacion
inicial s
2 minutos
TmE3°C
Hibridacion 40 s

72°C

Extension final

s 1 minuto

40 Ciclos

Figura 13: Programa de PCR para el promotor Saccaromyces cerevisae

de la PCR

N

. Se programd en el termociclador con el programa con las condiciones ya definidas

Se colocaron los tubos eppendorf en el termociclador
Se espero alrededor de 2 horas para el termino del programa

3.5 Metodologia para la electroforesis en gel de agarosa (gel al 3%)

Cuadro 21: Reactivos y materiales para electroforesis

Reactivos Material y Equipo

Agarosa

Matraz Erlenmeyer de 200 m|

TAE 1X, como solucion Buffer pH8

Balanza analitica electronica

Bromuro de etidio BrET

Horno de microondas

Colorante blue-orange

Micropipetas

Marcador de peso molecular 100pb

Parafilm

Muestras de las reacciones de PCR

Gradillas

Camara y casette de electroforesis

Equipo de fotografia para luz UV

1.

Para la preparacion del gel de agarosa se pes6 1.5g de agarosa en una balanza

analitica en un matraz Erlenmeyer.

2. Se agreg6 50mL de TAE 1X.

Almacenamiento 4°C




5.
6.
7. Se anadié TAE 1X a la camara de electroforesis hasta que se cubri6 el gel

Se calenté la mezcla en el microondas 1 min por espacios de 20 segundos, hasta
que la agarosa se disolvio por completo.

La solucion se enfrié o necesario y se le agrego una gota de bromuro de etidio
BrEt y se agito para disolverlo.

Se verti6 de manera que no formara burbujas en el soporte de la camara de
electroforesis colocando el peine para la formacién de los posillos.

Se dejo gelificar la agarosa para retirar el peine

Cargay corrida del gel

1.

2.

Se colocé en un pedazo de parafilm 3uL de bromuro de etidio, 3uL de colorante
blue-orange y 1.5uL de marcador de peso molecular

Posteriormente se coloco 3uL de bromuro de etidio, 3uL de colorante blue-orange
y 5 pL del producto de la PCR

3. Las tres gotas puestas en el parafilm, se mezclaron con ayuda de una micropipeta
4.

Posteriormente cada una de las muestras se fueron colocando en los pocillos
correspondientes

Se cerro la camara de electroforesis, se conecto a la fuente de poder y se cargd a
60V

La corrida se dio por terminada hasta que el colorante pasa tres cuartas partes del

gel.

Visualizacion de los geles de agarosa

1.

2.

Una vez concluida la migracion de fragmentos de ADN, el gel se coloco en la base
del transliminador de la luz UV.

Se encendi6 la camara fotografica y la lampara de luz UV del foto-documentador,
se enfoco la imagen y se tomd la fotografia del gel.

3.6 Metodologia de medios de cultivo
Para la preparacion de medios de cultivo se necesitaron pesar los siguientes reactivos:

@~

Cuadro 22: Reactivos del medio de cultivo

Gramos Reactivos

29.25¢ Papa dextrosa agar
05g¢g Agar bacteriologico

750 ml Agua destilada

Se peso 29.25¢g de papa dextrosa agar en una balanza analitica.

Se agreg6 100ml de agua destilada.

Se fue agitd poco a poco el matraz, hasta que quedd completamente disuelto el
agar papa.

72



8.

Se agreg6 0.5 agar bacteriolégico, se agito hasta quedar disuelto.

Se agrego6 650 ml de agua destila restante.

Se meti6 el medio de cultivo al autoclave alrededor a 120°C durante 20 minutos,
con el fin de esterilizarlo.

Posteriormente se vacio los medios de cultivo en las cajas Petri.

Figura 14: Preparacién de medios de cultivo (Elaboracién propia)
Se dejaron los medios de cultivo durante 24 horas a temperatura ambiente, con la
finalidad de ver que no estuvieran contaminados.

3.7 Conteo de levaduras:
Para llevar a cabo esta metodologia, se ocuparon las S|gwentes cervezas

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

10)Erdinger Dunkel
11) Porfirio

Ingrata Tentacién
HyP

Iron Maiden
Oaxaca de noche
La Trappe

Blue Moon
Sohnfeld
Inextremis
Hopulencia

12)Tecate Figura 15: Cervezas (Elaboracién propia)

En condiciones estériles se fue agregando 1ml de la muestra de la cerveza
correspondiente en los medios de cultivo de agar papa

Se incubo los medios de cultivo durante 48 horas, después de ese lapso de tiempo,
se llevo a cabo el conteo de las levaduras



3.8 Metodologia de determinacion de presencia de ocratoxina A:
1. Se tomé de cada una de las botellas de cerveza 5 ml.

Figura 16: Cervezas para el analisis de micotoxinas (Elaboracion propia)

2. Sele agreg6 1 ml (Solucién con NaCl al 1.5% y bicarbonato al 2%) a cada uno de
los 5ml de cerveza

Figura 17: Peso de reactivos (Elaboracion propia)

3. Se mont6 columnas monoclonares y las bombas, y se pasaron 6ml de las
muestras con la solucidén mencionada anteriormente.
4. Se dejo pasar toda la cerveza por las columnas y queddé dentro de frascos



® NS

9

Figura 18: Columnas monoclonales (Elaboracion propia)
Se lavo con 1 ml de la solucion que contenia 5g de NaCl y 0.5% de bicarbonato
en 200 ml de agua destilada.
Posteriormente se agreg6 10 ml de agua destilada por las columnas monoclonares
Se retiraron los frascos de cada cerveza, después se pusieron tubos de cristal.
Se agrego 1.5 ml de revelador ocratest.
Al término de su paso por las columnas se llevé al fluorometro.

10.Previamente se calibro.
11.El fluorometro nos di6 la lectura de la cantidad existente de ocratoxina A en cada

una de las cervezas.

Figura 19: Fluorometro para la determinacion de micotoxinas (Elaboracién propia)



Capitulo IV Resultados

4.1 Resultados del Objetivo particular 1:
Disefiar primers, para identificar la levadura Saccaromyces Cerevisae mediante
programas bioinformaticos.

Con la ayuda de programas bioinformaticos se disefiaron los primers especificos para la
levadura de Saccharomyces cerevisiae. Se buscé que cumplieran con las caracteristicas
necesarias para ser utilizados.

Después de realizar el disefio de los primers, se hace el calculo de la temperatura de
alineacion, con la ayuda de nuestras secuencias obtenidas, las cuales se muestran en el
anexo 2.

Los primers disefiados con el programa bioinformatico resultaron correctos, ya que se
pudo obtener amplificados de levaduras Saccaromyces Cerevisae con una amplificacion
de 564pb.

4.2 Resultados del Objetivo particular 2:
Especificidad de los primers de Saccaromyces cerevisae mediante PCR

Se realizé la prueba de especificidad para los primers disefados de levadura
Saccaromyces cerevisae. Se utilizaron muestras de especies cercanas y lejanas.

C1 c2 C3 C4 C5 C6 C7

— i e T YT T T Y Y X TN TRy -
’ -y -~ .-
1000 pb—»
500 pp—» - —» 564 pb
100 pb—»

Figura 18. Se realizé un gel a una cocentracion de 1%, se corrié a 90v,con primers de
Saccaromyces cerevisae, con un amplificado de 564 pb. Carril 1 (C1) marcador de peso



v

molecular, carril 2 (C2) blanco, carril 3 (C3) control positivo, carril 4 (C4) avena, carril 5
(C5) pollo, carril 6 (C6) zanahoria, carril 7 (7) puerco, carril 8 (C8) cana, carril 9 (C9) maiz,
carril 10 (10) trigo.

