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RESUMEN

La cerveza se considera una bebida estable microbiol6gicamente debido a la presencia de
etanol, acidos procedentes del lupulo, valores de pH bajos y concentraciones reducidas de oxigeno,
sin embargo, hay un grupo pequefio de bacterias alterantes resistentes a estas condiciones, siendo
las bacterias acido-lacticas (BAL) los microorganismos mas comunes que pueden llegar a producir

turbidez, olores y sabores desagradables.

La cerveza artesanal en comparaciona la cerveza producida industrialmente es mas susceptible al

deterioro microbiano puesa menudo no implicaun proceso de pasteurizacion y/o filtracion.

En este contexto el objetivo principal de este proyecto esel estudio de la capacidad alterante de BAL
y su produccion de aminas bidgenas (AB) en cerveza artesanal. Para ello se seleccionaron seis
microorganismos pertenecientes al grupo de las BAL: Lactobacillus brevis (CIAL-BL1 y CIAL-
BDI), L. plantarum (CIAL-BF1), L. paracasei (CIAL-B6), Leuconostoc mesenteroides (CIAL-B3)
y Pediococcus acidilactici (CIAL-PF) que se adaptaron de forma secuencial en medios liquidos
similares a la cerveza para posteriormente ser inoculadas en once tipos de cervezas artesanales. Dos
aislados de L. brevis mostraron la capacidad mas importante de deterioro de la cerveza conun 90.9
% de las cervezas ensayadas ya que crecieron en condiciones mas acidas, con un contenido de
alcohol mas elevado y con mas lupulo; ademas presentaron los genes horAy horC. Estos mismos

aislados produjeron cantidades considerables de putrescina y tiramina.

Estoshallazgosindican que lacerveceriaartesanal debe enfocar sus esfuerzosen procesos de higiene
y saneamiento para evitar cualquier riesgo para la calidad de la cervezay la salud de los

consumidores.
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INTRODUCCION

Desde hace muchos afios la cerveza se ha considerado como una bebida
microbiol6gicamente estable y segura, estas cualidades son proporcionadas por sus
caracteristicas fisico-quimicas, como la presencia de sustancias amargas procedentes del IGpulo,
etanol (0.5-14 % Alc.Vol), bajo pH, alto contenido de diéxido de carbono y sélo trazas de
sustancias nutritivas (glucosa, maltosa) (Suzuki, lijima, Sakamoto, Sami & Yamashita, 2006).
A pesar de ello existen algunos microorganismos capaces de crecer, causando un incremento en
la turbidez y cambios sensoriales en la cerveza, trayendo consigo importantes pérdidas
econdmicas para la industria cervecera (Back, 1994; Sakamoto & Konings, 2003). Se debe tener
en cuenta que el sector cervecero esta en constante crecimiento productivo y de consumo, tal es
el caso de México y Esparia, siendo México el pais que ocupa el cuarto lugar como productor de
cerveza en el mundo y Espafia el pais con mayor crecimiento en el nimero de cervecerias
artesanales, asi como uno de los mayores consumidores de cerveza en el mundo (De Espafia,
2016; De México, 2018).

Las cervezas artesanas son mas susceptibles a las contaminaciones microbianas por no
incluir en su elaboracion los procesos de filtracion ni pasteurizacion, como si se realiza en las
cervecerias industriales. A pesar de que el nimero de especies microbianas con capacidad
deteriorante en la cerveza es relativamente pequefio, los estudios hasta la fecha documentan que
el 70% de estas contaminaciones son causadas por bacterias acido-lacticas (BAL), destacando
entre ellas los géneros Lactobacillus y Pediococcus (Garofalo, Osimani, Milanovi¢, Taccari,
Aquilanti & Clementi, 2015; Suzuki, Asano, lijima & Kitamoto, 2008). Algunas de las especies
pertenecientes a estos géneros han desarrollado mecanismos de resistencia al lapulo relacionado
con la presencia de ciertos genes, los cuales pueden ser detectados mediante el uso de la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Suzuki et al., 2006; Suzuki et al., 2008;
Schneiderbanger, Grammer, Jacob & Hutzler, 2018). Estos genes sugeridos son: horA, horC
hitA, y probablemente ORF5. Sin embargo, la sola presencia de estos genes no predice el
crecimiento de BAL en cerveza, sino que, dependera de la expresion de estos genes y de las
caracteristicas fisico-quimicas de la cerveza, por lo que se hace necesario verificar la capacidad
de crecimiento de las BAL presentes en la microbiota de una cerveceria artesanal en los
diferentes estilos cerveceros que produce.

Desde el punto de vista de seguridad alimentaria, otro aspecto a tener en cuenta relacionado



con BAL es la posible produccion de aminas bidgenas (AB), siendo las principales; histamina,
tiramina, putrescina, cadaverina y espermina (Poveda, Ruiz, Sesena & Palop, 2017; Poveda,
2019). Laacumulacion de estos compuestos en los alimentos esta relacionada con la presencia
de microorganismos con actividad descarboxilasa, como lo son la mayoria de BAL (Marcobal,
de las Rivas, Moreno-Arribas & Munoz, 2006). Las AB juegan un papel importante a nivel
fisioldgico, como laregulacion de temperatura, pH del estbmago, actividad inmune, crecimiento,
diferenciacion celular entre otras; sin embargo, una ingesta de altas concentraciones de AB
puede inducir a reacciones adversas en el consumidor, tales como nduseas, dolores de cabeza,
erupciones cutineas, cambios en la presion sanguinea, etc. (Marcobal et al., 2006).

Aunque es cierto que no es comun encontrar AB en cervezas industriales (la mayoria
producidas por baja fermentacion) en comparacién con otras bebidas alcohdlicas como el vino,
es necesario estudiar la posible generacién de AB por BAL, en los diversos estilos de las
cervezas artesanales, ya que la introduccion de nuevas materias primas, el uso de nuevos
microorganismos, la elaboracion a través de fermentacion espontaneau otros factores podrian
favorecer la produccion de AB.

Por lo expuesto, el siguiente estudio evalla el posible crecimiento de las BAL en diferentes

estilos cerveceros artesanales, asi como su capacidad de produccion de AB.



1. MARCO TEORICO
1.1 Lacerveza

Las bebidas se toman para calmar la sed o por placer, proporcionan agua al cuerpo, refrescany
alimentan. La cerveza es una bebidaalcohdlica muy antigua, a la fecha los primeros vestigios datan
de hace 13,000afios en Israel, pertenecientes al pueblo natufiano de cazadores-recolectores del este
del Mediterraneo (Liu, Wang, Rosenberg, Zhao, Lengyel & Nadel, 2018). A travésde su historia ha
constituido un importante consumo social y unaexcelente fuente de calorias que, desde sus origenes

complementaba muchas dietas generalmente pobres (Suarez, 2013).

La palabra “cerveza” tiene muchos posibles origenes, lo mas probable es que derive de la palabra
inglesa bere o de la palabra inglesa anterior béor, aunque también la antigua palabra del alto aleméan
bior destaca (Mosher, Trantham, 2017).

La gran capacidad y potencialidad de las cerveceras de Espafia han colocado a este pais en el cuarto
lugar de produccionde Europa en el afio 2018 y México se situa en el cuarto lugar a nivel mundial
como productor, por lo que tal sector econdmico representa una actividad creciente y prometedora

para ambos paises.

1.1.1 Lacervezaartesanal
El Real Decreto 678/2016, de 16 de diciembre de Espafa, por el que se aprueba la normade calidad
de cervezay de las bebidas de malta, define como cervezaal alimento resultante de la fermentacion,
mediante levaduras seleccionadas, de un mosto cervecero elaborado a partir de materias primas
naturales (Boletin Oficial Del Estado, 2016). La cerveza artesanal se diferencia de la produccion de
la cerveza a escala industrial por su fabricacion, ya que la primera no contempla filtracion ni
pasteurizacion, quedando levaduras viables y proteinas no inactivadas al no pasteurizarse, ademas,

mantiene los aromas y sabores del producto recién terminado.

En el 2017 se estimo que existian alrededor de 10,000 fabricas de cervezas artesanales alrededor del
mundo y cerca del 86% se localizan en los Estados Unidos y Europa. En el 2015 la lista con mayor
numero de fabricas artesanalesen América Latina era encabezada por Brasil, México y Argentina
(Gonzélez, 2017). La obtencidn de estadisticas globales precisas que reflejen el mercado actual se

vuelve complejo debidoa laausenciade un criterio unificado relacionado conel concepto de cerveza



artesanal.

El desarrollo de la actividad artesanal esta transformando el panorama cervecero, donde la gran
popularidad y transversalidad ha provocado tanto en Espafia como en México, un creciente interés
por esta bebiday con ello la oferta de cervezas, por sus aromas y sabores (Ministro de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, 2018). El abanico de posibilidades que ofrecen las cervezas artesanales se ha
hecho tan atractivo, que muchas grandes corporaciones cerveceras incluyen estilos de cervezas en

sus portafolios.

Tener y cumplir con estandares de calidad que permitan situar a la cerveza como una bebida
competitiva a nivel internacional, principalmente para productores medianosy pequefios, y que
garanticen su inocuidad, evitando el deterioro o pérdida de su estabilidad fisica y sensorial
ocasionada en la mayoria de los casos por la presencia de microorganismos indeseables, traeria
consigo una cultura de prevencién evitando pérdidas econémicas ostentosas e inclusive riesgos a la
salud del consumidor. Por ello, la investigacion sobre los agentes microbianos implicados en el
deterioro de la cerveza juega un papel crucial en la toma de decisionesy en las medidas preventivas
a considerar en la elaboracion de los planes de inocuidad alimentaria, en cumplimiento de las

normativas correspondientes.

1.1.2 Proceso de elaboracién de la cerveza

La fabricacidn de cervezase ha ido desarrollandoa lo largo de varios miles de afios, su proceso
aparentemente complejo, se puede englobar en cuatro etapas: obtencion de azlcares a partir de
granos, coccién del mosto, fermentacion y carbonatacion (Gonzélez, 2017). El cuidado de cada una
de estas etapas es imprescindible para poder obtener un verdadero producto de calidad.

Las materias primas esenciales para la elaboracion de la cerveza son: cebada malteada, agua,
levadura y lupulo. Como tal se puede decir que el proceso de fermentacion de la cerveza no ha
cambiado en esencia en los ultimos siglos, lo que ha evolucionado es la forma en la que se siguen
los procesos para obtener productos y variedades de la maxima calidad y seguridad (Colignon &
Roldan, 2018).



Cabe mencionar que el malteado es un procedimiento que pocas cervecerias industriales realizan y
son muy escasas las artesanales que lo llevan a cabo. La produccién de cerveza comprende de una

forma esquematica los pasos que se muestranen la Figura 1.
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Figura 1.Procesode elaboracion de cerveza.

Fuente: Colignon & Roldan (2018)

1.1.3 Caracteristicas fisico-quimicas de la cerveza

Los parametros fisico-quimicos usados cominmente para describir una cervezay que pueden ser

medidos convenientemente en la tarea de asegurar la calidad de la bebida, son:
® Color

El color de las cervezas se debe a varios compuestos: melanoidinas, productos de caramelizacion y
pirdlisis, polifenoles oxidados, riboflavina, carotenoides, antocianinas, clorofilasy sus productos de
oxidacion. De ellos la fuente primaria de color son las melanoidinas, producto de la reaccién de

Maillard, donde los grupos amino béasicos de las proteinas, péptidos y aminoacidos reaccionan con



los grupos carbonilo de los aztcaresy se condensan, por lo que la reaccidn ocurre entre el grupo
amino y el grupo del azucar (Cardenas, 2003). Estos compuestos poseen un espectro de color que

va desde al amarillo al ambar.

El color se evalta de acuerdo con dos escalas: la SRM (Método de Referencia Estandar) utilizada
principalmente en los Estados Unidosy la EBC (Convencidn Europea de Cerveceria) en el resto del

mundo. Este parametro puede ser indicador del tiempo util de vida de la bebida.
® Alcohol

El alcohol se forma durante la etapa de fermentacion del mosto (proceso anaerobio), mediante el
cual la levadura convierte la glucosa en etanol y diéxido de carbono através de la via glucolitica.
La medidaestandar de alcohol en cervezaes ABV (alcohol por volumen)y corresponde al contenido
dealcoholetilico, expresadoen porcentaje. Este valortiene unrango entre 0.5 — 14 % en una cerveza
estandar. Este parametro influye en la estabilidad microbioldgica de la cerveza, por ello, cuando el
contenido de alcohol es bajo y en cervezas sin alcohol la susceptibilidad ante contaminaciones
microbianas aumenta. Asi mismo, un alto contenido de alcohol influye en la estabilidad de la
espuma, pues la presencia de etanol aumenta la viscosidad del agua y reduce el drenaje liquido de

la espuma (Spedding, 2016)

Otros alcoholes producto de la fermentacion que se forman en menor proporcion respecto al etanol
contribuyen de forma importante al perfume y aroma de la cerveza, tales como: n-propanol,

butanoles, alcoholes amilicos y feniletanol (Rodriguez & Mufioz, 2000).
® pH

Un factor importante en la fermentacidn es el pH, debido al control que ejerce frente a una
contaminacion bacteriana, asi como al crecimiento de levaduras, la velocidad de fermentaciony la

produccion de alcohol.

El pH es una medida de la actividad de los protones en sistemas acuosos y se obtiene a traveés de la
relacion de la concentracion de acidos débiles no disociados en equilibrio con sus bases conjugadas.
El valordel pH de la cervezaestainfluenciado porel contenidode &cidos organicos débiles presentes
en la materia prima, que se utiliza para su elaboracion, como péptidos, aminoacidos, fosfatos de
sodio o potasio derivados de lamaltao el &cido carbonico presente en elagua usadoen laelaboracion
(Rodriguez & Mufioz, 2000).



La variacion del pH durante el proceso de fermentacion se debe a la transformacion de los
aminodcidos por pérdida de nitrogeno, pasando a acidos, originando una disminucion del pH,
igualmente influye a tal fendmeno la generacion de acidos organicos como los acidos lactico,

propidnico y piravico (Suarez, 2013).

