Magaly Rodriguez Saavedra

Revision del género Pectinatus spp. en cerveceria y propuesta de un medio de

deteccion en superficies.

TRABAJO FINAL DE MASTER

Dirigido por Gemma Beltran y Maria Jesus Torija

Master en BEBIDAS FERMENTADAS

Facultad de Enologia

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

Tarragona

12 de junio del 2016



Revision del género Pectinatus spp. en cerveceria y propuesta de un medio de

deteccion en superficies.

Autor: Magaly Rodriguez Saavedra

Direccion: Av. Lluis Companys N° 5 Tarragona 43005 - Espafia

e-mail: Magaly.Rodriguez@estudiants.urv.cat

Palabras claves: bacterias &cido lacticas, anaerobios estrictos, bacterias alterantes,

biopeliculas, Pectinatus, hisopado.



Revision del género Pectinatus spp. en cerveceria y propuesta de un medio de

deteccion en superficies.

INDICE
Resumen 1
Introduccion 2

. Revisiéon del Género Pectinatus en cerveceria

1. Descubrimiento de las especies de Pectinatus 4
2. Taxonomia del género Pectinatus 5
3. Efectos alterantes a la cerveza 5
4. Caracteristicas generales de las especies alterantes 7
5. Pectinatus spp., un agente emergente 10
6. Lugares de aislamiento en la cerveceria 11
7. Mecanismos de supervivencia de Pectinatus spp. en biopeliculas 13
8. Tipos de productos potencialmente alterables por Pectinatus 14
9. Métodos de deteccion de Pectinatus spp. dependientes de cultivo 15

I1. Propuesta de método de deteccion de Pectinatus spp.

1. Problemaética de la deteccion de Pectinatus spp. 19
2. Objetivo 21
3. Materiales y Métodos 21
4. Resultados 24
5. Discusion 26
6. Conclusiones y Perspectivas 28
Agradecimientos 29
Referencias Bibliogréaficas 30

AnNexos 38



RESUMEN

Hay un pequefio grupo de bacterias alterantes de la cerveza, no patégenas, que pueden
sobrevivir, crecer y alterar la cerveza. Son muy pocos los casos de deterioro reportados en
los ultimos afios debido a los altos niveles de higiene; pero el riesgo se ha incrementado por
los avances tecnoldgicos. Debido a las regulaciones estrictas en materia de inocuidad de
alimentos y bebidas y al deseo de mantener una buena imagen de la marca, los
microorganismos alterantes de la cerveza son de grave preocupacion para las fabricas de

cerveza de todo el mundo.

Las bacterias alterantes de la cerveza, anaerobias estrictas, pertenecientes a los géneros
Pectinatus y Megasphaera son las mas dificiles de detectar debido a su naturaleza
anaerobia; sin embargo existe la necesidad de detectarlas, incluso un Gnico microorganismo
viable en la cerveza. Desde el punto de vista preventivo, para evitar consecuencias no
deseables en el producto terminado, esta necesidad se centra en su deteccion en las

superficies de la cerveceria.

Basados en esta necesidad se ha realizado una revision del género Pectinatus en el mundo
cervecero, incluyendo los métodos de deteccion dependientes de cultivo. Se propone el uso
de un medio de cultivo, basado en el medio MRS-T para el anélisis de superficies en la

cerveceria.
ABSTRACT

There is a small group of nonpathogenic bacteria that can survive, grow and spoil the beer.
Very few cases of beer spoilage have been reported in recent years due to high levels of
hygiene; but the risk has increased by technological advances. Due to the strict regulations
on food safety and the desire to maintain a good brand image, the beer spoilage

microorganisms are a serious concern to the breweries worldwide.

Genera Pectinatus and Megasphaera are the most difficult beer spoilage bacteria to detect
due to their anaerobic nature; however there is a necessity to detect, even though a single
viable microorganism in beer. From the prevention point of view in order to avoid
undesirable consequences in the final product, the detection of Pectinatus on the brewery

surfaces is one of the main necessities.

Based on this necessity, a revision of the genus Pectinatus in brewing has been made,
including its detection by culture dependent methods. The use of modified medium based

on MRS-T medium for surface analysis in the brewery is proposed.



INTRODUCCION

La cerveza ha sido reconocida como una bebida con alta estabilidad microbioldgica, de
hecho sdlo un ndmero limitado de especies microbianas han sido capaces de alterarla ).
Se han descrito propiedades intrinsecas de la cerveza que le permite ser estable
microbiolégicamente. Primeramente, tiene un bajo pH (3.8-4.7) @, que facilita la
entrada de acidos organicos debiles en las células, lo que lleva a la acidificacion
intracelular, la destruccion de los sistemas enzimaticos, la reduccion en la absorcion de
nutrientes, resultando en un metabolismo agotado. El contenido de etanol varia de 0.5%
a 10% v/v, y tipicamente esté entre 3,5-5% v/v @, aunque a la fecha también existe en
el mercado cervezas sin alcohol o con contenido de alcohol < 0.5% v/v. En general se
acepta que el alcohol causa dafio a la membrana celular de las bacterias por una répida
desnaturalizacion de las proteinas, interfiriendo con el metabolismo, causando
posteriormente lisis celular ). Se ha demostrado que la exposicion a 5% (v/v) de etanol,
aumenta la permeabilidad de la membrana bacteriana, permitiendo un mayor paso de los
protones al citoplasma, dejandolas incapaces de mantener un pH homeostatico ©®. La
presencia de &cidos amargos del lGpulo (17-55 ppm de iso-a-acidos) @, son toxicos
especialmente para bacterias Gram positivas, aunque existen bacterias resistentes &),
De acuerdo con una serie de estudios, se encontrd que los iso-a-&cidos actian como
ionoforos e inhiben el crecimiento de las bacterias sensibles al Iupulo, por disipacion
completa del gradiente de pH transmembrana, que es un componente importante de la
fuerza motriz de protones, para generar energia (ATP) e interviene en el transporte de
nutrientes ©®. El alto contenido de CO> (aproximadamente 0.5% w/v) &9, que desde
hace més de cien afios se conoce su efecto inhibidor sobre el crecimiento de las
bacterias; aungque el mecanismo no estad aun del todo comprendido, los posibles
mecanismos son la modificacion de la membrana celular, la disminucion del pH
intracelular y la consecuente inhibicion del metabolismo celular, la inactivacion
enzimatica, trastorno del equilibrio de electrolitos intracelulares, y la separacion de
constituyentes vitales de las células y las membranas celulares . Se suman los bajos
niveles de nutrientes, la presencia de s6lo trazas de azlcares fermentables, debido a que
la glucosa, maltosa, maltotriosa, algunas vitaminas B, amino &cidos, ya han sido
consumidos por la levadura durante la fermentacion 9); la presencia de bajos niveles de
oxigeno en la cerveza (menos de 0.1-0.3 ppm) &9, si bien puede afectar el desarrollo de

bacterias aerobias, podria facilitar el desarrollo de bacterias microaerofilas y/o



anaerobias. Sumado a ello existen factores extrinsecos e inherentes al proceso cervecero
que reducen la posibilidad de contaminacion, como el calor aplicado durante el
macerado, la ebullicion del mosto que destruye células vegetativas y sus esporas @, la
filtracion, la pasteurizacion (tunel o flash), el envasado aséptico y el almacenamiento en

frio ®. En el anexo 1, se resumen los factores implicados y sus modos de accion.

Aunque las razones expuestas parecen ser suficientes para que la cerveza sea
microbioldgicamente estable, hay una estrecha gama de bacterias alterantes de la
cerveza que todavia pueden sobrevivir, crecer y alterar la cerveza . Siendo ésta mas
susceptible, cuando uno o mas de los factores mencionados estan ausentes o presentes a
un nivel reducido. Asi, se ha observado que las cervezas con niveles elevados de pH,
bajo etanol, bajo CO-, y aquellos con azlcar afiadido (aumento de nutrientes) son mas
propensos a la contaminacion 9. Las bacterias alterantes de la cerveza se encuentran en
el anexo 2. Estas bacterias se pueden clasificar en bacterias Gram positivas, Gram

negativas y ademas existen las levaduras extrafas.

Las bacterias que pertenecen al género Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus y
Megasphaera representan los principales grupos de microorganismos causantes de
deterioro de la cerveza V. Esto afecta la calidad de la cerveza, con detrimento

financieros para la industria 9.

Entre las bacterias Gram positivas se incluyen a los géneros Lactobacillus y
Pediococcus, Leuconostoc, Micrococcus. Las bacterias Gram negativas pueden ser
anaerdbicas como Pectinatus, Megasphaera, Selenomonas y Zymophilus y aerdbicas o
anaerobias  facultativas como  Acetobacter, Zymomonas, Selenomonas vy
Obesubacterium, entre las principales. (1%

Levaduras extrafias como Torulaspora, Pichia, Hansenula, entre otras ¥, casi no

causan graves problemas de deterioro; pero pueden interferir sensorialmente.