En el gel de especificidad podemos observar en el carril 2 (C2) donde se encuentra el
blanco no amplificd, lo que significa que este, no se encuentra contaminado, el carril 3
(C3) amplificd, donde se encuentra el control positivo de la levadura. En el carril 6 se
encuentra maiz y la muestra 7 con trigo se muestran ligeras amplificaciones, esto es
debido a que son especies similares y donde se puede encontrar cierto porcentaje de
Saccaromyces Cerevisae.

4.3 Objetivo particular 3:
Identificar levaduras Saccaromyces cerevisae mediante la técnica de PCR para detectar
Su presencia en cerveza.

ct C2 C3 C4 C5 C6 C7

1000 pb—»
500 ppb—» — —— —» 564 pb

100 pp—»

Figura 19. Se realiz6 un gel con una concentracion al 1% a 90v, y primers de
Saccaromyces Cerevisae con un amplificado de 564 pb. Carril 1 (C1) marcador de pasos,
carril 2 (C2) blanco 1, C3 blanco 2, C4 control positivo1, carril 5 (C5) control positivo 2,
carril 6 (C6) cerveza Erolinger y carril7 (C7) cerveza La Trapper.
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Se observa que en el carril (C4) que amplificd el control positivo numero1, en el carril 5
(5) amplifico el control positivo 2, en el carril 6 (6) amplificd la cerveza Erolinger, en el
carril 7 (C7) observabamos que amplifico ligeramente la muestra de cerveza La Trapper.
En ambos controles positivos, amplificaron satisfactoriamente, o que nos indica que
cualquiera de estos puede ser utilizada en los geles.

El programa de la PCR se realizd para 5 cervezas. Los L finales de cada uno de los
componentes para la PCR salen del resultado de multiplicar cada una de las cantidades
establecidas por el numero de muestras, en este caso 5.

Cl1 C2 C3 C4 C5 Cb6 C7

1000 pb —»
500 pb —» -— —_ —»564 pb

100 pb —»

Figura 20. Gel de electroforesis a una concentracion al 1%, se corrié a 90v, con primers
de Saccaromyces cerevisae con un amplificado de 564 pb. En el carril 1 (C1) Marcador
de 100 pb, carril 2 (C2) blanco, control negativo, carril 4 (C4) control positivo
(Saccaromyces cerevisae), carril 5 (C5) cerveza The Guinnes, carril 6 (C6) cerveza
Sohnfeld, carril 7(C7) cerveza Hopulencia.

En el gel se observa que el blanco no esta contaminado, en el carril 3 se dej6é un pocillo
libre para evitar una mezcla del control positivo con el blanco. En el carril 4 se muestra
que amplificé el control positivo, carril 5 no amplificé la cerveza The Guinnes pues no
contenia la levadura Saccaromyces Cerevisae, por filtrado y porque no se encuentra en
el conteo de levaduras y porque son cervezas comerciales, en el carril 6 la cerveza
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Sohnfeld amplifico al igual que el carril 7 con la cerveza Hopulencia. Todas las muestras
que amplificaron fueron en los 560 pares de base aproximadamente.

C1 C2 C3 C4 C5 Cb6 C7 C8

1000 pb —
500 pp—»

—» 564 pb

100 pb—»

Figura 21. Gel de electroforesis a una concentracion al 1%, corrido a 60v. Carril 1 (C1)
Marcador de pasos, carril 2 (C2) blanco, carril 4 (4) cotrol positivo Saccaromyces
cerevisae, en el carril 5 (C5) cerveza The Trooper, carril 6 (C6) cerveza Ingrata Tentacion,
carril 7 (7) cerveza Oaxaca de Noche, carril 8 (8) cerveza Blue Moon.

En el gel amplificd a 564pb, que en el carril 2 se encuentra el blanco, el cual no amplifico
y esto nos indica que no esta contaminado, en el carril 4 amplificé el control positivo, en
los carriles 5 y 6 no amplificaron las cervezas The Trooper e Ingrata Tentacion, mientras
que en los carriles 7 y 8 amplificaron las cervezas Oaxaca de noche y Blue Moon.
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Se realizd la electroforesis con 4 diferentes cervezas

Ct € C3 C4 C5 Ce C7 C8

a2l

1000 pb—»
500 pb—p  © - ‘- —» 564 pb

100 pp—»

Figura 22. Gel de electroforesis a una concentracién al 1%, se corrié 90v. Carril 1 (C1),
marcador de pasos, carril 2(C2) blanco, carril 3(C3) control positivo Saccaromyces
cerevisae, carril 4 (C4) cerveza H&P, carril 5(C5) cerveza Portfirio, en el carril 6 (C6)
cerveza Inextremis, carril 7 (C7) cerveza Hopulencia.

En gel podemos observar que amplifico a 564 pb, en el carril 2 salié limpio el blanco, carril
3 amplificd nuestro control positivo, mientras que el carril 5 con la cerveza Portfirio
amplificd, mientras que en los carriles 4, 6 y 7 con las cervezas H&P, Inextremis y
Hopulencia correspondientemente.
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1000 pb—>

500 pb—» e ———— —_——- —» 564 pb

100 pb—»

Figura 23. Gel de electroforesis a una concentraciéon al 1%, se corrié a 60v. Carril 1(C1)
marcador de pasos, carril 2(C2) blanco, carril 3(C3) control positivo Saccaromyces
cerevisae y en el carril 4 (C4) cerveza H&P.

En el gel se observa que el carril 2 no amplificé el blanco, lo que nos indica que no se
contaminé al momento de experimentar, en el carril 3 amplificé nuestro control positivo y
en el carril 4 amplificé la cerveza H&P.

Como se puede observar en cada uno de los geles que se realizaron, solo amplificaron 8
cervezas, el resto de las cervezas que no amplificaron en gran medida se debe al proceso
sofisticado que llevan al momento de la filtracion. En la mayoria de los casos existen tres
filtraciones. La ultima filtracién se encarga de eliminar los ultimos restos que puedan
quedar de la fermentacién, evitando la formacion una especie de mucosa, lo que podria
provocar mas adelante que la cerveza saliera turbia. Por esa parte del proceso, se dice
que es tan sofisticada la maquinaria utilizada en las grandes empresas, que impide el
paso de las levaduras y por esto es dificil obtenerlas en cervezas comerciales, pues en
artesanales fue donde se encontraron con mayor contenido de levaduras.
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4.4 Objetivo particular 4:

Analizar ocratoxina A en cervezas comerciales y artesanales mediante anticuerpos
monoclonales por columna, para verificar la calidad en estas.

Para llevar a cabo el andlisis estadistico de ocratoxinas A, se realiz6 un ANOVA en donde
hubo una diferencia altamente significativa entre las diferentes marcas de cervezas. Se
llevé a cabo una comparacion de medias de Tukey (p < 0.05). La cerveza Oaxaca de
Noche, fue diferentemente significativa a todas las cervezas. Ingrata Tentacion, Portfirio
e Inextremis fueron iguales significativamente y las cervezas H&P, Iron Maiden, La
Trappe, Blue Moon, Sohfeld, Hopuencia, Erdinger Dunkel y Tecate fueron iguales
significativamente, pero diferentes a las mencionadas anteriormente.

Figura 20. Ocratoxina en diferentes marcas de cerveza
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Cervezas

En el grafico podemos observar que la cerveza con mayor presencia de ocratoxina A, fue
Oaxaca de noche, con una concentracion de 19 /L, la cerveza Portfirio, Inextremis e
Ingrata Tentacién con una concentracion 8.17 p/L, 7.93 p/L y 7.30 u/L respectivamente.