Los valores caracteristicos de pH en la cerveza se encuentran en un rango de 3.8 - 4.7,
proporcionando con ello estabilidad microbiologica. De modo que, si el valor del pH fuera
relativamente alto, la estabilidad correria riesgo haciéndolo mas susceptible a contaminaciones

microbianas (Suzuki, 2011)
® Turbidez

La mayoriade los problemas de turbidez posteriores al envasado en la cervezase debe a la formacion
de complejos proteina-polifenoles que llevan a la formacion de particulas coloidales. Los niveles de
hordeina, proteina existente en la cebada al igual que la aloimina, son los que influyen en mayor

medida a la formacion de la turbidez (Suarez, 2013).

La pérdida de brillo, el descenso de la transparencia, el grado de enturbiamiento, incluso la
precipitacion y sedimentacion, son las sucesivas manifestaciones visuales de la falta de estabilidad
de la cerveza, donde las causas pueden clasificarse en tres: coloidal, quimica y biol6gica (Cardenas,
2003). En los tres casos el aspecto de la bebida se ve afectado y con ello la aceptacion por el
consumidor. En cuanto a la turbidez por causas bioldgicas es un indicativo de la posible presencia

de microorganismos deteriorantes.
® Amargor

El amargor se define como la medida en unidades internacionales de amargor (IBU o BU) que
corresponden a partes por millon (mg L) de acido a-isomerizado y es una de las caracteristicas
organolépticas masapreciadasen lacervezapor parte de los consumidores, otorgado principalmente
por los a-acidos presentes en el lupulo, especificamente del cono de la planta femenina. El amargor,
se percibe en la parte posterior de la lenguay en el paladar, y es la contraparte del dulzor conferido

por la malta (Suérez, 2013).

Las resinas del lupulo pueden dividirse en blandas y duras. Dentro de las blandas se encuentran los
a-4cidos: humulona, cohumulona y adhumulona. Durante la ebullicidn al que se somete el mosto y

se agrega el lapulo, los a-acidos sufren un cambio estructural, llamado isomerizacion, originando



compuestos solubles amargos a los que se les denominan a-isoacidos (iso-humulona, iso-
cohumulona e iso-adhumulona) (Cardenas, 2003). Los B-acidos que son las resinas blandas,
igualmente se isomerizan; pero debido a que la solubilidad de los B-iso-4cidos en el mosto es muy

baja, la contribucidn al amargor es casi despreciable (Rodriguez, 2003).

Estudios indican que los a-isoacidos (17 — 100 ppm en la cerveza), pueden otorgar propiedades
antimicrobianas contra bacterias Gram positivas (Suzuki, 2011), esto se debe a que los compuestos
de lupulo son &cidos débiles, que pueden atravesar la membrana citoplasmatica en forma no
disociada, actuando como ionoforos.

® Extracto aparente
El extracto aparente es la fraccion de sustancias disueltas en la cerveza, considerando el alcohol
presente. Se suele utilizar para el control del mosto durante su fermentacién (Gémez, 2014). Este
valor se obtiene a partir de la relacion porcentual entre la gravedad original del mosto y la final del
proceso de fermentacion, este ultimo valor indica la cantidad de azucares no fermentables por la
levadura en el producto final. Los valores pueden ser expresados en grados Plato (°P) o como
densidad aparente (Gomez, 2014).
Cuando una cerveza presenta un valor alto de azucar residual después de la fermentacion, tendraun
valor de atenuacidn o extracto aparente mas bajo (Mosher & Trantham, 2015). La presencia de
azucar residual en la cervezapodriafavorecer la alteracion de la estabilidad microbioldgica, ya que
podrian ser metabolizado por microorganismos que provocan deterioro de la cerveza.
Este pardmetro puede caracterizar a diversos estilos de cerveza, y se relaciona con la cantidad de
alcohol que puede presentar la bebida; ya que cuanto mas alto sea el valor de extracto aparente,

mayor serd la cantidad de alcohol.

1.1.4 Legislacion actual

A la fecha, desde el punto de vista de la calidad alimentaria, la elaboraciony comercializacion de
cervezas y bebidas de malta en Esparia, esta regulada por la normativa de la Unién Europea en
materia alimentaria por el Real Decreto 678/2016, de 16 de diciembre, por el que se aprueba la
norma de calidad de la cervezay de las bebidas de malta, (BOE 17 de diciembre de 2016). Las
caracteristicas de la cerveza que se puntualizan en este decreto son: debera presentar un pH inferior

a 5.5y unamargorsuperiora5 mg L1 (ImgL? de a-isodcidosen cervezasequivalente aunaunidad



de amargor IBU) (Boletin Oficial Del Estado, 2016). Es importante mencionar que no se establecen
criterios microbioldgicos, ni metodologias para la deteccion de microorganismosy de sus posibles
productos resultado de su metabolismo que puedan provocar efectos toxicosen el consumidor (por
ej. aminas biogenas). La Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN),
tampoco presenta indicaciones o normativas con respecto al area de seguridad microbiolégica de la
bebida (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria'y Nutricion, 2020). La Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) ha indicado que la cerveza puede ser un producto que contenga alos
niveles de AB (EFSA Panel on Biological Hazard, 2011).

En México la regulacidn de esta bebida se encuentra en la Norma Oficial Mexicana NOM-199-
SCFI-2017, Bebidas alcoholicas-Denominacion, especificaciones fisicoquimicas, informacion
comercial y métodos de prueba. Esta norma contiene la denominacion de las bebidas alcohédlicasy
establece las especificaciones fisico-quimicas, y los métodos de prueba que deben aplicarse
para determinar su cumplimiento. En este documento se establecen las caracteristicas fisico-
quimicas del producto final como: contenido de alcohol a 20°C desde 2 a 20 % ABV, acidez total
(como acido lactico) maximade 10 g L1, pH desde 2.5a 5.0, plomo con un méaximo de 0.5mg L1

y arsénico con un maximode 0.5 mgL-1.

En ambas legislaciones no se mencionan explicitamente los criterios microbioldgicos, por lo que
cada cerveceria artesanal se rige por sus propios estandares lo que hace que este producto,
probablemente por tratarse de un sector relativamente joven, esté amparado por unanormativa mas
laxa en comparacion con otras bebidas fermentadas. Una regulacion en el &mbito microbioldgico
permitiria aun mas la apertura de mercados, favoreciendo la competitividad a nivel internacional y
ofreceria una mayor seguridad alimentaria. Sin embargo, para lograr una regulacion se necesita de
un mayor impulso en las investigaciones relacionadas a la cerveza artesanal, que incluyan a los
posibles microorganismos deteriorantesy los posibles efectosen la salud del consumidor en caso de

contaminaciones microbianas.

1.2 Principales microorganismos contaminantes de la cerveza

La cerveza es reconocida desde hace cientos de afios como una bebida segura, la razén de ello es
que esta bebida es un medio con escasos nutrientes y muy hostil, para muchos microorganismos



debido a sus caracteristicas fisico-quimicas como: rangos de concentracion de etanol de 0.5 hasta
14 %, pH de 3.8 a 4.7, altas concentraciones de di6xido de carbono (0.5 % v/v), bajo contenido de
oxigeno (<0.1 ppm), ademas de los compuestos acidos del ltpulo (aproximadamente 17 - 100 ppm
de a-isoacidos), siendo estos Ultimostdxicos especialmente para bacterias Gram positivas. Ademas,
las concentraciones de sustancias nutritivas como carbohidratosy aminoacidos son escasas, ya que
la mayoria de estos nutrientes han sido consumidos por la levadura durante la fermentacion
(Sakamoto & Konings, 2003). La inestabilidad microbiologica de la cerveza es frecuente que sea
ocasionada por bacterias de los géneros Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus, Megasphaera y

Leuconostoc, esta Gltima con menor frecuencia (Sakamoto & Konings, 2003).

Los géneros deteriorantes de la cerveza Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc pertenecen a las
BAL y Pectinatus, Megasphaera, Zymophilus y Selenomonas conforman el grupo de bacterias
anaerobias estrictas. El nimero de especies que se pueden encontrar en la cerveza es relativamente
pequefio, estudios previos documentanque el 70% de las contaminaciones sonocasionadas por BAL
(Garofalo etal., 2015)

Estos microorganismos causan efectos negativos en la cerveza como: incremento de turbidez,
produccién excesiva de acido lactico, incremento del diacetilo, entre otros, llegando a ocasionar que

sea imbebible (Sakamoto & Konings, 2003), asi como considerables pérdidas econémicas.

1.2.1 Bacterias &cido-lacticas

El término de bacterias acido-lacticas (BAL) engloba a un grupo heterogéneo de microorganismos
cuya caracteristica definitoria es la produccion de acido lactico a partir de la fermentacion de
carbohidratos. Pertenecen al grupo de bacterias Gram-positivas y son &cido tolerantes (Drider,
2016). Las BAL estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de diversos
alimentos, tierra, plantas verdes, asi como también del tracto digestivo y vagina de mamiferos, entre
otras fuentes (Ramirez, Rosas, Velazquez, Ulloa & Arce, 2011). Estas bacterias son cocos o bacilos,
no forman esporas, son inmoviles, anaerébicos facultativos, microaerofilicos o aerotolerantes;
oxidasa, catalasay bencidina negativa, carecen de citocromos, no reducenel nitrato a nitrito (Drider,
2016).

La clasificacion de las BAL se basa principalmente en la morfologia, el modo de fermentacion de

la glucosa, crecimiento a diferentes temperaturas, configuracion del acido lactico producido,
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capacidad de crecimiento a altas concentraciones de sal y la tolerancia &cida o alcalina. Los géneros
bésicos que comprende son: Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus principalmente (Drider,
2016).

1.2.1.1 Lactobacillus spp

Los Lactobacillus son bacilos no esporulados y raramente moéviles. Las células tienen forma de
baston regularde 0.5a 1.2 x 1 a 10 um. Usualmente son bastones alargados pero algunas veces son
casi cocoides, comUnmente se encuentran en cadenas cortas (Suzuki, 2011). La temperatura 6ptima
de crecimiento es de 30a 40 ° C; pero las BAL aisladas de ambientes cervecero cominmente tienen
temperaturas éptimasde crecimiento de 19a26° Cy aun pH de 4 - 6 (Sakamoto & Konings, 2003;
Suzuki, Ozaki & Yamashita, 2004; Susuki, 2011).

Solo algunas especies de Lactobacillus son capaces de deteriorar la cerveza, entre estas especies se
encuentran L. brevis y L. lindneri consideradas las mayores bacterias contaminantes de cerveza. L.
brevisy L. lindnerison heterofermentativas y a estas especies pertenecen las cepas con la mayor
habilidad de alterar la cerveza (Susuki, 2011; Sakamoto & Konings, 2003). En las cervecerias otras

especies que también pueden provocar deterioro son L. paracasei y L. plantarum (Susuki, 2015).

Figura 2. Microfotografia de microcolonias de L. plantarum, cultivadas a pH de 3, por microscopia de barrido
electrénico.
Fuente: Ingham, Beerthuyzen & van Hylckama (2008)

Tabla 1. Caracteristicas generales de especies del género Lactobacillus que provocandeterioroen la cerveza.
Microorganismo

Caracteristicas

L. brevis L. plantarum L. paracasei
. L, Heterofermentativa Heterofermentativa Heterofermentativa
Tipo de fermentacion obligada facultativa facultativa
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1.2.1.2 Pediococcus spp

Pediococcus esun género de bacterias homofermentativas, cocos no esporulados, inmaoviles, aerobio
facultativo (Drider, 2016). Las células son esféricas, nunca alargadas, forman tetradas bajo
condiciones favorables, algunas veces solo se observan en pares. Su temperatura 6ptima de

crecimiento esde 25-40°C.

De este género, Pediococcus damnosus es el principal agente deteriorante de la cerveza, es
generalmente resistente a los componentes del lupulo y es frecuente que se encuentre en las
fermentaciones tardias. Se caracteriza por su produccion de diacetilo (aroma a mantequilla), &cidos
propionico y acético, sulfuro de hidrogeno y mercaptanos. También, se ha documentado otras
especies aisladas de cerveza como: P. acidilactici, P. dextrinicus, P. halophilus, P. inopinatus, P.

parvulus y P. pentosaceus (Sakamoto & Konings, 2003).

En particular las especies contaminantes de Pediococcus, se caracterizan por alta produccion de
diacetilo y exopolisacéridos, asi como por su habilidad paracrecer a temperaturas bajas, por lo que

suelen contaminar cervezas lager, las cuales son fermentadas a bajas temperaturas (Garcia, 2017)

Figura 3: Estructura morfoldgica de P. damnosus porm icroécopia de barrido electronico
Fuente: Sheahan (2016)

1.2.1.3 Leuconostoc spp
Leuconostoc spp. son microorganismos ambientales generalmente encontrados en plantas.

Fenotipicamente pueden ser cocos, cocobacilos o elipsoidales, se presentan en pares o en cadenas y
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son heterofermentativos a diferencia del género Pediococcus. Las especies que provocan deterioro
en la cervezason L. citreumy L. mesenteroides, las cuales no tienen alta resistencia al lGpulo, por
lo cual el deterioro se produce en cervezas con bajo contenido de Iupulo, pH alto y contenido de
alcohol bajo (Suzuki, 2015).

Figura4.L. mesenteroides por microscopia de barrido electrénico
Fuente: SCIMAT (2019)

1.2.2 Principales alteraciones producidas por BAL en cervezas

Las BAL son responsables frecuentemente de las alteraciones a la cerveza haciendo que sea
imbebible debido a la produccién de acido l4ctico, diacetilo y turbidez (Menz, Andriguetto,
Lombardi, Corich, Andred & Vriesekoop, 2010).