Por lo tanto muchos microorganismos pueden afectar el proceso cervecero. En el anexo
3 se muestra la microbiota que podria estar presente en cada proceso de la elaboracion

de la cerveza 19,

Este trabajo se basa en la revision actualizada del género Pectinatus spp. y de los
métodos de deteccion por andlisis microbioldgicos por cultivo o Ilamados
convencionales, y pretende dar un propuesta de su deteccion en superficies por el

método de hisopado.



I. Revisidon del Género Pectinatus en cerveceria

1. Descubrimiento de las especiess de Pectinatus

Pectinatus sp. fue registrada como bacteria alterantes de la cerveza en los afios
60°s del siglo XX. Entre los afios 1978 y 1980, se dio a conocer el aislamiento de
una bacteria capaz de crecer en cerveza lupulada, gram negativa, mesofilica, de
forma bacilar flagelada, no formadora de esporas, estrictamente anaerdbica;
proponiéndose el género y especie de Pectinatus cerevisiiphilus ®. Esta deteccion
se llevo a cabo en una cerveceria de los EE.UU, en cerveza no pasteurizada durante
un test de estabilidad en estante a 30°C 7, posteriormente también se aisl6 en
cervecerias de Finlandia “®, Alemania, Noruega, Japon, Espafia, Paises Bajos,

Suecia, Francia 1% 292Dy Escandinavia 2.

En 1990 con el uso de técnicas moleculares para la época, se logré identificar
una segunda especie, a la cual denominaron Pectinatus frisingensis. Esta difiere de
P. cerevisiiphilus en base a la velocidad de crecimiento y la utilizacion de sustratos.
P. frisingensis usa celobiosa y N-acetilglucosamina como sustratos adicionales de
crecimiento y presenta diferencias significativas en la composicion del
peptidoglucano de la pared celular y en la secuencia de 16S rRNA @2, Ademas los
lipopolisacéridos difieren en la estructura de sus oligosacaridos “core” y en su

contenido de 4cidos grasos %324,

En el 2006, aislaron una cepa en Finlandia, del aire del salon de envasado y de
cerveza lager con 2.7% de alcohol @, con diferencias en la utilizacion de aztcares,
actividad proteolitica, actividad catalasa, resitencia antibidtica y tolerancia a la
temperatura, comparada a las especies anteriores, a la cual denominaron Pectinatus

haikarae, la misma que ha sido aislada de cerveza alemana contaminada 2.

Estas son las tres especies del género Pectinatus, que a la fecha se ha confirmado
ser alterantes de la cerveza y han sido aisladas s6lo de ambientes cerveceros (16 22

18) pues Pectinatus estd muy bien adaptado al medio cervecero @,

En el 2009, otra especie del género Pectinatus fue aislada de salmueras de aguas
residuales en China, ampliando los habitats conocidos de los miembros del género,
denominéandolo P. brassicae @®. Y, en el afio 2013 se aisl6 de un tanque de
salmuera comercial deteriorado a P. sottacetonis ?”). Sin embargo ninguna de estas

dos ultimas han sido detectadas en cerveza contaminada naturalmente.



2. Taxonomia del Género Pectinatus

Desde el afio 2010, el género Pectinatus pertenece al filo Firmicutes, clase

Negativicutes, orden Selenomonadales, familia Veillonellaceae ©®.

La figura 1 muestra a la bacteria
Pectinatus sp. en forma de bacilo con
muchos flagelos, situados s6lo a un lado
de la célula bacteriana ?®. EI nimero de
flagelos por célula depende del tamafio
de la célula y su estado, pero oscila

generalmente de 1 a 23 0 més .

Fig.1: Microscopia electronica de Pectinatus sp. La barra es de 0.5 um.

Sobre la base de experimentos de reactividad cruzada de anticuerpos flagelares,
(9 P, cerevisiiphilus descenderia de P. frisingensis, (a pesar que fue descubierto
previamente). P. haikarae, que es capaz de crecer a temperatura ligeramente mas
baja que las otras especies de Pectinatus, divergiria de P. cerevisiiphilus como
resultado de una mejor aclimatacion al entorno cervecero Y. P. haikarae es
catalasa positiva a diferencia de las otras dos, lo que podria proporcionar una mejor

supervivencia en ambientes cerveceros aerébicos ©2).

3. Efectos alterantes a la cerveza

Los productos finales del metabolismo de Pectinatus spp. son extremadamente
desagradables, y su crecimiento en la cerveza, incluso en conteo <10°ufc/ml, hace
que sea imposible beberla @9, por los defectos sensoriales producidos, que hacen
que el producto no sea apto para el consumo 7. Un resumen de sus productos

metabdlicos se muestra en la siguiente tabla 1 (822 33,34, 35

rrencia en Ef fin -
ch rencia e Off flavour/olor ECt_OS eiiliies Sabor  Productos Metabdlicos
ambientes cerveceros visuales
. Olor que recuerdaa  Turbidez/ densa Acidos: acético, propionico,
Cerveza con bajo alcohol . . - L -
. huevos podridos, turbidez. lactico, succinico, oxalico.
o sin alcohol, cerveza no . - Sabor . .
. i olor desagradable, Sedimentacion .. H2S, acetoina, metil
pasteurizada, &rea de L acido L
. olor fétido y a gruesa 'y mercaptano. Dimetil sulfuro -
llenadora, biolfim. . .
podrido. opalescencia. DMS

Tabla 1: Efectos alterantes y productos metabdlicos de Pectinatus spp.



Se puede encontrar en la cerveza contaminada hasta 80, 13 y 290 ug/L de metil-
mercaptano, sulfuro de dimetilo y H>S, respectivamente. Estos tres niveles son
iguales o superiores a los umbrales de percepcion @9, También se ha observado una
gran cantidad de acido propionico, a menudo superior a 1000 mg/L en cerveza
contaminada ©®. Sin embargo, las cantidades relativas de los productos finales
mencionados son dependientes del sustrato utilizado. Los defectos sensoriales estan
relacionados principalmente a propionato, H.S y metilmercaptano ©. La tabla 2
muestra las cantidades encontradas de componentes sulfurados, luego del desarrollo
de Pectinatus en medio de cultivo y en una cerveza contaminada naturalmente, asi

como sus umbrales de percepcion ©®.

Culture Contaminated Taste
medium beer threshold
Methyl 14 - 80 20 1-3
mercaptane
Dimethyl 1.3-13.0 04 5-20
disulphide
Dimethyltri- 05-28 0.1 0.1
disulphide
Hydrogen 20-290 300 5-30
sulphide

Tabla 2: Concentraciones de componentes sulfurados en ug/L

Esta bacteria incrementa la acidez de la cerveza. Una comparacion entre las
cantidades de los acidos organicos que se encuentra en las cervezas normales y en

cervezas contaminadas con Pectinatus spp. se muestra en el anexo 4.

El producto en mal estado e imbebible no s6lo se traduce en pérdidas
econdmicas, sino también es perjudicial para una marca de cerveza si se descubren
los potentes defectos sensoriales por el consumidor @9, La cerveza contaminada se
vuelve turbia dentro de 2-14 dias dependiendo del numero inicial de células y el

tipo de las condiciones de almacenamiento de la cerveza “0,

El tipo de distribucién de la contaminacion de la cerveza, por Pectinatus sp.,
tiene caracteristicas especificas: no contaminada todo el lote, sélo algunas unidades
al azar (la contaminacién se produce principalmente a través del aerosol durante el
envasado de la cerveza); el crecimiento de bacterias (turbidez) puede no ocurrir
hasta varias semanas después de la contaminacion, cuando la cerveza ya esta en el

mercado; en casos extremos puede conducir a una explosién debido a la

6



acumulacion de gas en la botella “9. Se estima que esta bacteria es causante entre

20-30% de cervezas contaminadas “.

4. Caracteristicas generales de las especies alterantes de Pectinatus

Las diferencias principales entre las especies alterantes de Pectinatus, se

resumen en la siguiente tabla 3 (18 26, 27,31, 32,38)

Caracteristicas

P. cerevisiiphilus

P. frisingensis

P. haikarae

salon de envasado,

Habitat cerveza contaminada cerveza contaminada .
cerveza contaminada

Contenido G+C 38,6 39,1 38,4

Rango Temperatura (°C) 10- 45 15-37 15-30

Temperatura éptima 30 30 20-30

Crecimiento a 372C Positivo Positivo Negativo

Rango de pH 3,5-8,5 3,5-8,0 4,0-8,0

pH 6ptimo 6,5 6,5 7

Actividad catalasa Negativa Negativa Positiva

Habilidad dafiina

Absolutamente dafiino

Absolutamente dafiino

Potencialmente danino

Produccion de acidos

D-celobiosa Negativo Positivo Negativo
i-inositol Negativo Positivo Positivo
lactosa Negativo Negativo Positivo
a-D-melibiosa Positivo Negativo Positivo
N-acetil-glucosamina Negativo Positivo Negativo
D-salicina Positivo Positivo Negativo
D-xilosa Positivo Negativo Positivo
glicerol Positivo Negativo Negativo
aesculina Positivo Positivo Negativo
mannosa Positivo Positivo Positivo
manitol Negativo Positivo Positivo
sucrosa Negativo Negativo Negativo

Tabla 3: Caracteristicas generales de las especies de Pectinatus alterantes de la cerveza.