En la cervezas que presentaron menor concentracion de ocratoxina A fueron, H&P (2.86
p/L), Iron Maiden (2.23 p/L), LaTrappe (3.9 p/L), Blue Moon(1.73 /L), Sohnfeld (3.4 u/L),
Hopulencia(1.4 p/L), Erdinger Dunkel (2.10 p/L), Tecate (2.03 p/L).
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INGENERIA EN ALIMENTOS

Todas las muestras de cerveza presentaron ocratoxina A, pero solo Ingrata Tentacion,
Portfirio,Inextremis y Oaxaca de noche sobre pasaron el maximo limite permitido de 5ug/L
por la Union Europea (2005). (Union, 2005 ).

4.5 Objetivo particular 5:
Cuantificar levaduras de Saccaromyces cerevisae en medios de cultivo en cervezas
comerciales y artesanales

Conteo de levaduras:

Después de 48 horas se obtuvieron los siguientes resultados:

Figura 21: Ausencia de levaduras en cerveza

En la figura las cervezas Iron Maiden, La Trappe y Blue Moon no presentaron
crecimiento de colonias de levaduras, con esto podemos confirmar que las cervezas
comerciales pasan por un proceso de filtracién en donde se eliminan las levaduras y las
cervezas ya envasadas no contienen a Saccaromyces cerevisae.



Figura 22. Levaduras en cervezas (Elaboracién propia)

Las muestras de cerveza en la figura - A que si presentaron levaduras durante 48 horas
de incubacién en medio de cultivo papa dextrosa agar fueron las cervezas Erdinger
Dunkel (1) es una cerveza comercial en la que no pasa por un proceso de filtracién en la
que puedan eliminarse las levaduras. Portfirio(2), Oaxaca de Noche(3) son cervezas
artesanales que pasan por un proceso de filtracién menos controlado y pudimos observar
las unidades formadoras de colonias (UFC) de las levaduras.

Las cervezas H&P, Hopulencia, Sohnfeld y Portfirio se repitieron, debido a que no fue
posible el conteo de las levaduras, debido al gran numero de unidades formadoras de
colonias de levaduras como se puede observar en la figura B.



Cuantificacion de numero de levaduras:

En el anexo 3, podemos observar el resultado del analisis de ANOVA entre las diferentes
cervezas con respecto a la presencia de sus levaduras. En el cual se observd una
diferencia altamente significativa, de las unidades formadoras de colonias entre las
diferentes marcas de cerveza.

En la comparacion de medias por Tukey (p < 0.05), la cerveza Oaxaca de noche fue
diferentemente significativa a todas las cervezas. En la cerveza H&P fue también
diferente a las demas cervezas. Sohnfeld, Hopulencia, Dunkel, Portfirio, Ingrata
Tentacion, Iron Maiden, Blue Moon, Inextremis y Tecate fueron iguales
significativamente, pero diferentes a las mencionadas anteriormente (Grafica3).

Figura 23. Levadura en diferentes marcas de cerveza
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En el grafico 3 podemos observar que la cerveza Oaxaca de noche tiene mayor presencia
de levaduras con una concentracion 149 UFC. Las cervezas Sohfeld, Hopulencia,

85



i

Erdinger Dunkel, Portfirio con una concentraciéon de 10.67 UFC, 30.7 UFC,16 UFC y18
UFC respectivamente. Mientras que Ingrata Tentacién, Iron Maiden, La Trappe, Blue
Moon, Inestremis y Tecate se obtuvo una concentracion de 0.0 UFC..

En las cervezas Oaxaca de noche, Portfirio, H&P, Hopulencia, Erdinger Dunkel, Sohfeld
e Inextremis en donde hubo presencia de levadura Saccharomyces cerevisae en los
medios de cultivo de papa dextrosa agar también se pudieron detectar molecularmente
en estas mismas cervezas, obteniendo los amplificados (564 pb) especificos para la
levadura. En la cervezas donde no se presentd ningun amplificado, con los primers
especificos para la levadura tampoco se desarrollaron en los medios de cultivo.



Conclusiones:

El disefio de los primers para Saccaromyces cerevisae mediante programas
bioinformaticos fue exitosa ya que se obtuvo un implificado de 564pb en la zona de interés
del ADN mitocondrial.

Al evaluar la especificidad de los primers, estos amplificaron para levaduras, a pesar que
hubo una ligera amplificacion en trigo y maiz, debido a que ambas pueden llegar a tener
un porcentaje de levadura.

Se identifico presencia de levadura Saccaromyces cerevisae en las cervezas Oaxaca de
noche, Portfirio, H&P, Hopulencia, Erdinger Dunkel, Sohfeld, Inextremis e Ingrata
Tentacion mediante la técnica de PCR.

En las cervezas Tecate, XX Lager, Rey de diamantes, Siete siete siete, Indio, Victoria,
Corona, Tierra blanca, Guinnes, Iron Maiden, no se detectdé ningun fragmento
amplificado para Saccharomyces cerevisiae, lo que indicé que no hubo presencia de
levaduras.

En las 8 cervezas que amplificaron molecularmente, también presentaron desarrollo de
levaduras en los medios de cultivo papa dextrosa agar. La ingesta moderada de
levaduras nos ayuda al cuerpo humano a prevenir enfermedades cardiacas, como
algunas otras enfermedades, es rica en antioxidantes y vitaminas que estan
comprobadas en la literatura.

En las cervezas que presentaron mayor concentracién de ocratoxina A fueron las
artesanales, esto puede ser debido a que no tiene estandares de calidad a diferencia de
las cervezas comerciales que presentaron menor concentracion de la micotoxina.

Las cervezas Oaxaca de Noche, Portfirio, Inextremis, Ingrata Tentacién estuvieron, por
arriba del limite maximo permitido (5ug/L) por la Unién Europea (2005).

En México siendo el primer exportador de cerveza a nivel mundial y el cuarto productor
de esta, no existe alguna legislacion que indique los niveles maximos permitidos de
levadura Saccaromyces cerevisae y no existen normas que establezcan los limites
maximos de micotoxinas en cervezas.



Glosario

ADN: Molécula que contiene la informacion genética en todos los seres vivos. La
molécula de ADN consiste en dos cadenas que se enrollan entre ellas para formar una
estructura de doble hélice. Cada cadena tiene una parte central formada por azucares
(desoxirribosa) y grupos fosfato. Enganchado a cada azucar hay una de las siguientes 4
bases: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T).

Agarosa: La agarosa es una fraccion extraida de algas productoras de agar y es la
responsable fundamental del poder gelificante de éste.

Aminas bidégenas: Las aminas bidbgenas son compuestos nitrogenados que se localizan
en alimentos y bebidas fermentados por bacterias lacticas.

Cetoacido: Son acidos organicos que contienen un grupo funcional cetona y un grupo
carboxilo.

Coalescencia: Es la propiedad de las cosas de fundirse o unirse. Las sustancias o los
materiales coalescentes son aquellos que pueden unirse en un unico cuerpo.

Deuteromicetos: También llamados hongos imperfectos incluyen un gran niumero de
especies de reproduccion unicamente asexual, ya sea porque no tienen o porque no se
conoce su reproduccion sexual.

Endomembranoso: Es un grupo de membranas y organelos en las células eucariontes
que trabajan en conjunto para modificar, empacar y transportar lipidos y proteinas.
Incluye una variedad de organelos, tales como la envoltura nuclear y los lisosomas, el
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi

Estrés Osmoético: Situacion desfavorable en un organismo, tejidos o células provocada
por un desarreglo osmotico usualmente provocado por la falta de agua.

Ergosterol: Es un esterol que se encuentra en los hongos, y el hombre de ergot, un
nombre comun para los miembros del género fungico Claviceps de la que el ergosterol
fue aislado por primera vez.

Fluorocromo: Sustancia que se emplea para marcar anticuerpos u otras moléculas, por
su propiedad de emitir luz de una determinada longitud de onda, cuando se le estimula
con un laser o con luz ultravioleta.