L. brevis en casi todos los estilos de cerveza causa espuma, sedimentacion, acidificacion; pero no
produce diacetilo. Enelcasode L. lindneri, laespumay la sedimentacion es menor comparando con
L. brevis. Ademas L. lindneritiene la cualidad de reducir su tamario celular cuandocrece en cerveza,
esto le otorga facilidad para penetrar lasmembranas de filtracion usadas por las industrias cerveceras

para remover los posibles microorganismos presentes (Suzuki, 2011).

En el caso de contaminaciones por P. damnosus es caracteristico la formacion de acido, olor a
mantequilla debido al diacetilo producido. Algunas cepas llegan a producir exopolisacaridos
haciendo la cerveza espumosa, gelatinosa y con textura aceitosa. Otra propiedad que posee es que
se puede adherir a las levaduras de la cervezay algunas veces las induce a la sedimentacion

prematura, retardando el proceso de fermentacion (Suzuki, 2011).

En cuanto a lo que puede provocar Leuconostoc, aun no se tiene del todo claro, sin embargo, Suzuki
y colaboradores en el 2008 reportaron la habilidad deteriorante de la bacteria causando espumay
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textura gelatinosa y aceitosa. Existen investigaciones que indican que L. mesenteroides puede ser
critico, ya sea por el potencial de deterioro a la cerveza o debido al potencial de formacion de
biopeliculas en la cerveceria (Riedl, Goderbauer, Brandl, Jacob & Hutzler, 2017). Otro estudio
realizado en una cerveceria mexicana por Giles-Gémez y colaboradores en el 2016, indicaron que

puede proporcionar propiedades probidticas a la cerveza.

1.2.3 Otros microorganismos contaminantes de la cerveza

En la actualidad se considera que las contaminacionesde cerveza producidas por bacterias Gram
negativas son insignificantes en comparacion a las que se producen por bacterias Gram positivas. A
pesar de esto, existen especies como Microcococcus que puede crecer en cervezas con bajo nivel de
etanoly BU, y a pH alrededor de 4.5 (Sakamoto & Konings, 2003).

Pectinatusy Megasphaerason bacterias Gram negativas anaerobias estrictas que pueden contaminar
las cervezas envasadas. Pectinatus no solo provoca sedimentos pesados, espuma y pequefios
coagulos, también exhibe un olor a huevo podrido y sabor extremadamente desagradable, asociado
a la produccion de sulfuro de hidrégeno (Suzuki, 2011). Megasphaera genera una ligera espuma en
la cerveza, perosus severos olores desagradables estan asociados a la produccion de acido butirico,
acido caproicoy sulfuro de hidrégeno, haciéndolo imbebible. Megasphaera toleraen menor medida
al etanol, por lo que es comun solo encontrarlaen cervezas con bajo alcohol (Suzuki, 2011).

Otros microorganismos que pueden causar problemas en la calidad de la cerveza son las levaduras
que no se hayan introducido intencionalmente en la cerveza. Aunque se producen cervezas de
fermentacidn espontanea realizada mediante cepas salvajes de levadura (Michel, Meier, Jacab,
Methner, Wagner & Hutzler, 2016), algunas levaduras salvajes producen deterioro a nivel sensorial
por la generacién de compuestos fendlicos volatiles similares al humo o sudor, ademas cambios en
la turbidez y carbonatacidn, asi como una disminucién del cuerpo de la cerveza. Las especies del
género Dekkera (anamorfo del género Brettanomyces) pueden ser agentes perjudiciales cuando se
ha efectuado procesos erréneos de embotellado y se conserva oxigeno que le permite crecer. Otras
especies de levaduras alterantes pertenecen a los géneros, Pichia, Hanseniaspora, Torulaspora,

Williopsis y especies no cerveceras del género Saccharomyces (Hill & Priest, 2018).
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1.3 Crecimiento de BAL en cerveza

Solo algunas bacterias pueden crecer bajo condiciones inhdspitas, como lo es la cerveza. Sin
embargo, aquellas que logran su supervivencia bajo estas condicionesson de gran interés para la
industria cervecera. Las BAL juegan un rol importante en la investigacion, en donde la busqueda de

las propiedades que les permiten su crecimiento en la cerveza las vuelve aln mas interesantes.

1.3.1 Ocurrencia de BAL en cerveza

Las BAL son responsables de aproximadamente del 70% de los incidentes deteriorantes de la
cerveza (Sakamoto & Konings, 2003; Ruiz, Celada, Sesefia & Palop, 2018), causando efectos
negativos en la calidad de la cerveza. En Europa, en el periodo de 1980-2002, Lactobacillus y
Pediococccus causaron aproximadamente entre el 60 a 90% de los incidentes microbioldgicos,
siendo L. brevis la especie bacteriana més frecuente. En cuanto a Leuconostoc, la frecuencia es
mucho menor en comparacion con los dos géneros anteriores, alrededor del 1% segun los resultados
de Suzukiy colaboradores en el 2008; sin embargo, su presencia en la materia prima como la malia,

genera un punto de alerta (Suzuki, 2011).

1.3.2 Genes de resistencia al lUpulo presentes en BAL

Las BAL contaminantes de cerveza tienen algunas caracteristicas en comun, como la resistencia a
los a-isoacidos del lapulo, la cual estd dada por elementos genéticos como los transportadores
multidrogas horA, horC, y los transportadores de cationes hitA y ORF5, los cuales se encuentran
comunmente en plasmidos (Sakamoto & Konings, 2003; Haakensen, Schubert & Ziola, 2008;
Susuki et al., 2006; Suzuki, 2011)Anteriormente se creia que la resistencia al lUpulo era una
caracteristica estable codificadaen el ADN cromosomal; sin embargo, en la actualidad se cree que
pueda deberse a una combinacién de genes cromosomales y de plasmidos que se pueden llegar a
adquirir a través de una transferencia horizontal de genes, como se muestra en la Figura 5 (Susuki
etal., 2006).
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A Tipo mediado por plasmudo (regién horA)

BAL inocua BAL deteriorante de cerveza

R, D= QD

-

B. Tipo mediado por transposdn (regiones horA y horC)

BAL inocua DAL detenicrante de terveza
[T - | Genes (resistencia al hipulo)
¢C) Plismido

ﬁ DNA cromosomal

Figura5. Transferencia hipotética horizontal de horAy horC. Se hanpostulado dos modos de transferencia horizontal

de genes que confierenresistenciaal lipulo. Eltipo A corresponde al que es mediado por plasmido, mientras que el tipo

B es mediado portransposones, sobre la bases de las identidades de secuencia de nucleétidos y el analisis de ORF de

lasregionesde ADN que contienen horAy horCidentificadas en L.brevis, L.lindneri, L.paracollinoides y P.damnosus.
Fuente: Suzukietal. (2006).

1.3.2.1 Principales genes de resistencia

Los a-isoacidos del lupulo que se producen durante el calentamiento del mosto, poseen propiedades
antimicrobianas contra bacterias Gram positivas (Susuki et al., 2006). Estos &cidos del lupulo son
acidos débiles que pueden atravesar la membrana citoplasmatica y actuar como ionéforos causando
la disipacién del gradiente de pH a través de la membrana citoplasmatica, reduciendo la fuerza
motriz de protones. En consecuencia, el pH intracelular se disipa interfiriendo con las reacciones
enzimaticas esenciales, la fuerza motriz de protones dependiente de nutrientes (Behr & Vogel,
2009), cambiosen la permeabilidad en la pared celular, inhibicion de la actividad transportadora de
azucares y aminoacidos, subsecuentemente ocurre la inhibicidén de la respiracion y de la sintesis de
proteinas (Sakamoto & Konings, 2003).

Debido al mayor pH intracelular, los acidos del lupulo se disocian internamente disipando asi el
gradiente de pH transmembrana, que es un componente importante de la fuerza motriz de protones
para generar energia (ATP), interviniendo asi en el transporte de nutrientes (Simpson, 1993). Como
resultado de ello esta la accidn protonoforicade los acidos amargos del lupulo, ocasionando que la

viabilidad de las bacterias expuestas disminuya. En respuesta a ello se ha demostrado que se
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incrementa la actividad de translocacion de protdn ATPasa, con la finalidad de contrarrestar los

efectos ionoféricos de los compuestos del Iupuloy mantener el pH de gradiente transmembranal.

El gen horA pertenece a la familia de transportadores multidrogas de casete de union de ATP y se
ha localizado en el plasmido llamado PRH45 de 15.1 kpb de una cepade L. brevis (Sakamoto &
Konings, 2003).

Se ha demostrado que la proteina HorA pertenece a una familia de transportadores multidrogas de
casete de union a ATP (ABC), mientras que la proteina HorC es dependiente de la fuerza motriz del
proton (PMF) paraexcluir los &cidos amargos del lupulo de las células bacterianas. Presumiblemente
las actividades de HorA 'y HorC provocan unaentrada reducida de los &cidos amargos del ltpulo no
disociados y permeables a la membrana citoplasmatica y, por lo tanto, limitan el efecto
protonofdrico antibacteriano de los compuestos derivados del lGpulo, como se muestraen la Figura
6 (Suzuki, 2011).

Para la adquisicion de resistencia al lipulo, ademas del uso de proteinas transportadoras, se ha
observado que algunas BAL en presencia del lupulo, aumentan su funcion de ATPasa para la
translocacion de protones, lo que contrarresta el efecto de los acidos del lupulo (Sakamoto &
Konings, 2011). También se haencontrado otros genes cromosomales que podrian estar implicados
enla capacidad de creceren cerveza,como el gen hitA. Suzuki, K. (2011) hapropuesto quefunciona
como un mediadorde laresistenciaal lUpulo, yaque juegaun rol en captar cationes divalentes como
el Mn*2, mientras los compuestos acidos del IGpulo reducen los cationes divalentes intracelulares,
como se observa en la Figura 6. Sabemos que esta accion de contrarrestar el flujo de cationes
divalentes es importante en la supervivencia de la bacteria, ya que muchas proteinas son
dependientes de Mn+*2, las cuales estan involucradas en la generacion de energia y homeostasis

redox.
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Hop-H

Membrana citoplasmatica
Pared celular

ADPF
+

Hop-Mn
Produccion de ATP

H

Produccién de ATP

Citrato Piruvato Carbohidratos
MMalato Arginina fermentables

Figura 6. Mecanismos propuestos de resistencia de BAL a los compuestosdel lipulo. HorAy HorC son transportadores
de multiples medicamentos que son impulsados por ATP y PMF respectivamente. Los compuestos de lipulo no
disociados (Hop-H) se intercalan en la membranacitoplasmatica y son transportados por los transportadores de multiples
farmacos. Algunas porciones de Hop-H escapan de las actividades de bombeo de los transportadores y entran al
citoplasma. En el citoplasma, Hop-H se asocia a la forma aniénica (Hop-)y H * debido al mayor pH interno. H* también
ingresa al citoplasma en antiport con Hop-H por las acciones de HorC. Para evitar la acidificacion del citoplasmay
minimizar el gradiente de pH transmembrana, la ATPasa translocantede protones excreta H " a través de la membrana.
Los cursos de energia para estos mecanismos de resistencia del lipulo se suministran desde los metabolismosdel citrato,
piruvato, malato y arginina. En algunos casos, los carbohidratos fermentables, como la maltotriosa, pueden utilizarse
para producir ATP.
Fuente: Susukietal., (2006)

1.3.2.2 Otros genes relacionados

Otros genes que se han propuesto que confieren habilidad deteriorante a las BAL son horB, bsrAy
bsrB. El gen horB es un regulador transcripcional, el cual se ha asociado con la regulacion de HorC
(Bergsveinson, Baecker, Pittet, & Ziola. 2015), por lo que también esta implicado en exportar a.-
isoacidos de la célula. Ambos genes bsrA y bsrB, son casete de union a ATP multidroga de tipo
primario, éstos se han visto relacionados con el deterioro de cervezas, segun un estudio publicado
por Haakensen (2009), donde estadisticamente estuvieron altamente correlacionados con la

resistencia al lupulo para el género Pediococcus (Haakensen, Vickers & Ziola, 2009)

De estosgenesno se tiene gran informacion, pues se havisto que los genes horA, horCy hitA tienen
mayor correlacion con la resistencia al lupuloen la BAL.
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1.4 Produccion de aminas bidgenas en cerveza

Las aminas bidgenas son compuestos organicos de bajo peso molecular producidos
mayoritariamente por la descarboxilacion de ciertos aminoacidos por accidén bacteriana. Las
principales bacterias productoras de AB en alimentos fermentados son las BAL (Barbieri,
Montanari, Gardini & Tabanelli, 2019), quienes, a través de enzimas descarboxilan los amino&cidos
precursores produciendo la AB correspondiente. Se ha descrito que estas enzimas aminoacido
descarboxilasas son inducibles y se producen como respuesta adaptativa a la presencia de los
aminoacidos precursores en el medio (Bearson, Bearson & Foster, 1997).

La sintesis y acumulacion de AB en los alimentos requiere de la presencia de amino&cidos
precursores, de bacterias conlaaminoacil descarboxilasaapropiada y de las condicionesambientales
que favorezcan la accion enzimaticay el crecimiento bacteriano. La combinacion de todos estos
factores influye en las variedades y cantidades de AB presentes en productos alimenticios (Rio,
Diaz, Pérez, Redruello, Linares, Ladero & Alvarez, 2018). En la Tabla 2 se muestran algunos de los
microorganismos que se encuentran mayormente implicados en la produccionde AB en bebidas

fermentadas.
Tabla 2. Microorganismos productores de AB en bebidas fermentadas
Amina biégena Microorganismo productor
Histamina Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii, Pediococcus parvulus
Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc mesenteroides,
Tiramina Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium

Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc mesenteroides,
Putrescina lactobacillus plantarum, Oenococcus oeni, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus zeae.
Fuente: Rioetal., (2018)

Los factores quimicos como el pH, la concentracién de sal y la temperatura pueden afectar al
microorganismo productor de AB, tanto en su crecimiento como en la actividad descarboxilasa
(Linares, del Rio, Ladero, Martinez, Fernandez, Martin &Alvarez, 2012). Se ha llegado a plantear
unateoria para el caso de las BAL, indicando la relacion entre el descenso del pH'y la produccion
de AB, pues estas ultimas contrarrestan el estrés acido de algunos ambientes (Bearson et al., 1997),
sustentando que el bajo pH es un factor crucial para la actividad de algunas amino acido
descarboxilasas (Linares etal.,2012), siendoel pH éptimo entre 4.0 - 5.5 (Karovi¢ova & Kohajdova,
2005). Respecto a la temperatura, en estudios previos se evidencia que, a temperaturasde 5 °C o

menores, decrece la acumulacion de AB como histamina, tiramina, putrescina y cadaverina,
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atribuyéndose a la reduccion de la actividad enzimatica, asi como en la reduccidn de la expresion

génica implicada (Calles, Eriksen, Anderson, Rattray, Johansen, Fernandez & Alvarez, 2010).