El movimiento de las células jovenes se asemeja a la letra “X”, lo cual es debido

a la disposicion inusual de los flagelos. Las células mas viejas y mas largas tienen
un movimiento de "serpiente” a medida que avanzan, o puede que no se muevan en
absoluto (% 16.18.22.27) | a5 descripciones de las especies de Pectinatus alterantes de

la cerveza, se encuentran en los anexos 5,6y 7.

P. frisingensis puede metabolizar un amplio rango de azUcares fermentables;
pero no puede utilizar etanol, maltosa y amino acidos esenciales ). Sin embargo la
mayoria de los aislados de P. frisingensis en cervecerias japonesas fueron capaces

de crecer en maltosa “3,



P. frisingensis sobrevivid a un cambio repentino de temperatura, enfriamiento de
30 °C a 2 °C, restableciendo répidamente su homeostasis celular alterada, cuando
se les proporcion6 una fuente de carbono 4. También recupera su homeostasis en
caso de tratamiento térmico suave “®. Individualmente, las especies difieren unas
de otras en cuanto a su sensibilidad a elevadas temperaturas. P. frisingensis tiene
mayor resistencia térmica que P. cerevisiiphilus “®). Se sabe que Pectinatus muere
por encima de 50 °C “?. Un estudio indica que a 58°C por un minuto es suficiente
para su muerte ®¥; es decir Pectinatus spp. puede ser inhibido por un tratamiento
de 58-60°C por un minuto, el cual es menor que un tratamiento rutinario de
pasteurizacion @Y. Se sugirié el valor D-60 (una medida de la resistencia al calor a
60 °C, en la que se muestra el tiempo requerido para una reduccion decimal de
microorganismo probado) para esta especie, ser cercana a 0.4 min “®). Sin embargo,
la adaptacion térmica puede aumentar notablemente la resistencia al calor “9).
También, Pectinatus spp. es capaz de persistir a temperaturas incluso de 8 °C.;
aunque la temperatura influye inversamente en la resistencia al oxigeno; asi el
tiempo de reduccion decimal, se redujo en 6,7 veces cuando la temperatura
disminuy6 de 32 °C a 8 ° C ©9: por lo que el riesgo de contaminacion de la cerveza
en una sala de llenado, que se mantienen a una temperatura baja, depende

especialmente de la calidad limpieza y sanitizacion ¢,

En co-cultivo con Saccharomyces cerevisiae en el mosto, P. cerevisiiphilus
crecio en una medida limitada incluso a 8 °C - 15 °C, sus metabolitos comenzaron a
perturbar el crecimiento de la levadura 9. Por lo tanto, la entrada de Pectinatus
spp. en el proceso de elaboracion de la cerveza, por ejemplo, a través de la siembra

de levadura, podria dar lugar a problemas de fermentacion ©2.

P. cerevisiiphilus es altamente sensible a la vancomicina y bacitracina ©?, que
son moléculas grandes que normalmente son incapaces de penetrar en la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas ©® y P. frisingensis es sensible a nisina y
polimixina B. Nisina es una bacteriocina producida por bacterias acido lacticas, la
cual tiene actividad frente a la mayoria de bacterias Gram positivas; pero las
bacterias Gram-negativas son resistentes, a menos que la membrana externa de la
células se encuentre dafiada 2. Estos resultados sugieren que la membrana externa

de Pectinatus spp. en las condiciones ensayadas, no actia como una barrera de



permeabilidad eficaz ®. Se ha reportado la existencia de cepas de P. frisingensis

resistentes a nisina ©2,

Se conoce que Pectinatus spp. es susceptible a la mayoria de los desinfectantes
utilizados en las fabricas de cerveza y que son eficaces para su control, tales como
yodo, cloro, acido peracético y formaldehido @134 %), Pectinatus spp. es facil de
controlar mediante tratamiento térmico y desinfectante oxidante; pero sobrevive en
lugares como esquinas o en biopeliculas, que son de dificil acceso para limpieza y
desinfeccion ©®; por lo que si la higiene de la planta se realiza de manera

exhaustiva, deberia reducir su incidencia en la fabrica de cerveza.

Se ha observado que la cerveza con un bajo contenido de alcohol es mas
propensa al deterioro por Pectinatus spp.V. Por otro lado, las pruebas de tolerancia
frente al alcohol indican que Pectinatus spp. es capaz de crecer en medio que
contiene hasta 4.5%, w/v de etanol ? y es inhibido a una concentracion de 5.5%
(w/v) @, aunque se ha descrito algunas cepas de P. frisingensis que resisten hasta
5,2% wiv (),

Las especies de Pectinatus son mas resistentes a pH acidos y pueden sobrevivir a
pH de 4,1 ®Y y pueden tolerar un pH de 3,7; por ello estos organismos estan bien
adecuados para crecer en cerveza ©%. La tolerancia del pH es dependiente de
contenido de alcohol y de otras propiedades de la cerveza ©®®). P frisingensis esta
mejor adaptada para crecer en ambientes acidicos comparado a las otras especies de

Pectinatus ©2),

Pectinatus spp. tolera las sustancias amargas del lupulo ¥ y pueden crecer en
cerveza con unidades de amargor hasta 33-38 EBC @Y, incluso altas
concentraciones de componentes amargos como 150 mg/L no afectan su

crecimiento .

A pesar que Pectinatus spp. es descrito como estrictamente anaerdbico; P.
cerevisiiphilus puede sobrevivir en presencia de bajas concentraciones de oxigeno,
y es mas resistente en co-cultivos con Saccharomyces cerevisiae, a pesar de una
tasa constante de oxigeno disuelto (OD) que existe en las primeras etapas de
fermentacion, que podria deberse al consumo de Oz y produccion de CO2 @9, El
crecimiento de las especies de Pectinatus se ven afectadas significativamente por el

contenido de oxigeno en la cerveza y se ha observado su crecimiento en cervezas



con OD de 0.96-1,9 mg / L ©%21.38)  p_frisingensis tolera méas oxigeno que P.
cerevisiiphilus, un estudio de ambas especies demostré su habilidad de crecer en
cerveza con un contenido de OD entre 0.4-0.8 mg/l ?9. Incluso se menciona que
Pectinatus cultivado en laboratorio desarrolla una alta tolerancia al OD ©%. La
tolerancia de oxigeno de P. cerevisiiphilus mejora con la disminucién de la
temperatura ). Asi, P. frisingensis tiene mas resistencia al OD, alcohol y es capaz
de usar un amplio rango de fuentes de carbono que P. cerevisiiphilus ©.

Un autor analizé las variables de la cerveza, que permitieron el crecimiento de

Pectinatus ©9. Un resumen de los resultados se encuentra en la anexo 8.

A pesar de ser descritas como bacterias Gram negativas, Pectinatus tiene gran
interés académico ya que son considerados eubacterias intermedias entre Gram-
negativas y Gram-positivas ). Los aislados de Pectinatus tienen una tincion de
Gram-negativa a Gram-variable, y poseen una membrana externa que es tipica de
las bacterias Gram-negativas; pero por otro lado, Pectinatus tiene una capa de
peptidoglucano muy gruesa y una membrana citoplasmatica caracteristica de
bacterias Gram-positivas ®”. Ademas, Pectinatus se agrupa con las eubacterias

Gram-positivas segun el analisis filogenético basado en el gen 16S rRNA 22 22),

5. Pectinatus, un agente emergente

Si observamos desde los inicios del proceso, el mosto es oxigenado antes de la
inoculacion de la levadura, para incrementar su biomasa. Este paso deberia limitar
la contaminacién del mosto respecto a las bacterias anaerdbicas; sin embargo los
ultimos avances en tecnologia cervecera conducen a obtener niveles muy bajos de
oxigeno en el producto terminado™®, desde 0,4 hasta 0,8 mg/L, lo que hace posible
el crecimiento y la proliferacion de Pectinatus en la cerveza. Es interesante notar
que Pectinatus fue aislado por primera vez en cervecerias modernas donde esa clase
de técnica es muy comin @9 20.46)  En el grafico del anexo 9 se observa la
evolucion del volumen de la camara de aire en las botellas de cerveza desde 1960-
1990, notese que en los afios 70°s se descubrieron cervezas contaminadas con

Pectinatus.