Fosforilados: Es la introduccion de un grupo fosfato dentro de una biomolécula, en un
proceso que normalmente esta controlado por una fosforilasa

Glicoproteinas: Las glicoproteinas son proteinas (principalmente las proteinas
intrinsecas de membrana y de secrecion) que son modificadas después de la traduccion
para unir covalentemente una parte oligosacarida.

Isocumarina: Es una lactona, un tipo de compuesto organico natural.


https://definicion.de/propiedad/
https://definicion.de/cuerpo

Lipolitica: Que produce la hidrélisis o desdoblamiento de las grasas dando lugar a acidos
grasos libres.

Mananos: Son un tipo de glucidos derivados de la pared de la célula de la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

Monocatenario: El genoma de los virus puede ser monocatenario o bicatenario de ARN
o ADN, y pueden utilizar o no la transcriptasa inversa.

Molibdeno: Elemento quimico de niumero atémico 42, masa atomica 95,94 y simbolo
Mo; es un metal del grupo de los elementos de transicién, de color blanco, duro y
maleable y propiedades quimicas similares a las del cromo.

Periplasmico: Espacio que se encuentra entre la membrana citoplasmica y la membrana
externa de bacterias gram-negativas.

Polifosfatos: El polifosfato es un producto solido de cristales vitreos irregulares e
incoloros con excelentes cualidades como estabilizador de dureza y con propiedades
secuestrantes y dispersantes de las durezas magnésicas.

Psudomicelios: Pseudomicelio: conjunto de células encadenadas originadas por
gemacion sin constituir un verdadero micelio. Aparece en las levaduras.

Saprofita: Es el adjetivo que se emplea para calificar a los organismos cuya
alimentacioén consiste en ingerir sustancias organicas en estado de descomposicién.

Teratogenicidad: Es una manifestacion de toxicidad en la reproduccion, caso particular
de la embrio-fetotoxicidad, demostrada por la produccién o el incremento de la frecuencia
de malformaciones estructurales, congénitas, no-hereditarias.

Toxigénicos: Son los productores de toxinas en el alimento y dan lugar a intoxicaciones.

Trasminados: Filtrarse o pasar a través de alguna cosa un liquido, un olor, etcétera.


https://definicion.de/adjetivo/
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Anexos

Anexo 1: (Casado, 2006)

Disefo de Primers: (Marin, 2016)

Se disefiaron primers, para identificar la levadura Saccaromyces cerevisae mediante
programas bioinformaticos, con estos primers, se verificd que sélo amplificaran para este
tipo exclusivo de levaduras cumpliendo asi, con el objetivo particular 1:

Entramos a la pagina de National Center for Biotechnology Information (NCBI),
colocamos la seccion de nucleotide para posteriormente ingresar el nombre de nuestra
levadura y seleccionar la mas adecuada y obtener el Gi.

—_
4.

o0

oM

~0

O
8.

Chain 5. S. cerevisiae spliceosomal posit-catalyiic P complex
214 bp linear other

Accession: 6BKS8_5 Gl 1347870188

Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Chain 2, S. cerevisiae spliceosomal post-catalytic P complex
1.175 bp linear other

Accession: 6BKS8_2 Gl 1347870187

Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Chain 2, Cryo-EM structure of a late pre-40S ribosomal subunit from Saccharomyces cerevisiae
1.800 bp linear other

Accession: BEML_2 Gl: 1285033912
PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Saccharomyces cerevisiae strain CW252 mitochondrion, complete genome
70,523 bp circular DNA

Accession: MGO16964 1 GI- [EXEEEFEEE

Protein  JTaxonomy

GenBank FASTA Graphics

Chain Z Crystal structure of Ku70/80 and TLCA1
30 bp linear other
CC i Ny 5 Gl 1 1391401

2) Ya teniendo el Gi, nos dirijimos a la pagina PrimerQuest Tool | IDT - Integrated DNA

Technologies.

Dar clic en la parte inferior ID para posteriormente escribir el Gi

PrimerQuest Tool

AssayDesign = Results

Help ' About

Sequence Entry

~  Enter sequence(s) manually

Paste sequence(s) here._

Hints

* Paste your sequence into the Textbox

» Addupto 50 sequences in FASTA
format

= Sequence length must be greater than
80 bases

Sequence Name

« PrimerQuest accepts only nucleic acid
bases

]

I »  Download sequence(s) using Genbank or Accession Ib

»  Upload sequences in an Excel file

3) Ingresar el Gi en el recuadro NCBI ID#, despues dar clic en el boton Get Secuence,
esperar unos segundos hasta que aparezca nuestra secuencia.

97


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.idtdna.com/PrimerQuest/
https://www.idtdna.com/PrimerQuest/

PrimerQuest Tool

Assay Design Results /

Sequence Entry

HelpAbout /

»  Enter sequence(s) manually

* D using G or A ion ID
Nwos (o QD

GATCAATTAA GTATCCTTTCAAGAGGGAGTAGCTTTCAGTTTCGAATGGCACCA ‘CAAAAAATAGCTATGGGAAACATGTCTTTC

ATGAACGTTCGAAAAGATATGAGTGCATCGCTTCATTTTTTTATTATGATAGTTACAAAAATATTTGATTTGAGACACCTAATGAAACCAAA
GAGGAACTCACCCATCGTGGTACATGTTTATTTGAGGGTTTATTTTTCCTACGCAATGGTATACTTTTAATACTCTCAACTCCTTGATTGTT
TGTGTATTGTCCCTTCCTTCTTTGATTTTATATCATAGAGATATATGACTAACTTTTTTITTITTITATTATAGGAATTTTTTGCATCTCAAGTAG
GTGGTGTTCAAAGAGTTTTGTTGAGTTATAACGAAAGGGGCCAATCTACTGGTATGGCTAACATCACATTCAAAAACGGTGAATTGGCCA
GAAGGGCTGTTGAAAGATTTAACGGCTCTCCAATCGATGGAGGCAGATCAAGATTGAGACTTAACCTAATCGTTGATCCAAACCAACGCT
CAGTCAAAAGTTTAGCCGACAGGATCAAGGCTATGCCACAAAAAGGCGGAAACGCTCCAAGACCAGTAAAGAGGGGTCCAAATAGAAAA

Sequence Name

I - oo c< v

Hints

Enter Genbank or Accession ID
NM_001111 or 301601652
Comma Separated for Batch
NM_001234, 301601652

Sequence length must be greater than
80 bases

PrimerQuest accepts only nucleic acid
bases

4) Dar clic en el boton PCR 2 Primers, esperar unos segundos para obtener la siguiente

pagina.

‘ »  Enter sequence(s) manually

- Download sequence(s) using Genbank or Accession ID

Hints
NCBI ID#

GATCAATTAATTTTGTATCCTTTCAAGAGGGAGTAGCTTTCAGTTTCGAATGGCACCATTTTCAAAAAATAGCTATGGGAAACATGTCTTTC
ATGAACGTTCGAAAAGATATGAGTGCATCGCTTCATTTTITTATTATGATAGTTACAAAAATATT TGATTTGAGACACCTAATGAAACCAAA
GAGGAACTCACCCATCGTGGTACATGTTTATTTGAGGGTTTATTTTTCCTACGCAATGGTATACTTTTAATACTCTCAACTCCTTGATTGTT
TGTGTATTGTCCCTTCCTTCTTTGATTTTATATCATAGAGATATATGACTAACTTTTTTTTTTTTATTATAGGAATTTTTTGCATCTCAAGTAG
GTGGTGTTCAAAGAGTTTTGTTGAGTTATAACGAAAGGGGCCAATCTACTGGTATGGCTAACATCACATTCAAAAACGGTGAATTGGCCA
GAAGGGCTGTTGAAAGATTTAACGGCTCTCCAATCGATGGAGGCAGATCAAGATTGAGACTTAACCTAATCGTTGATCCAAACCAACGCC
CAGTCAAAAGTTTAGCCGACAGGATCAAGGCTATGCCACAAAAAGGCGGAAACGCTCCAAGACCAGTAAAGAGGGGTCCAAATAGAAAA