1.4.1 Presencia de aminas bidgenas en cerveza
En estudios previos, se han identificado alrededor de seis AB presentesen botellas de cerveza listas
para su comercializaciéon o en el punto de venta (Kalac, Savel, KiiZzek, Pelikanova & Prokopova,
2002). Con base en lo mencionado por Poveda (2019) el origen de AB en la cerveza proviene de
dos fuentes: por un lado, se pueden producir por la accion descarboxilasa de los microorganismos,
y la otra es que las AB pueden encontrarse naturalmente es las materias primas, principalmente en
la malta.
En la materia prima como la malta y el mosto se pueden encontrar AB como agmantina, putrescina,
espermidina y espermina, siendo la malta la principal fuente de AB (Kalac, & Krizek, 2003).
Mientas que en el proceso de fermentacion se han localizado tiramina, histamina, putrescina y
cadaverina (Loret, Deloyer & Dandrifosse, 2005; Poveda, 2019).
También se ha reportado que los contenidos de AB en cervezas sin contaminacion conocida estan
mas relacionados con las materias primas y la cerveceria que con el metabolismo de las BAL
(Poveda, 2019)

1.4.2. Genes asociados a la produccién de aminas bidgenas

A través de métodos moleculares rapidos y reproducibles se logra detectar genes implicados en la
produccién de AB en bacterias productoras. Estos métodos moleculares se basan en el uso de
oligonucleotidos especificos paraladeteccion de los genes bacterianos que codificanenzimasamino
descarboxilasas, como: histidina descarboxilasa (hdc), tirosina descarboxilasa (tdc) y ornitina
descarboxilasa (odc). Porlo que a través de ellos se podria detectar siuna bacteriatiene la capacidad
genética de producir histidina, tiramina y putrescina, respectivamente (Elsanhoty & Ramadan,
2016).

1.4.3 Toxicidad causada por aminas bidgenas y limites legales
Dado que las AB pueden actuar como agentes vasoactivos, su presencia de altas cantidades de AB
en los alimentos fermentados puede ser contraproducenteparalasalud, algunas de ellas se describen
en la Tabla 3. Las AB mas frecuentes en alimentos son histamina, tiramina, putrescina, cadaverina,

triptamina, b-feniletilamina, espermina y espermidina, sin embargo, la mayoria de los casos de

20



intoxicacion alimentaria estan relacionadas con la histamina y la tiramina. Ademas de la propia
toxicidad de la tiramina, ésta se ha relacionado con favorecer la adhesién de patégenos como
Escherichia coli a la mucosa intestinal (Coton, Romano, Spano, Ziegler, Vetrana, Desmarais &
Coton, 2010). Por otro lado, las diaminas tales como putrescina y cadaverina pueden reaccionar con
nitritos dando lugar a la formacién de nitrosaminas, cuyo efecto es cancerigeno (Barbieri,
Montanari, Gardini & Tabanelli, 2019).

En condiciones normales si se llegara a ingerir AB a través de los alimentos, rapidamente las
monoamino oxidasas (MAO) o las diamino oxidasas (DAQ) de la mucosa intestinal actian para
prevenir una intoxicacion. Estas enzimas se caracterizan por poseer un nucleétido derivado de la
vitamina B2, como flavin-adenin-dinucleotido (FAD) o flavin-mononucleotido (FMN), conocida
también como riboflavina-5-monofosfato, al momento que catalizan la desaminacion oxidativa de
las aminas, lo hacen con consumo de oxigeno y agua, produciendo el aldehido correspondiente,
amoniaco y perdxido de hidrogeno (Barbieri et al., 2019). Sin embargo, cuando estas enzimas no
son funcionales, ya sea por problemas genéticos o por la presencia de inhibidores como el alcohol
presente en la cerveza o determinados farmacos, es dificil para el organismo reestablecer los niveles
de aminas normales. Por lo que la detoxificacién depende de la eficacia de los sistemas, variando de
un individuo a otro, ademas esto puede estar sujeto a la presencia de otras AB, pues llegan a tener

efectos sinérgicos (Lucas, Claisse & Lovaud, 2008).

Tabla 3. Efectosfisiologicos y toxicologicos de las AB.

Aminoacido Efectos toxicologicos

precursor

Amina
bibgena

Efectosfisiologicos

Histamina

Tiramina

Putrescina

Histidina

Tirosina

Ornitina

Neurotransmisor, interviene en la secrecion
acido-gastrica, crecimiento y diferenciacion
celular. Regula el ritmo cardiaco y
temperaturadelcuerpo. Esta implicado enla
ingesta de alimentos, aprendizaje y memoria,
respuesta inmune, reacciones alérgicas.

Neurotransmisor, vasoconstrictor periférica,
produce incremento del gasto cardiaco,
aumenta la glucosaen la sangre y liberacién
de la adrenalina.

Regulacion en la expresion de genes,
maduracion intestinal en la etapa neonatal,
crecimientoy diferenciacioncelular.

Dolores de cabeza, sudoracion, secrecion
nasal, enrojecimiento facial, erupciones
cutaneas con picazon, mareos, edema (en
pérpados), urticaria, dificultad para tragar y
respiratoria, diarrea, broncoespasmos,
aumento del gasto cardiaco, taquicardia,
trastornos de la presionarterial.

Dolores de cabeza, migrafia, trastomos
neuroldgicos, nauseas, vomitos, trastomos
respiratorios, hipertension.

Aumento del gasto cardiaco, taquicardia,
hipotension, efectos cancerigenos.

Fuente: Linaresetal., (2012); Alvarez & Moreno-Arribas (2014)
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No hay una legislacion especifica respecto a la presencia de AB en los alimentos, a excepcion de
los productos pesqueros publicada por la comision del Codex Alimentarius, donde se establece un
nivel maximo aceptable de histamina. Sin embargo, la EFSA realiz6 una evaluacion cuantitativa de
los riesgos sobre las AB en alimentos fermentados en la Unidn Europea, indicando concentraciones
que podrian inducir efectos adversos en la salud de los consumidores.

Los datos toxicoldgicos proporcionados por la EFSA se realizaron tanto a personas sanas como a
individuos sensibles. La tiramina junto con la histamina son consideradas las AB mas toxicas y
particularmente relevantes para la seguridad alimentaria. Una ingesta de tiramina en individuos
sensibles de 6 mg/kg causa una crisis leve, de 0 - 25 mg/kg se presenta dolor de cabezaintenso con
hemorragia intracraneal. En individuos que no presentan defectos en las enzimas de detoxificacion
puede ser bien tolerada un consumo de 50 — 150 mg/kg de tiramina. Los resultados de histamina en
personas sanas expuestas a un nivel de 25 - 50 mg/kg han llegado a producir efectos adversos para
la salud. Paises como Suiza, Austria, Alemania, Holanda, Bélgica y Francia han establecido
recomendacionesen el contenidode histaminaen bebidas fermentadas, siendoen un rango aceptable
entre 2a 10 mgL! (Moreno-Arribas & Polo, 2008)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General
Estudiar la capacidad deteriorante de bacterias acido-lacticas (BAL) y su produccién de aminas
bidgenas (AB) en cerveza artesana, a traves de su inoculacion en distintos estilos, con el fin de

desarrollar un monitoreo de seguridad alimentariay calidad de la cerveza.

2.2 Objetivos particulares

e Evaluar la capacidad deteriorante de las BAL mediante la deteccion de los genes de
resistencia al lapulo y su crecimiento en diferentes estilos cerveceros.

e Evaluar la capacidad de produccion de AB por las BAL a través de la deteccion de los genes

relacionados y la cuantificacion de su produccion en cerveza artesanal.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 ACONDICIONAMIENTO DE BAL AL CRECIMIENTO EN CERVEZA

3.1.1 Cepas de bacterias acido-lacticas
Se usaron 11 cepas de BAL, que se muestran en la Tabla 4, de las cuales 8 provienen de la coleccion
de microorganismos del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Alimentacion (CIAL,
Espaiia), las cuales previamente fueron aisladas de ambientesy productos cerveceros e identificadas
por espectrofotometria de masas MALDI TOF-MS (Matrix-Assisted-Laser Desorption/lonization
Time-Of-Flight Mass Spectrometry) Biotypery por el método de secuenciacion completa del gen

16SrRNA. Adicionalmente se utilizaron 3 cepas de la Coleccién Espafiola de Cultivos (CECT).

Tabla4.CepasdeBAL Yy su fuente de aislamiento

Codigo de

Nomenclatura identificacion Géneroy especie Aislamiento
CIAL-B6 B6 Lactobau:)l:srgg;g:?sel subsp. Ambientecerveceroartesanal
CIAL-BD1 D1 Lactobacillus brevis Cerveza6,5% ABVYy 14 BUde unacerveceraartesanal
CIAL-BF1 CL LactobaanI)LIJ;.nr?[;ratrﬁrum subsp. Ardndanos rojos
CIAL-B2 B2 Leuconostoc pseudomesenteroides Ambientecerveceroartesanal
CIAL-B1 Bl Leuconostoccitreum Ambientecerveceroartesanal
CIAL-BL1 L1 Lactobacillus brevis Cerveza4,5%ABVYy 20 BUde unacervecera de gran escala
CIAL-PF PF Pediococcus acidilactici Ambientecerveceroartesanal
CIAL-B3 B3 Leuconostoc mesenteroides Ambientecerveceroartesanal
CECT-793 PT Pediococcus damnosus Levadurade cerveza lager
CECT-216 T1 Lactobacillus brevis Cerveza
CECT-8644 CE Lactobacillus paracollinoides Ambientecervecero

3.1.2 Adaptacion de las BAL al crecimiento en cerveza

Se tomaron colonias previamente crecidas en caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS, Difco ™, France)
en condicionesde anaerobiosisa28°C durante 72 horasy con ellas se realizaron cultivos progresivos
en tres medios liquidos para inducirlas a adaptarse y a crecer en un medio similar a una cerveza.

La preparacion de los tres medios liquidos o Beverages (BVG): BVG 1, BVG 2y BVG 3 consistio
en mezclar una cerveza (5 % ABV; 11 BU; pH 4,25; 0,25 % YFE) y una bebida no alcoholica a base
de malta (0% ABV; 3 BU; pH 5,75; 6,6 % YFE) de acuerdo con lo indicado en la Figura 7.

Posteriormente, los medios liquidos, fueron esterilizados por filtracion con el uso de membranas de
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0.45 pm (Millipore, Estados Unidos), se afiadié cicloheximida (Thermo Scientific ™, Estados

Unidos) hasta alcanzar una concentracion de 10 ppm y se homogenizo.

BVG1 BVG2 BVG3
65% Bebida de malta/ 35%  40% Bebida de malta / 60% 20% Bebida de malta/ 80%
Cerveza (1.75 %ABY, 5.8 Cerveza (3.0 % ABV, 7.8 BU, Cerveza (4.0% ABV, 9.4 BU,
BU, 5.4 %YFE y 5.22 pH) 3.43 %NFE y 4.85 pH) 1.73% ¥FE y 4.55 pH)

Figura 7. Secuencia delos medios liquidos empleados para la adaptacionde BAL.

Los cultivos desarrolladosen el medio MRS, se centrifugaron a 3000 rpm, 10 min y 4°C; se lavo el
pellet dos veces con solucion salina estéril (0.9%) y se inoculd cada unade ellas y por separado en
un tubo con 10 mL de BVG 1 para luego incubarse a 28°C. Después del desarrollo de turbidez o
formacion de precipitado en el fondo del tubo, se volvié a centrifugar a las mismas condiciones
anterioresy el pellet fue sembradoen 10 mL de BVG 2, incubandose a 28°C hasta el desarrollo de
turbidez o formacion de precipitado, y se repitio el procedimiento anterior con una nuevasiembra e
incubacion en 10 mL de BVG 3. Para el mantenimiento y la conservacion de las cepas adaptadas se

hicieron cambios del medio BVG 3 cada 7 dias.

3.2 ANALISIS FISICO-QUIMICO DE CERVEZAS

Para realizar los ensayos, se seleccionaron 11 cervezas artesanales disponibles en el mercado
espafol. La preparacion de la muestra para el analisis y la determinacion de los parametros de pH,
BUy % YFE de las cervezas seleccionadas se analizaron segun los métodos de la American Society
of Brewing Chemists (American Society of Brewing Chemists ASBC, 2008), descritas brevemente
a continuacion. Se utilizé el nivel de alcohol declarado en la etiqueta de las cervezas, siendo esta

informacidn de caracter obligatorio de acuerdo al Real Decreto 678/2016 en Espafia.

3.2.1 Preparacion de muestras
Previo a los analisis fisico-quimicos de la cerveza se descarbonatarony atemperaron las muestras
segun el método Beer-1, A de la ASBC (2008a), en el que se recomienda someter las muestras de

cerveza a una agitacion lentaseguida por unaagitacion vigorosa con agitadores magnéticos durante

25



10 min. Posteriormente se centrifugaron (10 min, 4000 rpm, 4°C) y se recogieron los sobrenadantes

atemperandose a 15-20 °C.

3.2.2 pHy acidez total
El valor de pH se determin6 con un potenciémetro digital (pHenomenal®, Reino Unido). Para la
acidez total se empled el método de valoracion potenciomeétrica, para cuantificar el volumen
necesario de NaOH 0.1 N para elevar el pH de 12.5 mL de cerveza hasta 8.2 (ASBC, 2008c).