Desde que la cerveza sale de la fabrica, queda fuera de control de los cerveceros

y esta sujeta a cualquier condicion que impongan los distribuidores, minoristas y
consumidores. Los envases pueden estar expuestos a las fluctuaciones de
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temperatura, luz, y/o turbulencia, todos los cuales degradan la calidad del producto
interior y (con la excepcion de exposicion a la luz) promueven el crecimiento
microbiano. Incluso en condiciones dptimas de almacenamiento, un importante
volumen de cerveza puede pasar varios meses en el transporte y almacenamiento
antes de su consumo, lo que aumenta la probabilidad de deterioro microbiano. La
industria hace mucho abordo6 este tema a través de la estabilizacion del producto
por medio de filtracion, pasteurizacion, o alguna combinacion de los mismos. Sin
embargo, la creciente demanda de cervezas no pasteurizadas, y no filtrada (turbias),
en los ultimos afos, ha aumentado la incidencia de contaminacion microbiana en la

cerveza envasada por microorganismos tales como Pectinatus @,

6. Lugares de aislamiento de Pectinatus:

La mayoria de las especies de Pectinatus han sido aisladas de cerveza y
ambientes de cerveceria, pero su entorno natural y fuente de contaminacion no son
bien entendidos ©®. Por otro lado, un estudio de los lipopolisacéridos de Pectinatus
sugiere que este género puede estar asociado originalmente con plantas. Esto se
debe a cadenas-O, ricas en desoxiazlcares, que se observaron en algunas de las
cepas de Pectinatus, que se encuentran a menudo asociadas a las bacterias
saprofitas o patdgenas de las plantas. Por lo que los autores plantearon la hipotesis
de que Pectinatus podria haber llegado a las fabricas de cerveza con materiales
vegetales, como los cereales, el arroz o el ldpulo ©%. Hay varios ambientes en

donde se han detectado:

En bodegas: P. cerevisiiphilus, ha sido aislada en levadura para siembra ©7:22 en
muestras de agua de enjuague de linea colectoras y de recuperacion de CO2, que no
son sometidos a regimenes de limpieza (esto implica un desmontaje intenso de los
equipos), por lo tanto, las bacterias pueden prevalecer en esta parte de la fabrica por
mucho tiempo @Y. Pectinatus se aislé ocasionalmente durante la maduracion, en
tanques de cerveza terminada antes de la filtracion “® y en los canales de drenaje
en el area de filtracion de cerveza G”. Algo ocasional; pero descrito es que se aisld
del agua de remojo de la malta, antes de la molienda. El crecimiento de Pectinatus
se ralentiza considerablemente a bajas temperaturas y por lo tanto rara vez se
encuentran en bodegas cuando es de baja fermentacion; pero puede estar presente

en cervezas de alta fermentacion, debido a las temperaturas mas altas ©®),
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En envasado:

Es muy poco probable una contaminacion accidental con Pectinatus; pero habita
permanentemente en ciertos entornos en las cervecerias. Se ha encontrado cepas
serolégicamente idénticas, en la misma fabrica, con un intervalo de 4 afios 8. A
pesar de ser anaerobias, su presencia en los aerosoles (por un periodo de tiempo),
alrededor de las llenadoras, en el aire u otros aerosoles podrian ser una posible
fuente de contaminacion @%. En general, los numeros mas altos de
microorganismos se encuentran en el aire, alrededor de la llenadora, al parecer
debido a la aerosolizacion continua de la cerveza en esta ubicacion “%. Por lo tanto
Pectinatus puede ser transmitida a los materiales de llenado vy, luego, a la cerveza a
través de los aerosoles producidos durante el proceso de llenado y durante los

procesos de limpieza ©©),

Las pruebas de deteccion y conteo del nimero de microorganismos en el aire de
salas de llenado de cervecerias finlandesas, mostraron que el nimero de bacterias
en el aire de la llenadora es méas bajo cuanto mayor es su distancia de la lavadora de

botellas ¢7.

Pectinatus se ha aislado a partir de aceite de lubricacién mezclado con cervezay
agua, en grietas del sistema de drenaje ©®¥, de aire y pisos de salones de llenado, de
agua condensada de los techos, baldosas sueltas y en suelos dafiados, areas que a
menudo son anaerobias®. Una fuente de contaminacion durante el llenado de
cerveza pueden ser las cintas transportadoras, especialmente cuando no se incluyen
en el proceso de limpieza de la linea. También se puede encontrar en biopeliculas,
sobre superficies rugosas en la sala de embotellado “%: en ruedas de estrellas que
son altamente aerdbicas ?Y. Un cuadro con las zonas de deteccion positiva, en 10

plantas cerveceras en el periodo de 3 afios 7, se muestra en el anexo 10.

P. frisigensis ha sido mas frecuentemente detectada que las otras especies, en el
salén de envasado. Durante el llenado, es comln la explosion de botellas y la
cerveza en contacto con los accesorios de la maquina llenadora y taponadora, se
convierte en adecuado sustrato para los microorganismos G”. El equipo usado en el
proceso de llenado es propicio a la formacidn de biopeliculas debido también a los
grandes volimenes de agua utilizados “%; pero, cuando se utilizan los métodos de
cultivo convencionales este contaminante no es detectado en el control operacional
en fabrica “9,
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A pesar de que los procesos de limpieza profundas se adoptan periodicamente en
todas las fébricas de cerveza, los procedimientos de limpieza no son
suficientemente eficaces para eliminar completamente las biopeliculas adheridas, y
las bacterias alterantes anaerobias estrictas pueden propagarse y dispersarse en el

salon de envasado. 19,

7. Mecanismos de supervivencia de Pectinatus spp. en biopeliculas:

La supervivencia de Pectinatus spp. en ambientes aerobicos de salas de llenado
es posible debido a la formacion de biopeliculas y asociaciones simbioticas de
microorganismos que sobreviven dentro de ellas ©®, esta supervivencia prolongada
de Pectinatus indica que el agua puede ser una posible fuente de contaminacion®®.
Su presencia en condiciones aerdbicas proporciona conocimientos basicos sobre la

complejidad de estas biopeliculas bien establecidas @Y.

Los colonizadores primarios de superficies (en cuestion de horas después del
inicio de la produccién) son microorganismos que producen sustancia poliméricas
extracelulares (EPS) ©9; se trata de bacterias Gram negativas (bacterias &cido
acéticas: BAA) y levaduras ), que proliferan el lugares donde se depositan los
residuos de cerveza, agua u otros, de los proceso intermedios (9. Estos
microorganismos consumen el oxigeno muy rapidamente por su intenso
metabolismo aerdbico, creando condiciones anaerobias que apoyan el crecimiento
de otros microorganismos, por ejemplo, bacterias acido lacticas (BAL) vy
Pectinatus. Las levaduras y lactobacilos pueden habitar en estos lodos, mientras
que el acido lactico producido por las BAL puede ser metabolizado a &cido

propidnico por bacterias anaerobias como Pectinatus @,

Por otra parte, la muerte gradual de microorganismos aumenta el pH de las
biopeliculas, que también promueve el crecimiento de Pectinatus ©%. El limo
producido por estas biopeliculas protege a las bacterias contra la accion del
oxigeno, la desecacion y agentes desinfectantes ©%. La formacion de biopeliculas se
apoya en la limpieza mecanica imperfecta antes de la desinfeccion quimica,
convirtiéndose en una fuente permanente de contaminacion. La cerveza que entra
en contacto con las biopeliculas crea un ambiente ideal para la supervivencia y el

desarrollo de microorganismos, especialmente en lugares como grietas en el suelo,
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paredes y techo de la sala de embotellado o en otra parte en la operacion. En el

anexo 11 se muestran fotografias de biopeliculas que contienen Pectinatus ©7.

El hecho de que estos microorganismos se encuentren generalmente en fabricas
modernas grandes, no significa que no existan en cervecerias pequefias. Las
condiciones, sin embargo, en las fabricas de cerveza méas pequefias pueden ser
menos ideales para la propagacion de estos organismos @9, Para su eliminacion se
pueden aplicar métodos fisicos, quimicos y medidas bioldgicas ©?. Se ha sugerido
el uso de agua de enjuague alcalina al final del procedimiento de limpieza (pH 12,
con baja fuerza iénica), ya que en estas condiciones se disminuye la adhesion de las

biopeliculas a los materiales de construccion, tales como el acero inoxidable ¢,

8. Tipos de productos potencialmente alterables por Pectinatus

Se ha incrementado la produccién de algunos tipos de cerveza, las cuales poseen
naturalmente una predisposicion a la contaminacion, como las cervezas con bajo
lupulado, bajo alcohol, sin alcohol, o sin pasteurizar. EI uso de pasteurizacion flash
previo al llenado y la esterilizacion en frio, incrementan el riesgo de contaminacion
secundaria de la cerveza V. El deterioro se produce "en envasado", y la cerveza
contaminada puede estar ya en el mercado antes que la presencia de Pectinatus sea

detectada por métodos de cultivo convencionales €2 63),

Cerveza no pasteurizada:

Estas bacterias son contaminantes secundarios de cerveza no pasteurizada después
de su envasado ®%, siendo P. frisingensis la més frecuente responsable de los
incidentes de deterioro de la cerveza en comparacion con P. cerevisiiphilus. Las
tres especies tienen una fuerte capacidad de deterioro principalmente en cerveza sin

pasteurizar o de baja pasteurizacion @9,

Cerveza con bajo alcohol y sin alcohol:

En los ultimos afios, existe un desarrollo de marcas de cerveza con un bajo
contenido de alcohol, la cuales tienen un mayor riesgo de los contaminantes
secundarios, incluyendo Pectinatus spp, debido principalmente al bajo contenido de
alcohol de la cerveza @Y. Se ha descrito el hallazgo de P. haikarae en este tipo de

cervezas 8,
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Cerveza “light”