80 bases

bases

)

Sequence Name

NM_001111 or 301601652
Comma Separated for Batch
NM_001234, 301601652

Sequence length must be greater than

PrimerQuest accepts only nucleic acid

‘ »  Upload sequences in an Excel file

Choose Your Design
| e

5) La siguiente pagina nos da la secuenciacion y donde esta la presencia de los Primers

PrimerQuest Tool

Assay Desizn Results /

Assay Set Locations for Sequence 1

HelpAbout /

<

2leRelelis 2188 |n order to export results youmust Login

I
1 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000 16000 17000 18000 19000 20000 21000 22000 23000 24000 25000
>

CUSTOMIZE ASSAY DESIGN SHOW CUSTOM TARGET REGIONS

6) Elegir el correcto, esto se realiz6 mediante 3 parametros importantes. Escoger el que
tenga el mismo porcentaje de Guanina y Citosina, que sean la misma longitud entre los
dos y la misma Tm. Despues de elegir la que cumpla las mejores caracteristicas, dar clic

en la parte que dice View Assay Details.


https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Details/0_0

(81312388 In order to export results you must Login CUSTOMIZE ASSAY DESIGN SHOW CUSTOM TARGET REGIONS

[ set 1 Sequence 1

Start Stop Length  Tm GC%
Amplicon Length: 509 Forward 41414 41434 20 62 50
View Assay Details Reverse 41901 41923 22 62 40.9
[ set 2 Sequence 1

Start Stop Length Tm GC%
Amplicon Length: 382 Forward 52188 52210 22 62 50
View Assay Details Reverse 52548 52570 22 62 50
[ set 3 Sequence 1

Start Stop Length Tm GC%
Amplicon Length: 564 Forward 51667 51689 22 62 50
View Assay Details Reverse 52209 52231 22 62 50

7) Nos muestra nuestra secuencia completa, asi como la secuencia reversible, de cada
una de ellas. Para ver los detalles de cada una de las secuencias, debemos entrar a su
Blast y Hairpin.

PrimerQuest Tool

Assay Design Results / HelpAbout /

Sequence 1 Assay Set 3 Details

BACKTO RESULT:

Parameter Set: General PCR (Primers only)
Sequence Name: Sequence 1
Amplicon Length: 564

Start Stop Length Tm GC%
Forward CTTGAGGCTAGGAGCGTTATTC (Sense 51667 51689 2 62 50
Reverse CCTCCACCTCGTTTCTTAGTTC (AntiSense) 52209 52251 2 62 50
51401 CCTTTGTATATGGGTATAGCGRACARACCT TTGTGGGEATATTATTGTCCECTGCCCTAGTTARCCCGTATGCCTTCTTGCTGGARGATATGACAGAGAL
51501 AATATGAGCATCCTCECCTAATTGGCCCTGCTTTIGEGCATCEATCARGECTTGCARGTTIGEAACCTGAGCCCGARATTARTACGACRATTCTGGCCATA
51601 GCTTTT TTATTGATGTGIGTTGGCTCTCACCTGCGCTTGCTGCARGTTARATCATCARCCTTGAGGC TAGGAGCGTTATTCARCTTTAGAAGT

51701 GICTTCTCTICATAARCTACTCTATATAACTTTCCTCTIGCTGGARTARARAACAGGTCAGAGTCACTAGCARCGAGTCACTCAT TCGRATCCTTGCTGR
51801 CGCTTTTAGTCITTATGCTGARATCTATCTTCGRAGTC B ARTGCATTTTTARACTATCACTAGRACTACCATTTTAGAGCGAGCAGRAGGTTC

51801 CTCTTTTCTTARACAAGTATAATTTTCCTTTTTGGATTGTACTTTATATTCT TACACTARACGGCCCCTAGATGTCACCTGAGCTGTAGTCAATGTATAL
52001 ACCCATTCACCGCACCAGATAGTAAGTTGAARAGTGTATCATCTTTAATATGAATATGARAGAATGAAGTGGAGT TCATCCATATTTCACAAGEARAGAA
52101 GACTCCARCTCARACAGTTGAGTGTTCCATATACATTCTGTITCAATGATARATTTAGAGGATTACT! AGRTGARACGCCTGEGCCTGATAGGGRAC
52201 CGACTAATGAACTAAGAAACK LACCATCACTCTGATGEARCTGCTGARAGTGTCCGARTTGAAGEATATTTGCAGGTCTGTATCTTTCCC
52301  GGTTTCCGEGTCGCARGGCCGTTCTACAGEACCTTATCAGEARTTTCTTGCAGRACGCTTTAGTAGTAGECARGTCTGATCCTTATAGRGT TCARGCCGTT
52401 RARTTTCTCATAGRACGGATCAGARRCRATCAACCTTTGCCTGTTTATARAGATCTTTGGRACCCTTT. 7 TACCCCATTGAGTGCTATCACAG

52501 TACGTTCTATGGAGGGGCCTCCCACGGTGCAGCAGCARTCACCTTCCET TATTAGGCAGTCTCCCACTCAACGGCGGRAARACGTCTACCACATCTTCCAC
52601 ATCTCGTGCACCACCACCTACARRTCCAGATGCCICTICTTICTTCATCATCTTTTGCTGTACCGACARTTCATTTTARAGAGTCTCCATTTTACARAATA
52701 CRRAGGCTAATCCCTGRATTAGTGATGAACGTGGARGTCACAGGCGGARGAGGTATGTGCTCTGCGARATTTARATTGTCCARRGCAGACTATARTCTAT

52801 TARGTAACCCGAATAGCARACACAGGCTATACTTATTTTCTGGEATGATTAATCCATTAGGATCCCGAGGTAATGAACCCATCCAATTTCCATTCCCARA
52801 TGRATTAAGETGCRATAATGTTCRAATCAAAGATAATATA TTTCARGRCTARGCCCECECACAGCTARGCCEGL! TTTAACGCCTCATCTCARR
53001 CCTTATACTCAACRAAACAATGTGGAGCTGATATATGCCTTCACCACH TACALGCTATTTGGGTACATTGT. ATGATCACTCCGGAGCAAC
53101 TCCTGGA TATTACAGCATCCARRAATTATTARRCAAGCCACGTTACTTTACTTGARRARRACACTTCGGGAGGATGAAGRARTGGECTTGACTAC

53201 CACATCTACTATCATGAGTCTGCARTGTCCAATTTCGTACACARGRATGARATACCCTTCARARTCAATARATTGTARGCATCTGCERTGTTTTGRTGCR
53301  TTATGGTTCCTACACTCCCAACTACRARTTCCTACGTGECARTGCCCAGTATGTCARATT GATATAGCTTTGEARRATTTAGCAATTTCCEAATTTGTITE
53401 ATGACATTTTACAGRACTGTCA AACGTTGARCAGGTAGARCTTACTICTGATGETARGT GEACAGCCATATTGGARCACCATGRTGACAGCCACAG




8) Seleccionamos la opcion “Hairpin”, de la secuencia de Forward. Ahi debemos
comparar si las condiciones de Tm a la que forma otras estructuras, no coincidan con las
temperaturas que obtenemos en el programa de la PCR. Si estas difieren, es correcta la
eleccion.