3.2.3 Extracto fermentable por levaduras

Para determinar el extracto fermentable por levaduras se sembraron 3 colonias de S. pastorianus
(Saflager™ S-189) crecidas en agar Dextrosa-Peptona-Levadura (YPD, Difco™, Francia) a 50 mL
de cada una de las cervezas contenidas en un matraz de Erlenmeyer. Cada matraz se incubé a 25°C
en un agitador orbital (Infors® AG CH-4103, Bottmingen) a 100 rpm. Al inicio y cada dos dias se
midieron los grados °P por triplicado hasta que el valor permaneciera constante (ASBC, 2008e).
Finalmente, el porcentaje del extracto total fermentable (% YFE) se calcul6 en base a la formula
indicada en la ASBC (2008b).

3.2.4 Amargor
El amargor de las cervezas (BU) se determin6 mediante el método estandarizado Beer-23A (ASBC,
2008f), que consiste en la extraccidon principalmente de a-isoacidos con iso-octano (2,2,4-
trimetilpentano). Para esto se emplearon 5 mL de las muestras descarbonatadas, libres de turbidez y
atemperadas a 10 °C, a las que se anadio 0.5 mL de HCI 3Ny 10 mL de iso-octano. Posteriormente,
se agitaron 15 min vigorosamente, se centrifugd a 3000 rpm por 20 minutos a 10°C, (esto garantizd
la separacion de las fases acuosa y organica (Hunter & Dompkowski, 2018). Se prosiguiod a la
medicion de la absorbancia de las muestras a 275 nm en el espectrofotdmetro Specord®2 10 usando
el programa Win Aspect®, empleando el iso-octano como blanco. La muestra de cerveza se tomo
de la capa superior obtenida del centrifugado (extracto orgdnico, apariencia incolora), una vez
obtenido el valor de absorbancia, se multiplica por 50, donde relaciona la pendiente de la correlacion
y el disolvente utilizado, para obtener las BU (ASBC 2008f). Cada determinacion se realizd por

duplicado, considerando el promedio para el resultado final.
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3.3 EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE BALEN CERVEZA
Una vez que las cepas se encontraban adaptadas y las cervezas analizadas, se procedi6 a la

inoculacidn artificial de las BAL.

3.3.1 Inoculacion de BAL en cerveza

Para la inoculacién de cada microorganismo en las diferentes cervezas, se partié de nuevas siembras
de cada una de las bacterias adaptadas en el medio BVG 3 (medio que se asemeja mas a las
condiciones de unacerveza comercial) a 28 °C durante 72 horas, tiempo necesario paraalcanzar la
fase estacionaria temprana (Pérez, 2019). Posteriormente el cultivo se centrifugd (3000 rpm, 10 min,
4 °C) y tras realizar dos lavados con solucion salina estéril (0.9 %), se realizaron nuevas
suspensiones bacterianas hasta alcanzar una DOsgpy, = 1 (108 UFC mL-") en solucion salina estéril
y a partir de esta suspension se efectuaron diluciones seriadas hasta alcanzar una concentracion de
105 UFC mL-1.

Las cervezas antes de su inoculacion fueron previamente esterilizadas por filtracion usando filtros
de 0.45 micras (Sartorius) y se coloco 5 mL de cerveza filtrada en un tubo de Eppendorf. A cada
tubo se adicion6 5 uL del indculo de 10° UFC mL! en condiciones de anaerobiosis. Posteriormente
se incubaron a una temperatura de 28°C durante 30 dias. Paralelamente se incubaron las cervezas
sin inocular, como control. Se comprob6 la cantidad de bacterias inoculadas por la técnica de

sembrado por spot en agar MRS incubdndose a 28 °C hasta 7 dias en anaerobiosis.

3.3.2 Medicion del crecimiento de BAL en cerveza
Después de 30 dias se evalud el crecimiento de las BAL en las cervezas mediante el desarrollo de
turbidez, formacion de precipitado y en aquellas donde el crecimiento no era visible, se determino
el crecimiento por espectrofotometria. Para ello las muestras fueron homogenizadas en vortex y se
colocd por triplicado, 250 uL de cada una de las muestras en pocillos de placas con fondo plano. Se
midieron las ADOsgonm @ los 0 'y 30 dias con un lector de placas (BioTeck Sinergy™ HT, Estados
Unidos), donde una ADOsg,m >0.05, utilizando la cerveza sin inocular como blanco, evidencia un
crecimiento bacteriano (Menz et al., 2010) y en aquellas muestras donde el valor era <0.05 se
sembraba en placa en medio MRS, para verificar su crecimiento. La pureza de los crecimientos se
comprobd mediante microscopia directa y siembra en medio MRS verificando su color y

caracteristicas morfologicas de las colonias, asi como pruebas de peroxidasay KOH.
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Con fines de crear un resultado binario se les asigné un valor de 1 a las muestras con crecimiento y

un valor de 0 a las muestras sin crecimiento bacteriano.

3.3.3 Deteccion de genes asociados con la resistencia al liipulo en BAL
Se realizd una busqueda bibliografica de las posibilidades de genes implicados en conferir
resistencia al lapulo a las BAL. Las opciones de primers se analizaron en bases de datos
bioinformaticas Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), Gen Bank y Oligo Analyzer. Una
vez definidos los genes con sus respectivos primers (Tabla 5), la elaboracion de estos ultimos fue
encargada a la casa comercial de Sigma-Aldrich®. El procedimiento experimental se llevo a cabo en
una cabina de flujo laminar clase II, utilizando tubos Eppendorf de 1.5 mL libres de DNAasa y
puntas de pipeta Biosphera®plus (estériles y libres de: ADN, DNasa/RNasa, inhibidores de PCR,

ATP y pir6genos/endotoxinas).

Tabla 5. Primers utilizados en la deteccion de genes asociados a la resistenciaal lupulo.

Gen Primer Secuencia delprimer (5°-3") Longitud Referencia
del
fragmento
horA h198F2 5-AAATCTTAACCCTGCCGG-3' 210 Haakensen, M.,
Shubert,B., &
h198R 5'-GCGGAA CGGCGATAAACATA -3 Ziola,B.2008
horC 46F 5-CTTGTTGGAGCAATTATT GG -3' 94 Haakensen, M.,
139R 5-CGTTGA CAAGTG CTACAGG -3 Shubert,B., &
Ziola,B.2008
hitA 28F 5- AGC GTA GCA GAA GAA CCT AAG -3' 179 Haakensen, M.,
207R 5-CAATTACCAGGATCCATGTACC - Shubert,B., &
3 Ziola,B.2008
ORF5 154F 5-GTACGGATCGTG GTAAACG -3' 117 Haakensen, M.,
270R 5-GACCATTTG TCT ACAAGG CAG -3' Shubert,B., &
Ziola, B.2008

Tabla 6. Primer utilizado como controlinterno para la presencia de ADN bacteriano (16S rRNA)

Gen Primer Secuenciadelprimer (57-3") Longitud Referencia
del
fragmento
16SrRNA  386F 5-CTGATG GAG CAACGCCGCGT -3' 210 Haakensen, M.,
Shubert,B., &
534R 5-ATTACCGCG GCTGCT GG -3' Ziola,B.2008

a. Preparacion de primers
Los primers en seco se centrifugaron (7500 rpm, 10 seg, temperatura ambiente), se le anadi6 a cada

uno la cantidad de agua libre de DNAasa indicada por el fabricante, con la finalidad de tener una
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concentracionde 100 uM/uL. Se dejaron en hielo durante 30 min, transcurrido el tiempo se agitaron
en vortex durante 15 seg, se tomo6 10 pL del preparado de cada primer en un tubo Eppendorf'y se
afiadio 90 pL de agua para qPCR, obteniendo una concentracion final de 10 pM. Este ultimo
preparado se utilizé para la preparacion de los “Master Mix”. Las preparaciones de los primers que
no se utilizaron al final, fueron guardadas en congelacién a -20 °C para su conservacion y posterior
uso.

b. Aislamiento de DNA bacteriano
Los ADN de cada cepa se obtuvieron de las colonias crecidas en agar MRS a partir de las BAL
adaptadas a la cerveza. Para la extraccion de ADN se usé el kit Insta Gene™ Matrix (Bio Rad,
Italia), para ello se eligi6 una colonia aislada, la cual se resuspendio en 1 mL de agua libre de
DNAasas en un tubo de Eppendorf, se centrifugé (12,000 rpm, 1 min, 25 °C) removiéndose el
sobrenadante, y al pellet se le agregd 200 pL de Insta Gene™ Matrix, se incubd a 56 °C durante 30
min, posteriormente se agitd conun vortex durante 10 segy se volvio a centrifugar (12, 000 rpm, 3
min, 25 °C). Se recolect6 el sobrenadante (perteneciente al ADN extraido) y se paso6 a un tubo de
Eppendorf debidamente etiquetado.
El ADN extraido se puede usar al instante para la preparacion posterior de la mezcla para qPCR o
ser guardado a -20 °C para su conservacion, donde si es requerido para su uso, se agita en v ortex
durante 10 seg y se centrifuga (12,000 rpm,3min, 25°C).

c. Pureza y cuantificacion del DNA extraido (Nanodrop®)
La cuantificacion de ADN (ng.uL -1) se determind por espectrofotometria usando el equipo
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y fue calculada a través de la
absorbancia a 260 nm (A260). La pureza del ADN se obtuvo mediante la relacion A260/A280y

A260/A230, enla Figura 8 se pueden observar valores indicativos a tales relaciones de absorbancia.

Radio Valor Pureza
1.8-2 ADN de pureza 6ptima
A260/280 1.6-1.8 ADN de pureza aceptable
<1.6 Presencia de compuestos aromaticos
>2.1 Contaminaciéncon ARN
A260/230 <1.5 Contaminacién con sales, carbohidratos y fenoles

Figura 8. Valores indicativos de pureza en muestras de ADN.
Fuente: Palomo (2005).
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d. Preparacion de “Master Mix” y microplaca de qPCR
Se prepararon los “Master Mix” en tubos de Eppendorf identificados, teniendo en cuenta los
siguientes volimenesy orden de los reactivos, como se presentan en la Tabla 7, para cada uno de

los genes a identificar.

Tabla 7. Composicion de los “Master Mix” para la deteccion de genes que confieren resistencia al ltipulo.

Reactivo Cantidad
H20 70 uL
SYBER Green 100 uL
PrimerR (1:10) 5uL
PrimerF (1:10) 5uL

*Las cantidades estan consideradas parael llenadode 20 pocillos de la microplaca.

Se usaron microplacas de 384 pocillos (Applied Biosystems MicroAmp). En cada pocillo de la
microplaca se afiadié 9uL del “Master Mix” mas 1uL de ADN bacteriano, este analisis se realizd
por triplicado para cada ADN bacteriano. Paralelamente se llenaron pocillos blanco en los cuales se
anadié 1 pL de H,O de qPCR en lugar de ADN bacteriano. Una vez finalizado el llenado se cubri6
la placa con film, se centrifug6 (3000 rpm, 3 min, 20°C). Se usé6 ADN extraido de Pediococcus
damnosus CECT 793 como control positivo de los cuatro genes, y un control interno de PCR (IS)
correspondiente al gen 16S rRNA.
e. Condiciones de la qPCR

Para la deteccion de los genes hord, horC, hitA y ORF5 en los ADN extraidos se usaron las
condiciones descritas en la Tabla 8 y se llevd a cabo en el equipo Applied Biosystems ViiA™ 7
Real-Time PCR System (Life Technologies), donde las condiciones se programaron directamente

en el software del equipo, una vez establecidas se introdujo la placa recién centrifugada.

Tabla 8. Condiciones de la qPCR para la deteccion de genesasociados a la resistenciaallipulo.

Desnaturalizacion Desnaturalizacion  Anillamiento  Extension Extensién No. ciclos
inicial final
95°C,5min 94°C,45s 52°C,45s 72°C,50s 72°C,5min 35

3.4 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE AB EN CERVEZA
Se eligié evaluar la produccion de AB en la cerveza artesanal B12 “Castafia” (22 BU, 5 % ABV'y

pH 4.3) ala cual se inocul6 cada unade las BAL por separado.
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3.4.1 Inoculacion de BAL en cerveza artesanal
Se esterilizo la cerveza elegida mediante filtros de 0.45 micras (Sartorius) y se coloco 20 mL de
cerveza filtrada B12 (22 BU, 5.0 % ABV y pH 4.3) en un tubo hermético previamente esterilizado.
Se prepararon indculos de todas las BAL, a excepcidon de las cepas CECT. A cada tubo se adiciond
5 uL del in6culo de 105 UFC mL-! de cada una de las BAL por separado, en ambiente anaerobico,
para luego incubarlas a 28°C durante 30 dias. Paralelamente se incub6 una muestra control de
cerveza sin inoculo. La cantidad de bacterias inoculadas se comprob¢ por la técnica de sembrado

por spot en agar MRS incubandose a 28°C durante 7 dias en anaerobiosis.

3.4.2 Cuantificacion de AB producidas en cerveza
Después de la incubacion durante 30 dias, las muestras se centrifugaron (13,000 g, 5 min), y los
sobrenadantes libres de células fueron usados para cuantificar la presencia de las AB: tiramina,
histamina, putrescina y cadaverina, por RP-HPLC y deteccion de fluorescencia, de acuerdo con las
condiciones descritas por Moreno-Arribas, Polo, Jorganes & Mufioz. (2003). La cerveza no
inoculada se us6 como control y todas las determinaciones se hicieron por duplicado. Para ello se
enviaron las muestras a la “Estacion Enologica de Haro”, el cual es un laboratorio de ensayos
acreditado bajo la norma UNE-EN ISO/IEC 17025 por ENAC, ubicado en La Rioja, Espaia. Las
muestras fueron enviadas cumpliendo todos los requerimientos solicitados por el laboratorio para

garantizar la integridad y conservacion de la muestra.