La capacidad de Pectinatus spp. para utilizar diferentes fuentes de carbono, por
ejemplo lactato y azUcares inusuales es particularmente peligroso en aquellos casos
en que existe una contaminacion mixta de cerveza, o en la cerveza “light”, que
normalmente se espera que tengan una susceptibilidad reducida a la
descomposicion precisamente a causa del muy bajo contenido de sustratos
fermentables 9. Se ha descrito que P. sottaceto es una bacteria potencialmente

alterante de la cerveza tipo light, con 4% de alcohol, 10 IBU y pH 4.2 9,

La concentracion de Pectinatus spp. en los entornos de la cerveceria, es mayor en
los meses mas calurosos, que en los meses mas frios del afio ?Y, se indica que la
fuente m&s comudn de contaminacion es el embotellado y empaquetado en verano.
Pectinatus crece bajo condiciones anaerobicas dentro del producto empacado, entre
15y 40°C y a pH de 4,5 @9, La persistencia en la cerveceria es favorecida por la
alta humedad vy alta temperatura, aproximandose a la temperatura de crecimiento
Optima. EI nimero de microorganismos en el aire se incrementa al aumentar la

temperatura y la humedad (%37,

9. Métodos de deteccion de Pectinatus dependientes de cultivo:

El control microbiolégico en cerveceria utiliza principalmente métodos clasicos de
cultivo, combinados con una simple identificacion fenotipica de aislamientos “9).
Se basan generalmente en criterios bioquimicos, morfoldgicos y fisioldgicos
(asimilacién de nutrientes, la microscopia y la tincion selectiva, respectivamente).
El conteo en placa 'y enrigquecimiento siguen siendo los principales métodos para la
deteccion de contaminacion microbiana en las fabricas de cerveza durante el

proceso de elaboracion de la cerveza y en el productos final 2,

Medios de cultivo descritos y utilizados

En el anexo 12 se muestran los medios recomendados por varias organizaciones de

cerveceria para la deteccion de baterias alterantes de la cerveza ©,

La mayoria de los medios recomendados para anaerobios son liquidos y contienen
sustancias reductoras del potencial redox del medio ©%, (4cido ascorbico,
tioglicolato de sodio, clorhidrato de cisteina, etc). La temperatura adecuada para el

cultivo de Pectinatus es 28-32 ° C y el pH en el intervalo de 5,0 a 7,0 “9,
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En los laboratorios de cerveceria para la deteccion de Pectinatus en producto
terminado se hace uso de la "prueba de vida util", en el que la cerveza esta
almacenada a temperatura ambiente durante hasta seis semanas y se observa la

formacion de turbidez “9,

Pectinatus también se pueden cultivar y mantener en el caldo MRS, (de Man
Rogosa, Sharpe) cultivado con un minimo de camara de aire y con el uso de un
indculo abundante @9, Asi una variante mas rapida es la "prueba forzada", en la que
se pone a prueba el desarrollo de turbidez en la cerveza o la cerveza mezclada con
un medio de enriquecimiento, seguido de 4-6 semanas de incubacion a 30 °C ©9), Se
ha logrado detectar Pectinatus en 1-3 semanas mediante la adicion del medio MRS
a la cerveza sospechosa. El periodo de incubacion también puede ser reducido a
pocas semanas mediante la adicién de caldo MRS concentrado con fructosa en la
cerveza sospechosa en una proporcion 1:5 ® o haciendo uso del caldo NBB-C
(Nachweismedium fiir bierschadliche Bakterienkonzentrat) 9. La féormula del
medio MRS ©7 esta dada en el anexo 13 y la del medio NBB modificado @, en el

anexo 14.

Si se usa los medios NBB 0 MRS en un ratio 1:1 (v/v), se logra reducir la
concentracion de alcohol de la cerveza a la mitad, facilitando su recuperacion en

cervezas con porcentajes de alcohol como 6,6% ABV ©8),

El cultivo de Pectinatus se puede realizar en caldo MRS con una concentracion
convencional o modificada ®®, con agente reductor: clorhidrato de cisteina e
indicador de oxidacion-reduccion: resazurina ®>?2, Asi se tiene el medio EC-MRS
(EC: extra concentrado) ©® que se utiliza para la etapa de cultivo previo a la
identificacion por PCR. También se ha usado caldo MRS doblemente concentrada
con incubacién a 27 °C durante 3 dias. Si es necesario, se puede utilizar

cicloheximida para inhibir el crecimiento de levaduras, previo a PCR “9,

Otros estudios hacen uso de caldo PYF (peptona, extracto de levadura y fructosa) ©
18, 21.68) caldo PYG (con glucosa) 65818 o caldo PYL (con lactato) ?” y medio

tioglicolato para enriquecimiento de cerveza ©.

Citando a los medios sdlidos, el método habitual para aislar Pectinatus en los 80 s,
requeria del uso del “tubo de Lee” que contiene agar lactato de acetato de plomo
(LL). La formula del agar LL © se encuentra en el anexo 15. El tubo es de doble
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pared, con tapon de rosca que permite la formacion de un cilindro delgado de agar
entre las dos paredes. La anaerobiosis se logra a través de la desoxigenacion del
cilindro profundo de agar durante la esterilizacion, un minimo de camara de aire, y
el uso de un agente reductor para absorber el oxigeno introducido durante el
procedimiento de inoculacion ©9. Usa el feniletanol por su caracter selectivo para
inhibir las bacterias Gram negativas aerobias y anaerobias facultativas y usa una
Unica fuente de carbono, lactato de sodio (evita el crecimiento de Zymomonas).
Basandose en la naturaleza productora de HzS, es posible diferenciar las colonias
de Pectinatus de las colonias BAL, mediante la incorporacién de acetato de plomo
en el medio. En el agar LL, aparecen simultdneamente colonias blancas y/o negras.
Las BAL desarrollan colonias de color blanco; pero de tamafio muy pequefio (0,5-
1,0 mm), mientras que Pectinatus se desarrolla mas (2,0 a 3,0 mm) y son colonias
de color marrdn oscuras a negras, debido a la reaccion entre acetato de plomo y H.S
liberado por Pectinatus. Las BAL no producen HS. Los cultivos jovenes de
Pectinatus crecen dentro de 2 a 3 dias, y se necesita otros 2 a 3 dias de incubacion
para el desarrollo de color marrén oscuro a negro; los cultivos viejos pueden
requerir 7 a 10 dias para desarrollar el color negro ©°. Las limitaciones del método
son la falta de disponibilidad comercial de los tubos de Lee y la baja sensibilidad
para la deteccion de bajos niveles de contaminacion, debido al pequefio volumen

del indculo (0,1 mL) ©440),

El medio recomendado por la American Society of Brewing Chemist (ASBC)
para detectar Pectinatus y Megasphaera en cerveza, es el medio SMMP (Medio
Selectivo para Megasphaera y Pectinatus). Se puede utilizar (15% medio selectivo:
85% de la cerveza (v/v)) @779, Con este medio, el contenido de alcohol de la
cerveza permanece casi sin cambios ©®. El medio SMMP contiene sustancias
reductoras del potencial redox (tioglicolato de sodio y clorhidrato de cisteina) que
promueve el crecimiento de anaerobios, lactato como Unica fuente de carbono, la
presencia de etanol (presente en la cerveza o afiadida al medio en el analisis de la
cerveza sin alcohol) y sustancias amargas (presente en la cerveza si es lupulada)
como un factor inhibidor para el crecimiento de enterobacterias (Enterobacter,
Escherichia y Flavobacterium). La adicion de cicloheximida inhibe el crecimiento
de levadura de cultivo y levaduras extrafias; y la combinacion de cristal violeta y

fusidato de sodio suprimen a las bacterias Gram positivas ‘"), El autoclavado del
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medio produce una pérdida de etanol que necesita ser ajustada, para evitar el
crecimiento de las enterobacterias ©®®. Para el analisis, se vierte 130 mL de cerveza
sospechosa en un matraz con 20 mL de SMMP, se tapa, se mezcla y se incuba por
14 dias a 28-30 °C. Se supervisa cada dia la formacion de turbidez o sedimento. La
turbidez del medio se puede considerar como presencia preliminar de Megasphaera
o0 Pectinatus, se debe observar al microscopio para determinar la morfologia del
microorganismo. Pectinatus tiene la forma de bacilos y Megasphaera de cocos.
Ademaés, el medio de SMMP exhibira cambios de color. Para Pectinatus, el medio
permanece purpura con sedimento; para Megasphaera, el medio puede cambiar a
amarillo con una incubacion prolongada. La confirmacion final se obtiene mediante
la identificacion de los acidos orgéanicos volétiles a través de cromatografia de
gases. Pectinatus se identifica por la produccion de é&cido acético y acido

propionico 9. La formula de SMMP se encuentra en el anexo 16.

El medio NBB pre-reducido, también se puede utilizar ®. Este medio se produce
como un caldo (NBB-B), agar (NBB-A) y concentrado (NBB-C). NBB se usa en
diversas formas segin el propésito deseado %), ver anexo 17. Para el analisis, se
mezcla NBB-C en proporciones variables con agua y cerveza, para la deteccion de
bacterias alterantes, potencialmente alterantes o para la determinacién general de
presencia de bacterias en cerveza 4. También se recomienda el medio Raka Ray

para analisis de rutina ©.