General Information e
== RunDate: 3/15/2018 5:05:37 PM
CTTGAGGCTAGGAGCGTTATTC Nucleotide Type: Sequence Type:
Temperature Max Foldings
25 fc
Na Concentration Start Position
(50 _Jmm (|
Mg Concentration Stop Position
0 Jmm ]

Suboptimality

[0 s ORDER

Structures

Structure Name I
1

E]
(-]

e AG (kcal.mole?) | T, (-C) AH (kcal.molet) AS (cal.K*mole?) OQutput

-0.75 36.8 19.7 -63.56

2 045 32 197 -64.57 Det
3 -0.44 319 -19.3 -63.27 Det

*Note dNTP Concentration is not taken into account.

9) Ahora en la parte de Blast, de la secuencia Forward, le damos clic, ya en la nueva
pagina, nos dirigimos a buscar el boton de blast, antes de darle clic debemos poner la
opcion de mostrar los resultados en una nueva pestaia.

Choose Search Set

Database (OHuman genomic + transeript OMouse genomic + transcript OOthers (nr elc.)
[Nucleotide collection (nrnt) Ve

Limit by Oorganism OBioProjectlD OWGS Project

Organism

Optional [ | OExclude [+
Enter organism commeon name, binomial, or tax id. Only 20 fop taxa will be shown. &

Exclude [ Models (xM/xP) U i sample

Optional

Limit to [J Sequences from type material

Optional

Entrez Query I | YoulE) Create custom database

Optional Enter an Enfrez query to limit search &

Program Selection
Optimize for O Highly similar sequences (megablast)
) More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
® Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &)

BLAST Search using Blastn (Optimize for somewhat similar sequences)

(¥4 Show results in a new window

) Algorithm parameters

10) Este paso es de suma importancia, debemos verificar que nuestro primer
seleccionado, en este caso, debe alinear al 100% para la levadura de Saccharomyces
cerevisiae, la cual esta indicada en color rojo. Y esto debe ser asi porque si codifica para
alguna especie mas, no sabremos cual de ellas es la que tenemos dentro de nuestro
producto.
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Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &)

Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores

W <40 W 40-50 ms0-80 W=0-200 W>=200

| I I Q“ml I |

1 4 8 12 16 20
41 Alignments o

Description s’\:::(e :;lll S:::r’ VaIIEue Ident Accession

O cerevisiae strain CEN.PK113-70 1V, complete sequence 441 441 100% [0.018 | 100% il1329886520|CP022963 1
O cerevisige sirain UNOPS03-461.4 IV. complete sequence 441 441 100% |0.018 [100% gil1163011376|CP020228 1
O cerevisiae strain YPS128 IV, complete sequence 441 441 100% |0.018 |100% gil1163011074|CP020211.1
O cerevisiae strain Y12 IV, complete sequence 441 441 100% |0.018 |100% @il1163002709ICP020194.1
O cerevisiae strain SK1 IV, complete sequence 441 441 100% |0.018 |100% gil1163002325|CP020177.1
O cerevisiae strain DBVPG6765 IV, complete sequence 441 441 100% |0.018 |100% gil1163001983ICP020160.1
[J Saccharomyces cerevisiae strain DBVPG5044 chromosome IV, complete sequence 441 441 100% |0.018 |100% @il1163001656ICP020143 1
O cerevisiae strain S288¢ 1V, complete sequence 441 441 100% |0.018 |100% ail1163001453|CP020126.1
O cerevisiae YJM1573 IV sequence 441 441 100% |0.018 | 100% 0il1115569198/CP004748.2
O cerevisiae YJM1447 d IV sequence 441 441 100% |0.018 |100% qil1115569196/CP004738 2
O cerevisiae YJW1402 d IV sequence 441 441 100% |0.018 |100% qil1115569195|CP004728.2
O cerevisiae YJM1381 d IV sequence 441 441 100% |0.018 |100% ail1115569193|CP004718 2
O cerevisiae YJM1307 cl IV sequence 441 441 100% |0.018 |100% ail1115569189ICP004708.2
O cerevisiae Y.Ji1199 o IV sequence 441 441 100% |0.018 |100% gil1115569188]CP004698.2
O cerevisiae YJM981 IV sequence 441 441 100% |0.018 |100% gil11155601841CP004688 2
O cerevisiae YJM627 IV sequence 441 441 100% |0.018 |100% @il1115569183|CP004678.2
O cerevisiae YJM326 IV sequence 441 441 100% m 100%

1

11) Después de verificar que el primer amplifique solo para la levadura estudiada, nos
dirigimos a darle clic al primer seleccionado, para ver las especificaciones que este tiene
y que cumpla con los rubros que deseamos.

BiDownload v GenBank Graphics ¥ Next 4 Descriptions

I sirain CW252 mitochondrion, complete genome

Sequence ID: gil1343894266|MG916964.1 Length: 70523 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 44623 to 44644 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
44.1 bits(22) 0.018 22/22(100%) 0/22(0%) Plus/Plus
Query 1 GGALGGAACTCGGCARAGATAG 22

FELERETTEEET LT EErnr
sbjct 44623 GGAAGGAACTCGGCRARGATAG 44644

BiDownload v GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

Saccharomyces cerevisiae strain CEN.PK113-7D mitochondrion, complete genome
Sequence ID: gil1329886542|CP022982.1 Length: 86481 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 50049 to 50070 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
44.1 bits(22) 0.018 22/22(100%) 0/22(0%) Plus/Plus
Query 1 GGARGGRACTCGGCRARGATAG 22

FELERETTEEET LT EErnr
sbjct 50049 GGARGGAACTCGGCRARGATAG 50070

12) Ahora realizamos nuevamente del paso 7 al 11, pero ahora con la cadena Reverse.
Verificando los mismos aspectos que los de la secuencia de Forward.
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PrimerQuest Tool

Assay Design Results / HelpAbout /
Sequence 1 Assay Set 3 Details
Parameter Set: General PCR (Primers only)
Sequence Name: Sequence 1
Amplicon Length: 564
Start Stop Length Tm GC%
Forward  CTTGAGGCTAGGAGCGTTATTC (Sense] 51667 51689 22 62 50
— Sk = =
Reverse CCTCCACCTCGTTTCTTAGTTC (AntiSense] 52209 52231 22 62 I 50
Base  Sequence
1 GATCAATTAATTTTGTATCCTTTCARGAGGEAGTAGCT TTCAGTTTCGAATGGCACCATT TTCARAAAATAGCTATGEGAARCATGTCTTTCATGAACGT
101 TCGRARAGATATGAGTGCATCGCTTCAT TTTTTTATTATGATAGT TACAARAATATTTGATT TGAGACACCTAATGARACCARAGAGGARCTCACCCATC
201 GTGETACATETTTATITGAGEGTITATT TTTCCTACGCAATGGTATACT TTTAATACTCTCARCTCCT TGATTGTTTGTGTATTGTCCCTTCCTTCTTTG

301 ATTTTATATCATAGAGATATATGACTAACTTTTTITTTTTTATTATAG TTTTTTGH

401 ACGRAAGGGGCCAATCTACTGGTATGGCTARCATCACATTCARARA
501 AGGCAGATCARGATTGAGACTTARCCTAATCGTTGR
601 AACGCTCCAAGAC

GTA GGTC

G

TCT TAGETGGTGTT

TTTTGTTGAGTTAT

CRARCCAR

GTGAATTGGCCAGAAGGECTCTTGARAGAT TTAL
CAGTCARALGTTTAGCCGACAGGATCARGGCT.
AAGCTGCTATGGCRARATCCC

~ - o N TG

GCTCTCCRATCGATGS
GCCACARAARGGCGGA
TARGRAARGTCTTS

13) Seleccionamos la opcion “Hairpin”, de la secuencia de Reverse. Ahi debemos ver si
las condiciones que nos da de Tm no sean iguales a las obtenidas durante el programa

de la PCR.