3.4.3 Deteccion de genes relacionados con la produccion de AB en BAL

Se realizé una busqueda bibliografica de los genes con sus respectivos primers implicados en la
produccion por BAL de las principales AB presentes en cerveza. Las posibilidades de secuencias de
iniciadores se analizaron por medio de herramientas bioinformaticas tales como: Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), GenBank y OligoAnalyzer. Una vez identificados los genes y los
primers, (Tabla 9) se encarg6 su elaboracion a Sigma-Aldrich®. El procedimiento experimental se
llevé a cabo en una cabina de flujo laminar, clase II, utilizando tubos de Eppendorfde 1.5 mL libres
de DNAasa y puntas de pipeta Biosphera®plus (estériles y libres de: ADN, DNasa/RNasa,
inhibidores de PCR, ATP y pir6genos/endotoxinas).
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Tabla 9. Primers utilizados en la deteccion de genes relacionados con la producciénde AB.

Gen Primer Secuenciadelprimer (5™-3") Longitud Referencia
del
fragmento
hdc hdcAf 5'-ATG AAG CCAGGA CAAGTT GG -3 210 Coton &Coton. 2005
hdcAr 5'- AAT TGAGCC ACCTGG AAT TG-3'
tdc tdcf 5- CAAATG GAA GAA GAAGTT GC-3' 94 Lucas, Clsisse & Lonvaud-
tder 5'-GAACCATCAGCAACAATGTG -3' Funel.2008
odc odcf 5-TGCACTTCCATATCCTCCAG-3' 179 Granchi, Talini, Rigacci et
odcr 5-GAATTT CTGGAG CAAATCCA-3' al.,2006
Nannelli, Claisse, Gindreau
etal.,2008

*Histidina descarboxilasa (hdc), tirosina descarboxilasa (tdc) y ornitina descarboxilasa (odc).

a. Preparacion de primers
Los primers se prepararon de acuerdo con los descrito en la seccion 3.3.3 apartado a.
b. Aislamiento de DNA bacteriano
Los ADN de las cepas control y de las BAL a analizar se obtuvieron del desarrollo de colonias

crecidas en agar MRS segun el procedimiento descrito en la seccidon 3.3.3 apartado b. Los codigos

de las BAL a analizarson: L1, D1, B1, B3, PF, B2, B6 y CL.
¢. Pureza y cuantificacion de los ADN extraidos (Nanodrop®)

La purezay cuantificacion de los ADN extraidos se realizo segtin lo descrito en la seccion 3.3.3

apartado c.
d. Preparacion de “Master Mix” y microplaca de qPCR

Se prepararon los “Master Mix” en tubos de Eppendorfidentificados, de acuerdo a lo descrito en la

siguiente Tabla 10.

Tabla 10. Composicionde los “Master Mix”para la deteccion de genes relacionados a la sintesis de AB.

Reactivo Cantidad
H20 60 puL
SYBER Green 100 uL
PrimerR (1:10) 10puL
PrimerF (1:10) 10puL

*Las cantidades estan consideradas parael llenado de 20 pocillos de la microplaca.

Se usaron microplacas de 384 pocillos (Applied Biosystems MicroAmp). En cada pocillo de la
microplaca se afiadio 9uL del “Master Mix” mas 1uL de DNA bacteriano, por triplicado para
cada ADN bacteriano. Paralelamente se llenaron pocillos blanco en los cuales se afiadi6 1 pL de
H,0 de qPCR en lugar de DNA bacteriano. Una vez finalizado el llenado se cubri6 la placa con
film, se centrifugd (3000 rpm, 3 min, 20°C). Se usaron dos cepas control, la cepa productora de

tiramina Lactobacillus brevis CECT 216 (DMS 1268)y Lactobacillus saerimneri 30* (ATCC®
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33222™) cepa productora de histaminay putrescina, esta tiltima proporcionada por el Instituto
de Productos Lacteos de Asturias- CSIC, y un control interno de PCR (IS) correspondiente al
gen 16S rRNA.
e. Condiciones de la gPCR.
Para detectar la presencia de los genes ftdc, hdc y odc, correspondientes a los genes de
descarboxilasas de tirosina, histamina y ornitina, respectivamente, se utilizaron las condiciones
descritas por Coton et al., (2010). Se llevo a cabo en el equipo Applied Biosystems ViiA™ Real-
Time PCR System (Lite Technologies), donde las condiciones se programaron directamente en el
software del equipo como se muestraen la Tabla 11, una vez establecidas se introdujo la placarecién

centrifugada.

Tabla 11. Condiciones de la gPCR para la deteccion de genes relacionados a la sintesis de AB.

Desnaturalizacion Desnaturalizacion Anillamiento Extension Extensién No. ciclos
inicial Final
95°C,5min 94°C,45s 55°C,30s 72°C,2 min 72°C,5min 35

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Tanto para la regresion logistica binaria como para la prueba t, el intervalo de confianza y el nivel
de significancia se establecieron en 95 %y p <0.05, respectivamente. La regresion logistica binaria
(RLB) se calcul6 en funcién de la capacidad de las BAL para creceren las cervezas analizadascomo
variables de resultado relacionadas con la ausencia / presencia de genes de resistencia al lapulo. Los
resultados de PCR para los genes horA, hitA, ORF5 y horC se incluyeron como covariables (0 =
ausenciay 1= presencia), y la RLB se realizo utilizando el método Forward Stepwise. La prueba t
de Student emparejada se utilizo para determinar si habia diferencias significativas en la produccion
de AB en las cervezas probadas. El analisis estadistico de los datos se realiz6é con SPS Statistic

version 22.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 ACONDICIONAMIENTO DE BALAL CRECIMIENTO EN CERVEZA

4.1.1 Adaptacion de BAL al crecimiento en cerveza
Para este estudio se seleccionaron once BAL, las cuales se describen previamente en la Tabla 4.
Antes de llevar a cabo la prueba de capacidad de deterioro de la cerveza, los once aislamientos de
BAL fueron inducidosa crecer en condiciones mas proximas a la cerveza (BVG1, BVG2y BVG3),
a través del incremento paulatino de valores de alcohol y unidades de amargor (concentracion
subinhibitoria de a-isoacidos), acompafiadode unareduccion de valores de extracto fermentable por
levaduras y pH. De las once cepasaisladas siete pudieron crecer en la bebida tipo cerveza (BVG3).
Las cepas con codigo de identificacion; B1, CL, PF, B3, B6, D1 y L1 se seleccionaron para su
evaluacion.
La adaptacion de las BAL es un paso fundamental, pues se han encontrado estudios que indican que
la adaptacion de bacterias que fueron aisladas de un ambiente cerveceroa un medio que se asemeje
a la cerveza permite que éstas a través de continuos pases para mantenerlas viables no pierdan sus

genes que confieren resistencia al lapulo (Susuki et al., 2006; Suzuki et al., 2008)

4.2 ANALISIS FISICO-QUIMICO DE CERVEZAS

Se seleccionaron 11 cervezas artesanales, para la
" inoculacién artificial de las BAL: Castafia (B1), Pale Ale
M (B2), San Miguel (B3), Morena (B4), Viejo Madrid
(B5), Stout (B6), Trigo (B7), Rubia (B8), IPA Dry (B9),
Super 8 IPA (B10) y Uva (B11).

En la Tabla 12, se muestran los resultados de los 4

Figura 9. Muestras de cervezas utilizadas, ) - .
atemperadasy descarbonatadas pardmetros fisico-quimicos evaluados en las once cervezas

utilizadas.
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Tabla 12. Caracteristicas fisico-quimicas (media + desviacion estandar) de las cervezas utilizadas en la evaluacion de
la capacidad de deteriorode la cerveza por losaislamientos de BAL.

Cerveza Codigodela
cerveza pH % ABV BU % YFE

Castana Bl 450£0.01 4.7+£0.04 15+0.21 0.9620.01
Pale Ale M B2 432+0.01 5.2£0.06 19+0.57 0.99£0.02
San Miguel B3 4.15+£0.01 0.04+0.01 13+0.28 1.93+0.01
Morena B4 4.49+0.01 4.9+0.05 19+0.35 0.72+0.06
Viejo Madrid B5 463+£0.01 4,9+0.02 17+0.35 0.29£0.02
Stout B6 4.46+0.01 7.0£0.08 16+0.35 2.45+0.06
Trigo B7 4.33+£0.01 45+0.07 12+0.57 1.49+0.04
Rubia B8 4.68+0.01 45+0.09 19+0.28 0.69£0.03
IPAAdry 5.1 B9 4.44+0.01 5.1£0.10 33%£0.35 2.24+0.06
Super8 IPA B10 4,61+£0.01 6.0£0.11 21+0.35 0.32+0.02
Uva B11 3.47+£0.01 6.5+0.14 7+0.57 1.63+0.08

ABV: alcoholporvolumen; BU: unidades deamargor; YFE: extracto fermentable por levaduras

Respecto al contenido de alcohol de las cervezas seleccionadas, el valor minimo fue de 0.04 %
ABYV, que corresponde a la cerveza B3 sin alcohol, mientras que el méximo de 7.0 % ABV de la

cerveza B6. La Figura 10 muestra los % ABV de las muestras de cerveza.
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Figura 10. Alcohol porvolumen de las once cervezas seleccionadas.
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4.2.1 pH
Los valores de pH como se observan en la Figura 11 van de 3.47 a 4.68. El valor mas acido lo

presentd B11y la menos acida corresponde a B8.

Valores de pH
4.68
500 450 aa0 L& 446 PP
432 433
4.50 415
4.00
347
3.50
3.00
T 2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00
BL B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Bll

Estilos de cerveza

Figura 11. Valoresde pHregistrados en las once cervezas seleccionadas.

A traves de diversas evaluaciones se ha propuesto un rango de pH que vade 3.5a 5.5, que resulta
positivo, pues otorga una ventaja competitiva ante la accidn protectora antiséptica sobre el medio
(Gonzélez, 2017). Las levaduras usadas son &cido-tolerantes y se desarrollan perfectamente en
valores de pH bajos, lo que no pueden hacer otros microorganismos (Gonzéalez, 2017). La Unica
cerveza que se sale de estos parametros propuesto es B11, sin embargo, se encuentra cerca de los
limites propuestos, con un valor de 3.47, a pesar de ello, este valor al ser mas acido contribuye ain

mas a la proteccion de posibles contaminaciones bacterianas.
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4.2.2 Extracto fermentable por levaduras

El rango de valores del % YFE de las 11 cervezas esde 0.29 a 2.45, como se observa en la Figura

12
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l 0.29 0.32
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B7 B8 B9 B10 B11
Estilos de cerveza

1.63

0.96

B1

Figura 12. Valores delextracto fermentable por levaduras (% YFE) de las once cervezas seleccionadas.

Las cervezas que presentan un valor de atenuacion o extracto aparente mas bajo son B5 (0.29), B10

(0.32) y B8 (0.69). Cuando el valor de azucares residuales después de la fermentacion es alta,

representa un factor favorable para la alteracion de la estabilidad microbioldgica, ya que podrian ser

metabolizados por microorganismos que provocan deterioro en la calidad de la bebida (Mosher,

2015).

4.2.3 Amargor

Los valores de las unidades internacionales de amargor fueron desde 7 BU correspondiente a B11,

hasta 33 BU perteneciente a B9. Los valores de a-isodcidos son importantes pues como ya se ha

venido mencionando éstos otorgan a la cerveza propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram
positivas (Suzuki, 2011)
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Figura 13. Valoresde las Unidades Internacionales de amargo (BU) de las once cervezas seleccionadas.

Extracto
organico

Figura 14. Separacion de la fase orgéanica (iso-a-acidos) y la acuosa, en la determinaciénde BU.

4.3 CRECIMIENTO DE BAL EN CERVEZA

4.3.1 Inoculacion de BAL en cerveza
La inoculacion se realizé a partir de las BAL adaptadas al medio BVG3. El nimero de bacterias
inoculadas se comproho a través de la siembra por spot en medio MRS, teniendo en la mayoria de

los casos un indculo ~10%bacterias, como se observaen la Tabla 13.
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Figura 15. Siembra porspot para el conteo delindculo de L1 en agar MRS.

Tabla 13. Concentracionde BAL inoculadas en las cervezas
BAL Bl CL PF B3 B6 D1 L1
[cerveza] 353x10° | 1.90x10°> | 3.17x10°> | 3.13x10°> | 8.00x10° 9.8x10* 1.30x10°

4.3.2 Medicion del crecimiento de BAL en cerveza

Los resultados arrojados a los 30 dias posteriores a la incubacion indican que dos cepas de L. brevis
D1y L1 deterioraron diez cervezasde once, lo que corresponde a un 90.9 %, siendo cerveza B11 la
Unica en la que no se evidencio crecimiento, esto podriadeberse principalmente al pH bajo de esta
cerveza (3.47). L. plantarum crecio en seis cervezas (B1, B2, B4, B6, B7 y B8), mientras que las
otras cuatro cepas restantes solo crecieronen las cervezas B1y B2 conBU de 15y 19y pH de 4.32

y 4.5 respectivamente, como se observa en la Tabla 15.

Figura 16. Imagenes correspondientes a la evaluacion del crecimientode BAL en los distintos estilos de cervezas. A:
enel fondodeltubose observa crecimiento de BAL (a: CL en cervezaB4; b;Blen cervezaB2;c:B3en cervezaB1l;
d: DlencervezaB8;e:L1lencervezaB7).B: placa de96 pocillosdondese evaluéel crecimiento por
espectrofotometria (veranexol).
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4.4 IDENTIFICACION DE GENES QUE CONFIEREN RESISTENCIA AL LUPULO

Los métodosactuales para detectar e identificaralas BAL no distinguen entre las bacterias benignas
de aquellas capaces de deteriorar a la cerveza. Por esta razén se usoé la reaccion en cadenade la
polimerasa en tiempo real (QPCR), donde se identificaron los organismos que causan deterioro a la
cerveza, basados en la presencia de ungen o genes (horA, horC, hitAy ORF5) que se correlacionan

fuertemente con la capacidad de un organismo de resistir al IGpulo y por ende tener la capacidad de

crecer en cerveza.
e Seleccion de primersy condiciones de la qPCR.