La principal limitacion de los métodos de cultivo es su largo tiempo de incubacion.
Se necesita una semana o incluso méas tiempo para obtener colonias visibles en las
placas o turbidez en caldos. En consecuencia, los productos terminados, a menudo
ya estan a la venta antes de que los resultados microbiol6gicos estén disponibles.
Otro problema es que estos medios no son especificos. Si la selectividad se
incrementa por la adicion de productos quimicos especificos, podrian necesitarse
mayor tiempo de deteccion ®). Los métodos de cultivo no permiten la identificacion
o0 localizacion de los contaminantes. Ademas, el enriquecimiento de cultivo es poco
aplicable al analisis de muestras del proceso, naturalmente turbias. Tras la
exposicion a condiciones severas, las bacterias también pueden entrar en un estado
viable pero no cultivable que no se pueden detectar en los medios de cultivo

recomendados; pero pueden ser capaces de crecer en la cerveza .
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I1. Propuestas de medio de deteccidn de Pectinatus, en superficies.

1. Problematica de deteccidon de Pectinatus

La deteccion de contaminantes en la cerveza consiste en concentrarlos de un
volumen adecuado (100-500 mL) por filtracion de membrana y cultivarlos en un
medio adecuado 2.

Pectinatus, es un anaerobio estricto, que no crece en una incubadora ordinaria de
CO; cuando se utiliza medio sélido, para fines de aislamiento y purificacion ©®. La
cepa de Pectinatus VTT-E-79100, se analiz6 por filtracién de membrana, vertido en
placa e incubacion en condiciones anaerdbicas (sistema anaerobio GasPak-BBL) y
no se desarrolld. La sensibilidad de esta bacteria al O, hace que la técnica de
filtracion de membrana sea inadecuada para pruebas de rutina, esta técnica no
puede detectar recuentos bajos de células o incluso recuentos elevados de células
estresadas en la cerveza envasada . La recuperacion promedio en un test fue de
5-19%, dependiendo del estado fisioldgico de las células. Obviamente, este método
no es practico y no puede ser recomendado para la deteccion de Pectinatus en
muestras de cerveza filtrada incluso si se utiliza un medio pre-reducido y si filtrado
se llevara a cabo en una atmdsfera de CO.. La razén de la baja recuperacion es que
la mayoria de las células viejas, que corresponden a células estresadas en la
practica, mueren durante la filtracion de membrana % %9, La deteccion también
estd limitada por la técnica de muestreo; ya que en contacto con el O estas
bacterias mueren y los resultados arrojan falsos negativos . Esto a pesar que la
European Brewery Convention (EBC) recomendo el uso de los medios solidos no
selectivos pre-reducidos: MRS, NBB, PYF, Raka Ray, SDA, UBA (/2.

Los medios de cultivo descritos anteriormente tienden a consumir mucho
tiempo, a menudo toman varios dias con el fin de detectar primero, los
microorganismos  potencialmente alterantes. Ademas la caracterizacion
(identificacion) pueden tomar varios dias mas, una vez que los cultivos hayan sido
aislados 3, teniendo en cuenta que un Gnico medio no puede detectar a todas las

bacterias alterantes de la cerveza ).

La desventaja en el uso de los medios de cultivo no selectivos (MRS, NBB,
PYG, PYF, PYL) es que no impiden el desarrollo de otros géneros (levaduras,

coliformes, BAL, etc.) que podrian estar presentes en una cerveza en mal estado, en
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una superficie 0 medio ambiente de la cerveceria. Estos microorganismos compiten
con éxito con Pectinatus en estos medios, suprimiendo su desarrollo y
posiblemente esta inhibicion sea por los productos de su metabolismo, por el
cambio de pH, etc. Por lo tanto el uso de medios no selectivos podria dar falsos
negativos. Se recomienda el uso de estos medios cultivandolos en condiciones
anaerobicas para actuar de forma fiable, con cdmara anaerdbica o con atmosfera
controlada de N2 y Hp; sin embargo éstos no son equipo comunes en los

laboratorios de las plantas cerveceras “9,

Un medio prometedor que se puede aplicar para el analisis de hisopados de
superficies y de biopeliculas de los dispositivos de operacién de fabrica, en la zona
de envasado, es el caldo MRS reducido, con una composicién modificada, llamada
MRS-T, que contiene una mezcla de tetrahidro-a-acidos y feniletanol para inhibir la
microflora bacteriana acompafiante. La férmula del medio MRS-T esta dada en el
anexo 18. Este medio permite la deteccion de Pectinatus siendo adecuado para el
muestreo y para el cultivo, contiene 0,2 % en peso de agar, que restringe su
oxidacion durante la manipulacion y el transporte. La incubacién se lleva a cabo a
una temperatura de 28-30 °C y se controla la formacién de turbidez en la parte
inferior del tubo. Se puede detectar al microscopio después de 24-48 horas de la
inoculacidn el tipico movimiento de serpiente de Pectinatus. Sin embargo, con este
medio, no se logra inhibir completamente el crecimiento de levaduras ©, estando
las levaduras presentes en las biopeliculas por lo que se necesitaria un agente
inhibidor.

Como aseguramiento de calidad, se debe tener en cuenta el aspecto preventivo
en la planta. La falta de reclamos de producto contaminado significa que estos
contaminantes secundarios podrian estar en las lineas de embotellado, en su fase de
adaptacion, debido a las limpiezas periddicas que garantizan condiciones de trabajo
higiénicas. Algunas fabricas de cerveza pueden sufrir gravemente de
contaminantes secundarios sin previo aviso perceptible en el producto terminado.
Su aparicién en ambientes aerdbicos indica problemas de saneamiento y revela la

presencia de biopeliculas altamente establecidas @Y.

Con la tendencia actual de las cervezas “light”, de bajo alcohol o sin alcohol, el
microbidlogo de planta, debe considerar este microorganismo como un problema

potencial grave que puede llegar a ser muy perjudicial en un futuro. Debido a que el
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origen de estos microorganismos en la fabrica de cerveza esta aun bajo
investigacion, sélo las técnicas preventivas son utiles ¢, Por ello un buen plan
microbioldgico debe enfocarse en controlar estos lugares de aparicién primaria de
Pectinatus, asi los esfuerzos, tanto en higiene, mantenimiento y control
microbiologico, deben apuntar a las superficies y a las biopeliculas del salon de

envasado.

Los diferentes métodos utilizados para el muestreo de biopeliculas en las
superficies externas e internas son: hisopado, enjuague, inundaciones con agar, agar
de contacto ®9 etc; por la naturaleza anaerébica de Pectinatus, por su practicidad y
por no dejar residuo nutritivo, el método de muestreo mas adecuado serd el

hisopado.

No se puede partir de técnicas como “prueba de forzado” por la larga duracion
del analisis (semanas), ni de un medio como SMMP (14 dias de incubacion), que
esta recomendado s6lo para cerveza y no es adecuado para hisopado de superficies.
Tampoco se cuenta comercialmente con los tubos de Lee como para hacer uso del
agar LL. Sumado a que ambos medios selectivos tienen una preparacion engorrosa,
SMMP y agar LL tienen muchos ingredientes en su composicion y no existen
comercialmente. Tampoco se puede tomar en cuenta métodos que demanden altos
costos de implementacion y analisis o la necesidad de personal altamente
especializado en técnicas moleculares. La basqueda se basé en lo descrito lineas

abajo.
2. Objetivo

Optimizar el medio MRS-T, garantizando seguridad en la deteccién, rapidez,

selectividad, claridad de lectura, de facil preparacion y de bajo costo.
3. Materiales y Métodos
a) Microorganismos:

Pectinatus frisingensis LMG 25633, obtenido del banco de cepas de la
BCCM/LMG Bélgica. Pediococcus damnosus y Lactobacillus brevis, cepas
aisladas de una cerveceria del pais. Cepas Biodiva de Torulaspora delbrueckii y
Diamond de Saccharomyces pastorianus (Lallemand), obtenidas del grupo de
investigacion de Biotecnologia Enologica de la URV bajo la forma de levadura
seca activa (LSA). Pectinatus se cultivo en caldo MRS liquido que contiene
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b)

d)

clorhidrato de cisteina y tioglicolato de sodio en una concentracion de 0,25 g/L,
(MRS-ct) con pH 5.6 a 5.8, por 48 horas a 28 °C, en botellas BVPF, no se
necesitod una atmdsfera anaerobia. Lactobacillus y Pediococcus, se cultivaron en
caldo MRS liquido, pH 5.6 a 5.8, durante 48 horas a 28 °C. Las levaduras fueron

cultivadas en agar YPD durante 48 horas a 28 °C.
Reactivos Especiales:

El extracto de lUpulo usado en este estudio, es una preparacion comercial
obtenida de Yakima Chief - Hopunion LLC. En cuanto a los tetrahidro-iso-alfa
acidos (THIAA), este extracto era una solucién acuosa clara de sales de potasio
de THIAA derivado de lupulo, estandarizado a una concentracién de 9% w/w
por HPLC (),

Meétodo de muestro simulando la técnica de Hisopado.