General Information

#Bases22
Run Date: 3/15/2018 5:14:54 PM

CCTCCACCTCGTTTCTTAGTTC Nucleotide Type: Sequence Type:
Temperature Max Foldings
25 Jc
Na Concentration Start Position
50 JmMm (.
Mg Concentration Stop Position
0 Jmm L]
Suboptimality
50 e UPDATE ] ORDER

Structures

Structure Name Image AG (kcal.mole?) | Ty (-C) AH (kcal.mole) AS (cal.K*mole?) Qutput

1 15 36 -19.3 -69.75 ct [Det

2 178 -0.2 -19.3 -70.72

3 1.89 -2324 -0.3 -7.36

4 1.9 -98.1 -27 -15.42

5 1.9 -56 -5.1 -23.48

14) Ahora en la parte de Blast de la secuencia Reverse, le damos clic, ya en la nueva
pagina, nos vamos a buscar el boton de Blast, pero antes de darle clic debemos poner la
opcioén, mostrar los resultados en una nueva pestafia.



Choose Search Set

Database (OHuman genomic + transeript OMouse genomic + transcript OOthers (nr elc.)

\ Nucleotide collection (nrint)

Limit by Oorganism OBioProjectiD. O'WGS Project
Organism
Optional ‘ | HExclude
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude I Models (xmixP) 1t i sample
Optional
Limit to [ Sequences from type material
Optional )
B e G | | YoulH Create custom database
Optional Enler an Entrez query fo limit search @

Program Selection
Optimize for O Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
® Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &)

BLAST ) | Search using Blastn (Optimize for somewhat similar sequences)

[V Show results in a new window

)Algorithm parameters

15) En la seleccidon de primers, en la parte final, debemos checar 100% la especie de
estudio, en este caso debe codificar exclusivamente al 100% para la levadura de
Saccharomyces cerevisiae, la cual esta indicada en color rojo.

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title. click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 W 50-80 W s0-200 W >=200
) | 1 Q“u-"l 1 |
1 4 8 12 16 20
Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0
§i Alignments o
— T e ——
O sax o GEN PK113-71 _complete sequen: 441 441 {O0R B 100% gil1320880520ICF022060.1
O Sacharomes L0PS081 & chonsns . 1 4a1 B 100% g11163011TBICPOP0228.1
O Saccharomye in YPS 128 chromasome IV, complete sequence 441441 1 B 100% i11B3011074CPO202110
O sacoharomye Y12 chrompsome IV, complete sequ 441 441 1 B 100% gil113002700ICPO20104.4
O Saccharomyes DBvPGeTES lots sequence a1 441 1 2 100%
O Saccharomye v, 441441 1 2 100%
O Sacoharomye YUM{5T3 chromosome IV sequence 441441 1 5 100% g
[ saccharomye wsise Y.M1447 chromasame IV sequense 441 441 1 2 100%
[ Ssccharomye Y.M1202 chromosome M sequence a1 a1 1 2 100%
O Saccharom YUM13H chromosome IV sequs 441 441 1 g 100%
O Sacoharomye IV senuence 441 441 1 B 100% g11155691B0IGPO04708.2
O Sascharomye: IV sequenc 441 441 1 B 100% gi1115560188/CP004608 2
a yos disiae YIMPE1 sequencs 441 444 1 g 100% 0134/CPO04688.2
O Sax o 2 sequence 441 441 1 8 100% gi11153801821P004668 2
O Ssccharomys YJM1548 chromosome IV sequence 441 441 1
O Saccharomye YJM1401 chromosome IV sequence 441441 1
O sacoharomye IV senuence s01 441 1
O Saccharomycs 441 441 1)
O Saccharom 441 441 1
[ Ssecharom YJMETS shomosome 1 441 441 1
[ Saccharomyes YJM5S5 chromosome: a1 a1 1
O Saccharomys 441 441 1 g 100% gil10672 PO04EET.
[ Ssccharomyes 441441 1 3 100%
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Anexo 2:

)

Se realiza el calculo de la temperatura de hibridacion del primer Tm, para poder comparar
con el Tm, con el obtenido al momento de disefar el primer, previamente realizado
durante el objetivo 1.

Primer Secuencia
PF CTTGAGGCTAGGAGCGTTATTC
PR CCTCCACCTCGTTTCTTAGTTC

Amplificado

564 Pb

El calculo de la temperatura de hibridacién del primer Tm utilizamos la siguiente ecuacion:

Tm=[(G+C)4+(A+T)2]-5

O O O O O

Tm= Temperatura de hibridacién del primer
C= Numero de Citosinas

G=Guanina

A=Adenina

T=Timina

PF: Tm=[(8+3)4+(9+2)2]-5

Tm=61°C

PR: Tm= [(6+5)4+(5+7)2]-5

Tm=61°C

Cuando obtenemos cada una de las Tm, sacamos el promedio de estas para obtener el

Tm final.

Tm=61°C




Anexo 3:

ANOVA de un solo factor: Ocratoxinas vs. Cerveza

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 12 Blue Moon, Erdinger Dunkel, H y p, Hopulencia, Inextremis, Ingrata
Tentacion, Iron Maiden, La Trappe, Oaxaca de Noche, Porfirio, Sohnfeld,
Tecate

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
C1 11 828.40 75309 49.16  0.000
Error 24 36.77 1.532

Total 35 865.17
Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

1.23772  95.75% 93.80% 90.44%

Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
Blue Moon 3 17333 0.1528 (0.2585, 3.2082)
Erdinger Dunkel 3 2.1000 0.1000 (0.6251, 3.5749)
Hyp 3 2867 0.681  (1.392,4.342)
Hopulencia 3 14333 0.0577 (-0.0415, 2.9082)
Inextremis 3 70933 0.651 (6.458, 9.408)
Ingrata Tentacion 3 7.30 2.02 (5.83, 8.77)
Iron Maiden 3 2233 0.850 (0.758, 3.708)
La Trappe 3 3.900 1100  (2.425, 5.375)
Oaxaca de Noche 3 19.000 1.000 (17.525, 20.475)
Porfirio 3 8.17 2.80 (6.69, 9.64)
Sohnfeld 3 3.400 1.600  (1.925, 4.875)

105



Tecate 3 20333 0.1528 (0.5585, 3.5082)
Desv.Est. agrupada = 1.23772

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cc1 N Media Agrupacién
Oaxaca de Noche 3 19.000 A

Porfirio 3 8.17 B
Inextremis 3 7933 B

Ingrata Tentacion 3 7.30 B C

La Trappe 3 3.900 c D
Sohnfeld 3 3400 D
Hyp 3 2867 D
Iron Maiden 3 2233 D
Erdinger Dunkel 3 21000 D
Tecate 3 20333 D
Blue Moon 3 17333 D
Hopulencia 3 14333 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 4:

ANOVA de un solo factor: Levaduras vs. Cervezas
* NOTA * No es posible dibujar la grafica de intervalo para el procedimiento de Tukey. Las
graficas de intervalo para las comparaciones son ilegibles con mas de 45 intervalos.