En diversos estudios se indica que la capacidad deteriorante de las BAL en cerveza se debe a la
presencia de genes como horC, horA, hitA y ORF5, basado en ello se colocaron a prueba dos
métodos de gPCR, los resultados de la PCR siguiendo el método descrito por Sami et al., 1997 y
Susuki et al., 2006 no fueron de ninguna forma convincentes (Figura 17). Sin embargo, cuando se
usaron los primers y condiciones segiin Haakensen, M. et al., en 2008 la amplificacion de los genes

fue contundente (Figura 18), de tal forma que las condiciones de este Ultimo autor se utilizaron para

las pruebas posteriores.
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Figura 17.Curvade la qPCR para la deteccion dehorCen L1, DIy B1, siguiendo el método descrito por Sami et
al., 1997 y Susuki etal., 2006.
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Figura 18.Curvade la qPCR para la deteccion horCen L1y D1, siguiendo elmétodo descrito por Haakensen, M.
etal.,en 2008.

e Control interno de la presencia de DNA bacteriano (16S rRNA)

Para seqguir el protocolo de laPCR y dar validez y veracidad a los resultados se incluy6 un control
indicador de la presencia de ADN bacteriano, el gen 16S rRNA (IS). La amplificacion del gen que
se muestra en la Figura 19, la misma que muestra la presencia de DNA bacteriano en las once

muestras de cepas utilizadas en el estudio.
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Figura 19.Curvade la gPCR delgen 16SrRNAde las oncecepas descritasen la Tabla 4.

41



e Cuantificaciony pureza del ADN extraido (Nanodrop®)
Tabla 14. Resultados de la cuantificaciony purezadel DNA (Nanodrop®).

ADN dela . .

BAL ng/uL A260/280  A260/230  Usando el equipo Nanodrop® se determind la
Bl 642.7 2.05 1.82 concentracion y pureza de las muestras de
CL 183.6 2.15 1.76 ADN. L  de | ) .

oF 1820.8 55 195 . La mayoria de las muestras mostraron
B3 488.6 2.21 2.22 valores ligeramente por encima del limite
B6 433.9 2.01 1.58 superior del valor optimo, 1.8 — 2.0 en la
D1 272.5 2.19 1.67 3

L1 5743 234 1.99 relacion A260 / 280 (Palomo, 2005), lo cual

puede deberse por lapresenciade ARN en lamuestra. En cuanto ala relacion A260/230 se considera
que es puro cuando se sitda en torno a 1.5 - 2.2 (Palomo, 2005), en este caso la mayoria de las
muestras se encuentran dentro de este intervalo, a excepcion de B3, lo que podria deberse a la
presencia de sales o carbohidratos. A pesar de que algunas muestras no cumplieron con los limites

Optimos de pureza no representaron algun problema en los resultados de la gPCR..

4.4.1 Capacidad de deterioro de BAL en cervezay presencia de genes relacionados con
la resistencia al lupulo.

Losresultadosde la capacidad de deterioro de lacervezay lapresenciade horA, horC, hitAy ORF5
se muestran en la Tabla 15. L. brevis (D1) posee horA, horC y ORF5, mientras L. brevis (L1) posee
todos los genes analizados, ambas BAL deterioraron el 90.9% de las cervezas de prueba, dejando
s6lo la B11sin deteriorar. Se debe teneren consideracion que B11 eslacervezacon el pH masacido
(3.47).

Los resultados muestran que tres BAL que tienen ausencia de los cuatro genes analizados, L.
plantarum (CL), P. acidilactici (PF) y L. mesenteroides (B3), éstas lograron deteriorar cervezas con
menos de 20 BU. La cerveza B10 con 21 BU no presentd ningin crecimiento por las tres BAL
anteriores, sin embargo, en ella si crecieron D1y L1. Los resultados de L. plantarum (CL) y su
capacidad de deteriorar a seis cervezas, aunque las BU no sea mayor a 20 confirman que esta cepa
es una bacteria potencialmente deteriorante de la cerveza, dependiendo el estilo cervecero.
Schnidrbanger, 2018 y colaboradores presentaron estadisticas que indicaban que en el periodo de
2010 - 2016 cerca del 5 % del deterioro de las cervezas se debia a L. plantarum.

En cuanto a Leuconostoc sp. se sabe que la incidencia de contaminacién en cervezaes menora 1 %
(Suzuki, etal., 2008). En nuestro estudio Leuconostoc citreum (B1) y L. paracasei (B6) mostraron

ORF5; a pesar de ello, sélo pudieron deteriorar dos cervezas, B1 'y B2, al igual que aquellas cepas
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que no presentaron ningin gen analizado, por lo que se deduce que ORF5 no es determinante en
conferiralas BAL unaresistenciaal lipulo, talcomo lo mencionaHaakensen, 2008 y colaboradores,
aludiendo que hay correlacion negativa de este gen con la habilidad de crecimiento en cerveza para
el género Pediococcus. Se ha llegado a encontrar que ORF5 se localiza en el mismo plasmido que
horC en Pediococcus sin embargo estos dos genes pueden ocurrir de manera independiente
(Haakensen. M., etal., 2008).

Los aislados de BAL que no presentaron los genes horC y horA solo lograron crecer en las cervezas
conmenosde 20 BU, adiferenciade aquellasque siposeian los genes. Las cervezas de estilo pilsner
/ lager podrian aparentemente ser mas propensas al deterioro, pues la gran mayoria tiene menos de
25 BU, en contraste con algunos estilos elaborados principalmente de manera artesanal como las
Indian Pale Ale (IPA), que puede alcanzar mas de 50 BU debido al uso popular de lupulos méas
amargos (Rodhouse & Carbonero, 2019); sin embargo, el enfrentarse con bacterias que muestren
resistencia al lupulo y practicas que no contemplan filtracion ni pasteurizacion las IPA podrian
también ser susceptibles a la contaminacion microbiana por cepas resistentes al lipulo.

Para determinar la contribucién de cada uno de los genes en la habilidad de deterioro de la cerveza
seaplicd la regresion logistica binaria, arrojandoque horAy horC son los genes que muestran mayor
correlacion con el crecimiento en cerveza. Se tiene que enfatizar que ambos genes estuvieron
presentes en los aislamientos que crecieron en la mayoria de las cervezas ensayadas, por lo que no
fue posible discriminar cual de los genes contribuye més a la capacidad de deterioro de la bebida, lo
cual va acorde con distintas afirmaciones de grupos de trabajo especializadosen el estudio de las
BAL y la cerveza (Haakensen et al., 2008; Haakensen et al., 2009; Bergsveinson, etal., 2015).

Tabla 15. Capacidadde deteriorode las BAL a la cervezay genes que confieren resistencia al lipulo

_ IS Resistenciaallipulo
Bacteria Cerveza (control
inoculada deteriorada interno) horA horC hitA ORF5
B1 BlyB2 + - - - +
B1,B2,
CL B4,B6,B7y B8 + - - - -
PF BlyB2 + - - - -
B3 BlyB2 + - - - -
B6 BlyB2 + - - - +
Todasexcepto
D1 B11l + + + - +
Todasexcepto
L1 B11l + + + + +
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Figura 20. CurvadelaqPCR, donde se detecta laamplificacién de horA en L1.
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Figura 21. CurvadelaqPCR, donde se detecta la amplificacién de horCen L1y D1
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Figura 22. CurvadelaqPCR, donde se detecta laamplificacién de hitAen L1
Gen ORF5

i
5 5]
5
E
3
2
135613
1
n]
2 < & a 10 12 14 18 13 20 2 24 i 28 i a2 34 a3
Cycle
Legend
PT Ly [l cect ez es [ Hz20 D1 lce ~
[ R B1 o 2

Figura 23. CurvadelaqPCR, donde se detecta laamplificacién de ORF5enB1y B6
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Figura 24. CurvadelaqPCR, donde se detecta laamplificacién de ORF5en D1y L1.

4.5 PRODUCCION DE AB EN CERVEZA Y PRESENCIA DE GENES DE AMINOACIDOS
DESCARBOXILASA.

En la Tabla 16 se muestra la presencia de genes relacionados con la sintesis de AB (tdc, odc 'y hdc)
en las BAL adaptadas a la cerveza, asi como la cuantificacion de AB que se encontraron a niveles
detectables enlacerveza B12 (putrescinay tiramina) y los casos de diferencia significativa (P<0.05)
entre concentraciones de AB en cervezas inoculadas y la cerveza control. Se observd que la
capacidad de producir AB no se distribuye homogéneamente dentro de la misma especie, lo que va
de acuerdo con la hipotesis de que la presencia de genes que codifican enzimas aminoacido
descarboxilasas es un rasgo caracteristico de la cepa en BAL (Alvarez & Moreno-Arribas, 2014), lo
que sugiere que la transferencia horizontal de genes puede explicar su diseminacién entre cepas
(Lucas etal, 2008; Marcobal et al., 2006).

En la cerveza control B12 (sin indculo), inicamente se detectd putrescina (4.2 mg L), esto no es
raro pues se ha observado que tal AB ésta naturalmente presente en las cervezas, pudiendo provenir
de materias primas (principalmente de la malta), asi como de los procesos de fermentacion (Kalac,
& Krizek, 2003; Loret e al., 2005; Poveda, 2019), por lo que en este caso su presencia se asocia

mads a la materia prima que al metabolismo por BAL.
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Algunos de los aislados presentaban los genes tdc, odc 'y hdc y no sintetizaron AB (histamina,
tiramina y putrescina), por lo que se sugiere que aparte de que las BAL presenten el gen que les
permite actividad descarboxilasa, es necesario que las condiciones ambientales sean apropiadas, asi
como contar con la disponibilidad de aminoécidos precursores, pH y temperatura (Linares et al,
2012). También se ha sugerido que la no produccion de AB esta asociada con la presencia de genes
silenciosos (Alvarez & Moreno-Arribas, 2014) o mutaciones en la biosintesis de los genes (Ladero,
Fernandez, Calles-Enriquez, Sdnchez-Llana, Cafiedo, Martin & Alvarez, 20 12).

Se encontré un aumento significativo de los niveles de putrescinay tiramina (4.4 y 4.62 mg 1,
respetivamente) en la cerveza B12 inoculada con L. brevis (1), asi como un aumento en el nivel de
putrescina en la B12 inoculada con L. brevis (D1) de 4.4 mg L-1. Concentraciones similares de estas
AB en cerveza se han informado en estudios previos (Kalac et al., 2002; Almeida, Fernandes &
Cunha,2012;Poveda, Ruiz, Sesena & Palop, 2017). La putrescinaes la AB més destacada detectada
en otras bebidas fermentadas como vino (Marcobal et al., 2006) y sidra (Garai, Duenas, Irastorza &
Moreno-Arribas, 2007), lo que sugiere su importancia en relacién con la seguridad alimentaria
independientemente de la bebida fermentada.

Los expertos en AB sugieren que en el caso de bebidas alcohdlicas, el impacto toéxico de las AB no
estd conectado con las altas concentraciones en las bebidas, sino en el consumo de grandes
cantidades de cerveza, vino o cidra en un plazo corto de tiempo, adicionalmente el alcohol reduce
la actividad de lamono y diamino oxidasas,ademasse puede presentar algunainhibiciondel proceso
de desintoxicacion ya sea por drogas o por cuestiones genéticas, lo que representaria un riesgo

mucho mayor a la salud (Moreno-Arribas & Polo, 2008; Nalazek-Rudnicka & Wasik, 2017)

Tabla 16. Genes relacionados con la sintesis de AB y su cuantificacionen la cerveza B12
Cuantificacion de AB en

GENES DE AB cervezaB12(mgL™)
BAL tdc odc hdc Putrescina  Tiramina
Bl + - - 4.2 N.D
CL - + + 4.2 N.D
PF - - - 45 N.D
B3 - - - 4.3 N.D
B6 + + + 4.4 N.D
D1 + + 8.6* N.D
L1 + + + 8.6* 5.6*

*Diferencia significativa (P<0.05)

La cuantificacion de Tiramina en L1 final fue de 4.62, tomando en cuenta que sin inoculo de BAL
presentaba 0.985 mg L de la amina.

N.D: No detectada
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5. CONCLUSIONES

Los aislamientos de BAL de Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc mostraron diferentes
capacidadesde crecimiento en los diferentes estilos cerveceros de prueba. Las cervezas que fueron
inoculadas con cepas de Pediococcus y Leuconostoc en su mayoria no se deterioraron (a excepcion
de las bebidas con un pH mayor 4.15 y con BU menor a 20), esto puede deberse a que estas cepas
carecen de los principales genes relacionados con la resistencia al lupulo (hord y horC) a diferencia
delas doscepasde L. brevis (L1 y D1)que presentaron los genes horAy horC, que incluso pudieron
crecer en condiciones mas acidas y lupuladas, y en concentraciones de alcohol mas altas, asi como
también presentaron concentraciones considerables de putrescina y tiramina, por lo que L. brevis
llega a considerarse como una bacteria potencial en el deterioro de la cerveza.

Las cervecerias artesanales deben considerar estos hallazgos, especialmente en el control
microbioldgico, para evitar riesgos para la calidad y la salud del consumidor, pues una cerveza
artesanal es mas susceptible debido a que no se realizan procesos de filtrado y/o pasteurizado en su
produccion. Hasta donde se sabe, este es el primer informe sobre el monitoreo de BAL, desde dos

puntos de vista, la calidad de la cervezay la seguridad alimentaria.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de medicion del crecimiento de BAL en cerveza por espectrofotometria.