Se utiliz6 agua de humectacién para los hisopos, para lograr mejores resultados,
previo a la toma de muestra por hisopado, resulta ventajoso humectar el hisopo
con agua reducida estéril, esto se logra con la adicion de sustancias reductoras
del potencial redox, clorhidrato de cisteina y tioglicolato de sodio en
concentracion de 0,25 g/L cada uno ©2). Los hisopos fueron sumergidos en el

agua reducida, previo a la inmersion en la solucion con el cultivo mixto.
Modificacion del medio MRS-T

El medio propuesto, se basa en el medio MRS-T, éste a su vez usa el caldo MRS
comercialmente disponible modificado por la adicion de agar, compuestos
reductores del potencial redox (tioglicolato de sodio y clorhidrato de cisteina), y
los componentes selectivos de 2-feniletanol y THIAA. Adicionalmente a estos
componentes se utilizé cicloheximida, azul de metileno y rojo de bromofenol. El
medio se prepara mezclando todos los componentes, ajustado a un pH=7 +/- 0.1,
dispensado en alicuotas de 12 mL en tubos de ensayo bacteriologico y se
autoclava durante 15 min a 121 °C. El medio MRS-T modificado se mantiene en
refrigeracion y protegido de la luz por un maximo de 14 dias. El desarrollo del
medio implica probar diferentes concentraciones de cicloheximida (Cy) para
inhibir levaduras y aumentar su selectividad, probar diferentes concentraciones
de rojo de bromofenol (RBF) como un indicador de color para facilitar la lectura
de resultados y probar el uso de azul de metileno (AM) como medida de control
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del estado de oxidacion del medio, asi como verificar la utilidad de la

concentracion de agar al 0.2%.

d.1) Pruebas de Selectividad sobre Cultivos Mixtos. Los microorganismos
mencionados anteriormente, se cultivaron como se describe en la seccion a), y 1
mL de cada microorganismo a concentracion de 108 ufc/mL (medido en una
camara de Neubauer) se coloca en un tubo de ensayo. En ese pool de
microorganismos se sumerge el hisopo previamente remojado en agua reducida.
Se inocula en medio MRS-T liquido recién preparado sin cicloheximida y con
cicloheximida a concentraciones de 10, 20 y 30 mg/L, cinco pruebas por cada
concentracion. Se cultivo a 28 °C durante un maximo de 5 dias. Se control6 la
formacion de turbidez y sedimento cada 24 horas. La microscopia de las
muestras se realizd con microscopio de luz convencional (aumento de 400 X)

después de 24 h de cultivo.

d.2) Prueba de Cambio de Color por uso de indicador de pH. Se preparé el
medio MRS-T modificado con Cy (20 ppm) y se adicion6 RBF a 75 ppm y se
prepard otra similar con 25 ppm de RBF. Se compar6 cada 24 horas el cambio
de color de rojo a amarillo por descenso de pH debido a la produccion de acidos
por Pectinatus. Se incubo las cepas individualmente, para evaluar el aporte de
acidos en el medio por cada una de ellas. Se realizaron tres pruebas por cada

concentracion y por cada microorganismo.

d.3) Prueba de oxidacion del medio por uso de agente de oxido reduccion.
Se prepar6 el medio MRS-T modificado con cicloheximida 20 ppm y se
adicion6 AM a 2,5 ppm. Se comparé con el medio MRS-T sin adicion de AM.

d.4) Comprobacién de la utilidad de uso de Agar al 0.2%. Se preparo el
medio MRS-T modificado con Cy 20 ppm, RBF 25 ppm y 2,5 ppm de AM (con
0,2% de agar). Se compar6 con caldo MRS-T con Cy 20 ppm, sin adicion de
agar, para lo cual se realiz6 una prueba de transporte de los tubos preparados en
gradilla, simulando una distancia de 100 metros entre un laboratorio y el sal6n
de envasado (ida y vuelta). Se utiliz6 una gradilla con 15 tubos con medio para

la prueba de transporte.
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4. Resultados

a) Pruebas de Selectividad sobre Cultivos Mixtos: en la figura 1 se observa que
en el medio MRS-T existe desarrollo de levaduras, sobre todo en la parte
superior del medio (aerobio). Los resultados muestran que con medio MRS-T
modificado con Cy a concentraciones de 20 y 30 ppm se logra inhibir el
desarrollo de levaduras de cultivo y levaduras extrafia, facilitando la visibilidad
de la turbidez formada solo por Pectinatus.

MRS-T sin MRS-T modificado con:

Cicloheximida 10 ppm Cy 20 ppm Cy 30 ppm Cy

Cy: cicloheximidal

Fig. 2: Resultados a diferentes concentraciones de cicloheximida.

b) Prueba de cambio de color por uso de indicador de pH: en la figura 3, donde
P: Pediococcus, L: Lactobacillos y Pec: Pectinatus, se observa que a las 24 y 48
horas de incubacién la variacion de color del medio con 25 ppm de RBF, era
mas evidente que con RBF a 75 ppm. En ambas concentraciones el cambio de

color se produjo solo en el tubo con Pectinatus y no en las BAL.

Con RBF 25 ppm Con RBF 75 ppm

Xk,

Fig. 3: Resultados a diferentes concentraciones de rojo de bromofenol.
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c) Prueba de oxidacién del medio por uso de agente 6xido-reduccion

En la figura 4 se aprecian los resultados obtenidos de esta prueba.

A) Medio

enfriado.

inicial recién autoclavado

con el cultivo mixto.

por la presencia de oxigeno.

Fig. 4: Resultados con el uso de azul de metileno como agente de dxido reduccién

d) Comprobacion de la utilidad de uso de Agar al 0.2%.

En la figura 5 se aprecian los resultados obtenidos de esta prueba.

A) Medio sin agar B) Medio con agar

A) Se observa que con

la prueba de
transporte en canastillas, se produce
movimiento del medio sin agar,
permitiendo el ingreso de oxigeno al
medio. El azul de metileno evidencia la
oxidacion en segundos.

El transporte no afecta al mismo medio
con 0,2% de agar. No se evidencia
desplazamiento del medio, ni oxidacion

(no hay incremento del color azul).

Fig. 5: Resultados con el uso de azul de metileno como agente de dxido reduccion

y

B) Medio MRS-T-con cicloheximida y azul de
metileno, a las 48 horas de incubacion

Se observa la coloracién azul desarrollada
por la oxidacion de azul de metileno. En dicha
zona no hay turbidez, lo que indica que en

esa zona no se ha desarrollado Pectinatus
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5. Discusioén

Previo a la modificacion del medio MRS-T, se verifico su poder inhibitorio
frente a L. brevis y P. damnosus. Se utilizaron estas bacterias ya que los géneros
Lactobacillus y Pediococcus son considerados como las bacterias alterantes de la
cerveza con mayor incidencia. Ambas especies son resistentes al IGpulo ®. Se ha
informado que L. brevis, L. lindneri y P. damnosus fueron los responsables del 70-
80% de los incidentes de descomposicion microbiana de cerveza, en Europa,
durante el periodo de 1980 a 2002, @ ™ (ver anexo 19), siendo L. brevis la
implicada en méas de la mitad de las cervezas deterioradas. La eleccion de
Torulaspora delbrueckii como levadura extrafia no Saccharomyces y de
Sacchromyces pastorianus, responde a la necesidad de cubrir el espectro de
levaduras que se podrian encontrar en una cerveceria. Las caracteristicas de las

bacterias © utilizadas se muestran en el anexo 20.

Como se mencioné anteriormente, el medio MRS-T permite el desarrollo de
levaduras en la mayoria de los casos. Se sabe que cicloheximide (Cy) se usa para
suprimir el crecimiento de levaduras extrafias y de cultivo (sin efecto sobre el
crecimiento bacteriano) ©%. Asi, el medio SMMP contiene 20 ppm de Cy para los
mismos fines 7. Otros medios utilizan concentraciones que van desde 10 a 100
ppm para deteccion de Enterobacterias y Zymomonas, respectivamente . Debido
a que las levaduras se encuentran presentes en la mayoria de biopeliculas en una

cerveceria, se ha imprescindible su uso como agente inhibidor en este medio.

Existe una serie de indicadores de éxido-reduccion, como azul de metileno (AM) y
resazurina. Sin embargo la disponibilidad de contar con AM en los laboratorios de
cervecerias es mayor, ya que suele utilizarse para ensayos de viabilidad de
levadura. Se ha hecho uso de azul de metileno en el agar LL, donde aparece en el
tubo oxidado con una coloracion azul-verdosa; y en su condicion reducida es
incolora, que se da cuando el agar gelifica ®®. De acuerdo a los resultados, tras la
incubacion sélo la parte superior del medio mostr6 la oxidacién (de
aproximadamente 1 cm de altura); sin embargo, esta altura es insignificante, ya que
se usd 12 mL de medio por tubo, dejando una buena columna de medio anaerébico
para el crecimiento de Pectinatus. De alli que se debe evitar el uso de tubos con 5
mL de medio, ya que se tendria poca columna de medio anaerdbico y podria dar

falsos negativos. El uso de AM también facilita por observacion visual el estado del
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medio, ya que si el medio es viejo (mayor a 14 dias de preparacion), la columna de
color azul se incrementa y por observacion visual el analista puede descartar los

medios oxidados.