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o =0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 12 Blue Moon, Erdinger Dunkel, H y p, Hopulencia, Inextremis, Ingrata
Tentacién, Iron Maiden, La Trappe, Oaxaca de Noche, Porfirio, Sohnfeld,
Tecate

Analisis de Varianza
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Fuente GL SCAjust. MCAjust. Valor F Valor p

C1 11 74060 673269 6835  0.000

Error 24

2364 98.50

Total 35 76424
Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado)  (pred)
9.92472 96.91% 95.49% 93.04%
Medias
C1 Media Desv.Est. IC de 95%
Blue Moon 0.000000 0.000000 (-11.826217, 11.826217)

Erdinger Dunkel
Hyp

Hopulencia
Inextremis
Ingrata Tentacion
Iron Maiden

La Trappe
Oaxaca de Noche
Porfirio

Sohnfeld

Tecate

N

3

3 16.000 1.000 (4.174, 27.826)

3 97.33 3.06 (85.51, 109.16)

3 30.7 240 (18.8, 42.5)

3 0.000000 0.000000 (-11.826217,11.826217)
3 0.000000 0.000000 (-11.826217,11.826217)
3 0.000000 0.000000 (-11.826217,11.826217)
3 0.000000 0.000000 (-11.826217,11.826217)
3 149.0 19.0 (137.2, 160.8)

3 18.00 14.42 (6.17, 29.83)

3 10.67 5.03 (-1.16, 22.49)

3 0.000000 0.000000 (-11.826217,11.826217)

Desv.Est. agrupada = 9.92472

Comparaciones

en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl

N Media  Agrupacion

Oaxaca de Noche
Hyp

Hopulencia
Porfirio

Erdinger Dunkel
Sohnfeld

Tecate

1490 A
97.33 B
30.7

16.000

0O 0O 0O 0

3

3

3

3 18.00
3

3 10.67
3

O O O O

0.000000
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La Trappe 3 0.000000
Iron Maiden 3 0.000000
Ingrata Tentacion 3 0.000000
Inextremis 3 0.000000
Blue Moon 3 0.000000

O U O ©O

D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia

de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia IC de 95% Valor T ajustado
Erdinger Dun - Blue Moon 16.00 8.10 (-13.22,45.22) 1.97 0.705
Hy p - Blue Moon 97.33 810 (68.11, 126.56) 12.01 0.000
Hopulencia - Blue Moon 30.67 8.10 (1.44, 59.89) 3.78 0.034
Inextremis - Blue Moon 0.00 8.10 (-29.22, 29.22) 0.00 1.000
Ingrata Tent - Blue Moon 0.00 810  (-29.22,29.22) 0.00 1.000
Iron Maiden - Blue Moon 0.00 810  (-29.22,29.22) 0.00 1.000
La Trappe - Blue Moon 0.00 8.10 (-29.22, 29.22) 0.00 1.000
Oaxaca de No - Blue Moon 149.00 810 (119.78,6178.22) 18.39 0.000
Porfirio - Blue Moon 18.00 810  (-11.22,47.22) 2.22 0.551
Sohnfeld - Blue Moon 10.67 810  (-18.56, 39.89) 1.32 0.969
Tecate - Blue Moon 0.00 8.10 (-29.22, 29.22) 0.00 1.000
Hy p - Erdinger Dun 81.33 8.10  (52.11, 110.56) 10.04 0.000
Hopulencia - Erdinger Dun 14.67 8.10 (-14.56, 43.89) 181 0.798
Inextremis - Erdinger Dun -16.00 8.10 (-45.22, 13.22) -1.97 0.705
Ingrata Tent - Erdinger Dun -16.00 8.10 (-45.22, 13.22) -1.97 0.705
Iron Maiden - Erdinger Dun -16.00 8.10 (-45.22, 13.22) -1.97 0.705
La Trappe - Erdinger Dun -16.00 810  (-45.22,13.22) -1.97 0.705
Oaxaca de No - Erdinger Dun 133.00 8.10 (103.78,162.22) 16.41 0.000
Porfirio - Erdinger Dun 2.00 8.10 (-27.22,31.22) 0.25 1.000
Sohnfeld - Erdinger Dun -5.33 810  (-34.56, 23.89) -0.66 1.000
Tecate - Erdinger Dun -16.00 8.10 (-45.22,13.22) -1.97 0.705
Hopulencia-Hyp -66.67 8.10  (-95.89, -37.44) -8.23 0.000
Inextremis - Hy p -97.33 810 (-126.56, -68.11) -12.01 0.000
Ingrata Tent-Hyp -97.33 810 (-126.56, -68.11) -12.01 0.000



Iron Maiden-Hyp

La Trappe -Hyp
OaxacadeNo-Hyp
Porfirio-Hy p

Sohnfeld -Hy p
Tecate-Hyp

Inextremis - Hopulencia
Ingrata Tent - Hopulencia
Iron Maiden - Hopulencia
La Trappe - Hopulencia
Oaxaca de No - Hopulencia
Porfirio - Hopulencia
Sohnfeld - Hopulencia
Tecate - Hopulencia
Ingrata Tent - Inextremis
Iron Maiden - Inextremis
La Trappe - Inextremis
Oaxaca de No - Inextremis
Porfirio - Inextremis
Sohnfeld - Inextremis
Tecate - Inextremis

Iron Maiden - Ingrata Tent
La Trappe - Ingrata Tent
Oaxaca de No - Ingrata Tent
Porfirio - Ingrata Tent
Sohnfeld - Ingrata Tent
Tecate - Ingrata Tent

La Trappe - Iron Maiden
Oaxaca de No - Iron Maiden
Porfirio - Iron Maiden
Sohnfeld - Iron Maiden
Tecate - Iron Maiden

Oaxaca de No - La Trappe

-97.33
-97.33
51.67
-79.33
-86.67
-97.33
-30.67
-30.67
-30.67
-30.67
118.33
-12.67
-20.00
-30.67
0.00
0.00
0.00
149.00
18.00
10.67
0.00
0.00
0.00
149.00
18.00
10.67
0.00
0.00
149.00
18.00
10.67
0.00
149.00

8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10

(-126.56, -68.11)
(-126.56, -68.11)
(22.44, 80.89)
(-108.56, -50.11)
(-115.89, -57.44)
(-126.56, -68.11)
(-59.89, -1.44)
(-59.89, -1.44)
(-59.89, -1.44)
(-59.89, -1.44)
(89.11, 147.56)
(-41.89, 16.56)
(-49.22,9.22)
(-59.89, -1.44)
(-29.22, 29.22)
(-29.22, 29.22)
(-29.22, 29.22)
(119.78, 178.22)
(-11.22, 47.22)
(-18.56, 39.89)
(-29.22, 29.22)
(-29.22, 29.22)
(-29.22, 29.22)
(119.78, 178.22)
(-11.22, 47.22)
(-18.56, 39.89)
(-29.22, 29.22)
(-29.22, 29.22)
(119.78, 178.22)
(-11.22, 47.22)
(-18.56, 39.89)
(-29.22, 29.22)
(119.78, 178.22)

12.01
12.01
6.38
-9.79
10.69
12.01
-3.78
-3.78
-3.78
-3.78
14.60
-1.56
-2.47
-3.78
0.00
0.00
0.00
18.39
2.22
132
0.00
0.00
0.00
18.39
2.22
132
0.00
0.00
18.39
2.22
132
0.00
18.39

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.034
0.034
0.034
0.034
0.000
0.906
0.403
0.034
1.000
1.000
1.000
0.000
0.551
0.969
1.000
1.000
1.000
0.000
0.551
0.969
1.000
1.000
0.000
0.551
0.969
1.000
0.000



Porfirio - La Trappe
Sohnfeld - La Trappe
Tecate - La Trappe
Porfirio - Oaxaca de No
Sohnfeld - Oaxaca de No
Tecate - Oaxaca de No
Sohnfeld - Porfirio
Tecate - Porfirio

Tecate - Sohnfeld
Nivel de confianza individual = 99.86%

18.00
10.67
0.00
-131.00
-138.33
-149.00
-7.33
-18.00
-10.67

8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10
8.10

(-11.22, 47.22)
(-18.56, 39.89)
(-29.22, 29.22)
(-160.22, -101.78)
(-167.56, -109.11)
(-178.22, -119.78)
(-36.56, 21.89)
(-47.22,11.22)
(-39.89, 18.56)

2.22
132
0.00
-16.17
-17.07
-18.39
-0.90
-2.22
-1.32

0.551
0.969
1.000
0.000
0.000
0.000
0.998
0.551
0.969
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