BAL L1 B3 D1 B6

CcC ADO % CV MRS| ADO %CV MRS|ADO % CV MRS| ADO %CV MRS
Bl 0266 1.864 - 0.097 1.458 - 0.332 3.834 - [0.076  7.443 -
B2 0.226 2.195 - 10.084 3.367 - [0.260 1.088 - 10.087 8.128 -
B3 0.097 5.129 - | 0022 9867 S/C |0.047 4562 C |0.016 13.686 S/C
B4 0.250 4.320 - | 0045 9428 S/C |0.239 1.775 - |0.036 333912 S/C
B5 0.212 3.335 - 10015 9428 S/C (0.108 1.973 - |0.015 9428 S/C
B6 0.260 6.290 - | 0012 23570 §S/C |0.112 10781 - |0.001 1838478 S/C
B7 0.209 2.030 - 1 0.004 262640 S/C [0.110 2571 - |-0.004 -35.355 S/C
B8 0.121 2.934 - |-0.006 -47.140 S/C [0.117 1.821 - |-0.006 -47.140 S/C
B9 0.147 3.379 - 0014 5238 S/C |0.153 9.737 - [0.004 20.203 S/C
B10 |0.167 0.847 - (0011 0.000 S/C |0.169 1.259 - |0.011 0.000 S/C
B11 [0.010 28280 S/C [-0.004 -20.203 S/C |0.007 65997 S/C [-0.004 -20.203 S/C

CC: codigo de cerveza; %CV: coeficiente de variacion; ADO: promedio de ADO590nm; MRS: Siembraen placas con MRS de aquellas muestras que
presentaban un ADO590nm < 0.05; C: crecimiento en placa; S/C; sin crecimiento en placa.

BAL Bl CL PF

CC | ADO % CV MRS|ADO %CV MRS| ADO % CV MRS

B1 |0.077 1837 C ]0.205 4.829 - 0201 3.174 -
B2 |0.072 3928 C |0.091 0.781 S/C| 0.184 1537 -
B3 |0.052 2.842 §S/C |0.021 65.537 - | 00183  5.657 S/C

B4 |0.049 5.772 S/C|0.111 101.925* C | 0.039  3.626 S/C
B5 [0.036 45.813 S/C (0.023 3.143 §S/C| 0.025  5.657 S/IC

B6 |-0.021 -37.942 S/C |0.119 4.754 - | 0.015 4877 S/C
B7 |0.007 47.140 S/C |0.141 4530 - | 0013 32636 S/IC
B8 |0.015 47.140 S/C |0.090 7.111 - | 0019 26.755 S/C

B9 (-0.008 -70.711 S/C (0.007 20.203 S/C| 0.018  7.857 S/C
B10 [0.019 3.822 §S/C [0.014 5238 S/C| 0.013 16971 S/C
B11 [-0.016 -13.686 S/C [0.003 28.284 S/C| 0.005 47.140 S/C

CC: codigo de cerveza; %CV: coeficiente de variacion; ADO: promedio de ADO590nm; MRS: Siembra en placas con MRS de aquellas m uestras
que presentaban un ADO590nm < 0.05; C: crecimiento en placa; S/C; sin crecimiento en placa.
*Se comprobo el crecimiento de CL en la cerveza B4 en agar MRS, yaque obtuvo un coeficiente de variacién de 101.925.
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Anexo 2.

La investigacion que se realizd en el presente trabajo se public6 en la Revista de Divulgacion
Cientifica en Nutricion Ambiental y Seguridad Alimentaria (REDICINAyYSA) de la Universidad de
Guanajuato, llevando por nombre “Bacterias cido-lacticas que deterioran la cerveza ““ en formato
electronico en el bimestre Julio-Agosto-2020
(https://www.ugto.mx/redicinaysa/images/publicaciones/2020/REDICINAY SA-VOL-9-NO-4-

JULIO-AGOSTO-2020V2.pdf). Donde el propdsito de dicha revista con el propio va de la mano,

pues funge como un foro de vinculacion entre la poblacion y los investigadores, con unaestrategia

en que todo conocimiento generado pueda ser compartido y transmitido al publico en general, de
manera que se contribuyaa una sociedad informadaen temas prioritarios de salud pablica en salud,

nutricién, alimentaciény ambiente.

5. INVESTIGACION ¥ CIEHCIA

BACTERIAS ACIDO-LACTICAS GUE DETERIORAM La CERVEZA
Koria Mmener Morato®, Maritere Dominguer Rojos™, Mogoly Rodriguez Saovedra’

"Fasante de La Licenciatura en Bloquimica Dagnostica de La Facuitad de Estudics

“Facultad de Estudios Supenones Cuautitlin Campe 1, UNAM, &v. Frimero de Mayo
%M, Santa Waria Guadalupe Las Tomes, 54740 Cunutitlin ealli, Estado de Mewica,
Mo

L diel instituta on Ciencias de ba Alimenstacidn (CLAL-
UAM-CSIC) en ¢l departomento de Biotecnologia y Microbiologia de los Alimentas.

Contacto: maridosmin@gmail oom; maritere. dominguer@cuautitian. unam mx

[Palabras clawe: genveza, bacterias acido-lacticas, Hord, Horl y aminas bidgenas
lintroduccidn

Las bebidas 3= ioman para calmar la sed o por placer, proporcionan agua al cuerpa,
refrescan y alimentan, La cerveza se considera una betrida estable microiokigicamente:
debido 2 la presencia de etanol (0.5-14 % wiv), presencia de sustancia amargas
procedentes del lipulo, vabores de p bajos y concentracianes reducidas de caigena, sin
embargo, hay un grupo pequena de bacteria: aiterantes resishentes 3 extas condiciones,
sienda las bacterias acido-lcticas {BAL} bos microorganismes mas comunes que pueden
flegar a procucir turbidez, clores y sabores Cesagradables trayenco Consigo Importantes
pérdidas econdemicas para la industria cervecera.

Las cervezas artesanas son mas ssceptibles a kas contaminaciones microbdanas por no
incluir en su elaboracion los procesos de filtracidn ni pasteunzacién, como si s realtm
en las pervecerias industriabes.

Desde el punto de vista de seguridad alimentaria, otro aspecto para tener en cuenta
relacionado con BAL o3 la posibie produccion de aminas bidgenas (AB). Donde una
ingesta de altas concentraciones de AB pusde inducir a reacciones adversas, tales como
raaseas, dolores de cabeza, Srupcionss cutineas, cambios £n (a presian sanguines, S6C.
Por lo expuestn, @ siguiente articulo expone el crecimientn de L BAL en diferentes
esthis cerveceros artesanales, asi como su capacidad de produccion de AB, tal proyecto
¢ realtzh en el Instituen de Investigaciones en Clencias de la Atmentacion (CLAL) en
Madrid, Expada.

L cerveza artesanal

£l Read Decreto 678/2046, de 16 de diclembre (80 17 de diciembre de 2016, define
como cerveza ol alimento resultante de la fermentacion, mediante levaduras
seleccionadas, de un mosto cervecers slaborads & partic de materias primas naturales

5|4

i4). La cerveza artesanal e diferencia de oiras bebidas de makta por su fabricacion ya
que e nealiza una segunda ion en botella y por Lo gemeral no contempla
filtrackin m pasteurizacion, ademds el uso de ingredientes no convencionales ricos en
almiddn agregados para obtener un aroma y sabor Gnicos en |a cemveza, como frutas,
vierbas, miel, especias y verduras, aumentan of riesgo de deterioro.

Caracteristicas  fisico-quimicas de @ cerweza que 2 hacen estable
microbiologicamente

La estabilidad microbiolsgica de la cerveza e debe principalments al pH bajo que
facilita la ertrada de dcidos orgdnicos débiles en kas céulas, ocasionands acidificacion
intracelular, destruccion de sisternas enzimaticos y b reduccion en la absorcion de los
mutrientes. Otro factor es la presencia de dcidos amargos del IGpulo foomo b o
tundicidos] que achian como lonofdnes moléculas bidedfobas capaces de trareportar
fones y cattomes como K, Ma, Ca® y Mg? a través de la membrana celular de
procariontes y eucariontes) e inhiben el crecimienta de las bacterias sensibles al liputa,
¥a que intervenen on b generackin de enevgia (ATP), asi como en el transporte de
rastrienites. El contenico de ctanol causa dafo 3 la membrara cetular de las bacterias
interfiriendo con el metabolismo que acaba con una bsis celular. £ alto conterida de
©0; que llega 3 modificar la mermibrana cotular, an & o
de electrolitos intracelulares, y por Gltimo la presencia de sdlo trazas de azucares
fermentables hacen gue sea un ambiente hostil, donde solo pOCos oREANISMos Pueden
sobrevivir y desarrollarse .

Principales microorganismos contaminantes de (a cerveza

1 ndmeno deespecies que se pueden encontrar en la cerveza es relativamente pequedo,
etudics previos documentan que el 704 de las contaminaciones son ocasionadas por
BAL, principalmente los géneros Lociobacil fus, Peddococous y Lewconostoc.

Genes do resistencia al lpuls prezentes en BAL

Las BAL contaminantes de cerveza tienen algunas caracteristicas en comin, como la
resstencia a los o-isoacidas del liputo, L2 cual esta dada por elementos genéticos como
e trargportadores multidmogas hord, horC, w ks transportadores de cationes hitA y
ORFS, los cuales se encuentran cominmente en plismides (moléculas de material
genctico  (ADM) que so replican  indepenchentes  del  cromosoma  bacteriana).
Presumiblemente Las actividades de Hord y Horl provocan wna enbrada reducida de los
dctdos amargns del lipulo no disociades y permeables & la memibrana citoplasmatica y,
por Io tanta, limitan el efecto antibacterians de (o5 compuestos: derivados del lipula.
En ouanto al gen Ritd se ha propuests gue funciona como un mediador de La resttencia
a3l lilpulc ya que puega un ml en captar cationes divalentes coma el Me, el cual es
¥mportante para muchas proteinas que son dependientes de MnT, las cusbes estdn
wrrolucradas £n la generacton de energia v la homeostasis redox gue es esencial para la
salud normal y la supervivencia de la céula.

Produccian de aminas bisgenas en cerveza
Las aminas biégenas son compuesios orgdmicos de bajo peso moleoular producidos
mayoritariamente por L descarboxilacian (Reaccion guimica en la cual ocurre La

6 | &4
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amumumur‘- de clertos 3 por accion
bacterias de AB en altmentos fermentados son
mmﬂ).mamam las 3
produciendo la AB correspondiente. En estudios previos, se han identificado alrededor
amuwmmhtwademmmwmdﬂnmnmam
de venta (tramina, histamina, p
mﬂnmmmmmaumﬂm por un lado, up«edmpmdu:uwu
y la otra es que, las AB pueden
mmmxmulummmmﬂpﬂm&mumxn

Oado que las AB pueden actuar como agentes vasoactivos, su presencla de altas
cantidades de AB en los alimentos puade ser para la
salud, ademas el etanol presente en la cerveza inhibe la moncaminocxidasa, que os la
enzima necesania para ta etiminacién de AB, de modo que, cuando se realiza un consumo
elevado de corveza en poco tiempo, puede producir una ingesta de AB que puede legar
a causar posibles efectos taxicos 2 (a persona.

mmﬂmwmmhwmmﬁme

Para ol proyecto se seleccionaron sets microorganismos de cepas de BAL: Loctobacillus
hrfm (CALBLY y CIAL-BDI), L. plontarum (CIAL-BF1), L. porocosel (CIAL-B6),

(CIALBY) y (CIAL-PF) que e
Mwmlmmmmlwmahmm
tipos de cervezas se ob!
Ia Pigua 2 Los de BAL do y'
de en los

de prusha que se muestran en La Figura 3. mmqefmlm con cepas
de Pediococcus y Leuconostoc en su mayoria no se deterioraron (2 excepcion de las
bebidas con un pM mayor 4.15 y con Unidades de amargor menares a 20), esto puede
deberse 2 que estas cepas carecen de los principales genes relactonados con la
reststencia al loputo (horA y hor(). A diferencia de los dos atshemientos de L. brevis
{CIAL-BLY y CIAL-BOI) que presentaron los genes hord y harC, que Incluso pudiercn
crecer en condiclones mas acidas y kpuladas, y en concentraciones de alcohol mas altas
pudiendo estropear el 90.9 % de las cervezas probadas.
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Figura 4. Tabla de genes relacionados con La sintess de AB y su cuantificacion en
cerveza

Conclusiones.

E3 importante Que 5¢ garantice que Las personas gocen de seguridad al coreuemir una
cerveza, esto desde of punto de wista de la dnocuidad Por lo que las cerveerias
artesanales que son (as mis susoeptibles a ka contaminackin deten considerar estos
haliazgas, en el control micr ' riesgos en la calicad
I salud del consumidor, mx“ulmmﬂh&mﬁmﬁm
laboratorio micrabloligico con los ReCLrsos NEceanos para un manitares constante, por
o que 163 seria comveniente adoptar mesdidas sanitarias que favorezcan [ produccién
de bebiidas inocuas, para ello es esencial la propagacian de informacion centifica, hasta
donde st sabe, exte £ el primer informe sobre e monitores de BAL, desde das puntos

de vista, la calidad de la cerveza y la seguridad atimentaria.

La investigacion, si coma La dif usin de informarian relacionada con los micromganismos.

con capacidad deteriorante especificamente &N CEMWTA B3 pOCa, A

recesaria, ﬂumhmmmwummxmmml

Lo artesanales.
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En canto a & produccion de AB ks cepas Lt y D1 presentaron concentraciones
considerables de putrescina y tiramina como se cbserva en la Figura 4. Por lo que L.
brevis lega a corsiderarse como una bacteria potencial en la descomposicion de
cerveza, por ello se debe prestar mas atencion en los procesas de limpleza ¢ higiene de
s cervecerias artesanales para evitar riesgos en la catidad y la salud del consumidor.
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Anexo 3.
El presente trabajo de investigacion también formo parte del 4to. Simposio Iberoamericano “Los
AGEs y la Salud”, celebrado de forma virtual los dias 5y 6 de noviembre de 2020, con el titulo

“Bacterias lacticas: evaluacion de la produccion de aminas bidgenas y su crecimiento en cerveza.
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Por su asistencia al 4to. Simposio Iberoamericano Los AGEs y la Salud
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Evento Virtual celebrado los dias 5 y 6 de noviembre de 2020
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