En su desarrollo Pectinatus produce metabolitos &cidos, por lo que baja el pH del
medio. Esto se aprovechd con el uso de un agente indicador de pH. De las dos
concentraciones de rojo de bromofenol analizadas en el medio, (25 y 75 ppm), la
concentracion de 25 ppm mostré una mejor variacion de color. Esto facilita la
lectura al analista, ya que cuando se realiza hisopados de superficie en los salones
de envasado, se usa una gran cantidad de tubos por linea de envasado (entre 15-30)
y si la cerveceria cuenta con varias lineas de envasado, esta cantidad se multiplica.
Si Unicamente se observara microscopicamente cada uno de los tubos, cada 24
horas, resultaria ser un método impractico, agotante y demandaria mucho tiempo.
Asi la utilidad del uso de un indicador de pH por cambio de color resulta muy
practico y ventajoso. Solo aquellos tubos en los que se tiene duda del cambio de
coloracién, podrian observarse al microscopio. Aunque por analisis sensorial
(produccion de H»S) los tubos positivos dudosos, podrian ser rapidamente

diferenciados de los negativos.

El medio se ajusté a pH=7 y no a pH de 6,5 segin el medio original, debido a que
su uso a pH=7 tuvo buenos resultados, en un estudio previo de deteccion de

Pectinatus en biofilms ¢7,

El uso de un agente de proteccion del medio frente a la oxidacién durante el
transporte es de vital importancia. En las cervecerias, la distancia de transporte
entre el laboratorio y el salén de envasado, las subidas y bajadas de la gradilla al
momento de hisopar, la apertura y cierre de cada tubo y la introduccion del hisopo,
hacen que un medio liquido o caldo incorpore oxigeno del aire, oxidandolo. En
estas condiciones Pectinatus no se podria desarrollar y si estuviese presente en la
muestra, el resultado seria un falso negativo. Usar 0,2% de agar en el medio, evita

que el oxigeno ingrese al medio, incluso cuando se sumerge el hisopo.

Todos los componentes del medio son féaciles de adquirir, de bajo costo, de
preparacion simple y no requiere personal altamente especializado para la toma de
muestra ni para la interpretacion de resultados. Una forma confirmatoria, es la
simple observacion visual al microscopio, donde se observan los tipicos
movimientos de Pectinatus, en “X” o en forma de serpiente.
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6. Conclusiones y Perspectivas

Debido al avance tecnoldgico Pectinatus surge como un agente emergente para la
industria cervecera. Existe la necesidad de métodos de deteccion rapidos y a la vez

de facil accesibilidad para las cervecerias.

Los medios recomendados estan enfocados en analisis de producto terminado; pero
muchas veces no son métodos fiables o los resultados se obtienen cuando la cerveza
ya se encuentra en el mercado. A pesar que existe una gran cantidad de métodos no

dependientes de cultivo ™ éstos no son accesibles a las cervecerias.

Una manera preventiva de detectarlo es a través de hisopados de superficies de la
cerveceria. Se obtienen buenos resultados en laboratorio, con el uso del medio
MRS-T modificado con cicloheximida, con adicion de azul de metileno como
indicador visual de 6xido-reduccion y con adicion de rojo de bromofenol como

indicador de variacién de pH.

A futuro, la puesta en préctica de este medio analizando biopeliculas obtenidas de
cervecerias nos dard una visiéon de su practicidad, de su poder de identificacion,
recuperacion y sobre todo nos permitird detectar los focos de contaminacién por
esta bacteria, permitiendo tomar medidas que aseguren la calidad del producto. Los
sitios de muestreo deben cubrir las areas criticas del salén de llenado, entrada de

botellas vacias a la llenadora y el coronador o taponador como minimo.

Con los resultados se podria establecer la relacion de factores (tipo de
pasteurizacién, tamafio de cerveceria, capacidad/velocidad de linea, etc.) para su
incidencia, y permitiria recopilar datos sobre la incidencia y distribucion de las

especies de esta bacteria en diferentes fabricas de cerveza.

A partir de este medio modificado, podria evaluarse su capacidad de deteccién de
Pectinatus en producto terminado, por incorporacion a la cerveza, haciendo uso del
medio MRS-T modificado y concentrado. Si para ello se utilizase botellas tipo

BVPF se podria prescindir del uso de azul de metileno.

A medida que las tecnologias de llenado en las fabricas de cerveza avanzan a nivel
mundial, existe la necesidad de métodos de deteccion e identificaciébn mas rapidos,
para evitar incidentes de deterioro por estas bacterias. De hecho, otros estudios

académicos desde este punto de vista estan actualmente en curso.
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ANEXOS

ANEXO 1

Modo de inhibicion de los factores antimicrobianos,

intrinsecos y extrinsecos de la cerveza.

Antimicrobial hurdles Mode of inhibition

Intrinsic hurdles

Ethanol Inhibits cell membrane functionality
Low pH Affects enzyme activity
Enhances inhibitory effects of hops
Hops Inhibits cell membrane functions
Affects Gram-positive bacteria only
Carbon dioxide Creates anaerobic conditions
Lowers pH

Affects enzyme activity
Affects cell membrane

Low oxygen levels Creates anaerobic conditions

Lack of nutrients Starves cells

Sulphur dioxide® Affects various metabolic systems

Processing (extrinsic) hurdles

Mashing Causes thermal destruction of cells

Kettle boil Causes thermal destruction of cells

Pasteurization® Causes thermal destruction of cells

Filtration® Removes cells by physical size
exclusion

Bottle conditioning®  Creates anaerobic conditions

“Not applicable to all beers.

De: Vriesekoop, K., Krahl, M., Hucker, B. and Menz, G. (2013).

125th

Anniversary Review: Bacteria in brewing: The good, the bad and the ugly. J.

Inst. Brew., 118, 335-345.
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ANEXO 2

Bacterias alterantes de la cerveza de acuerdo a su tincién y

morfologia.
Beer spoilage bacteria
Rod-shaped Cocci
Gram-positive Lactobacillus spp. Pediococcus spp.
bacteria Lb. brevis P damnosus
Lb. brevisimilis P dextrinicus
Lb. buchneri P inopinatus
Lb. casei
Lb. coryneformis Micrococcus sp.
Lb. curvatus M. kristinae

Lb. lindneri
Lb. malefermentans
Lb. parabuchneri
Lb. plantarum
(GGram-negative Pectinatus spp. Megasphaera sp.
bacteria P cerevisiiphilus M. cerevisiae
P frisingensis
F sp. DSM20764
Selenomonas sp. Zymomonas sp.
S. lacticifex Z. mobilis
Zymophilus sp.
Z. raffinosivorans

De: Sakamoto, K. and Konings, W.N. (2003). Beer Spoilage Bacteria and Hop
Resistance. Int. J. Food Microbiol., 89, 105-124.
http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(03)00153-3
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ANEXO 3

Microbiota del malteado y elaboracion de cerveza.

Visidn general de las especies bacterianas y fungicas en las etapas principales de la

cerveceria.
BACTERIA FUNGI
Candida Penicillium
Bacillus ~ Enterobacteriaceae Mat Suriaca Debaryomyces ~ Aspergillus
Flavobacterium Actinomycetales \L Hansenula Alternaria
Alcaligenes Lactobacillus Hanseniaspora ~ Fusarium
Pseudomonas  Acetobacteriaceae Mash/Lauter Rhodotorula Epicoccum
Sporobolomyces Cladosporum
\L Trichosporon Botrytis
i Aureobasidium
Kettle Absidia
\
v .
Enterobacteriaceae { Wort
Obesumbacterium ‘I' Saccharomyces
Rhanella aquatilis { Pitching Yeast -
v
Lactobacillus §
Pediococcus Fermentation
\ J J
v o
Saccharomyces
Selenomonas  Lactobacillus Conditioning I;gr;:»enula
Micrococcus  Pediococcus L HIC Ian'
Zymomonas Pectinatus T:rﬁ:p;?ssp ora
Acetobacter ~ Megasphaera ; :
Gluconobacter Zymophilus Packaging B Schizosaccharomyces
Brettanomyces
Candida

De: Bokulich, N.A. and Bamforth, C.W. (2013). The Microbiology of Malting and
Brewing. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 77, 157-172.
http://dx.doi.org/10.1128/MMBR.00060-12
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ANEXO 4

Acidos organicos en cervezas normales y en cervezas

contaminadas con Pectinatus sp.

Organic Acids in Normal and Pecfinatus-Contaminated Beers®

Normal Beer Contaminated Beer
Organic Acid (mg/L) (mg/L)
Gluconic acid 29° 14
Pyroglutamic acid 1S 96
Lactic acid 58 42
Acetic acid 90 221
Pyruvic acid 50
Malic acid 65
Propionic acid 22 933
Citric acid 104
Succinic acid 38 241

*From Takahashi 1983 (24).
~"Final cell concentration approximated to be only 10°/ml.

De: Chelack, B. J., Ingledew, W. M., (1987). Anaerobic gram-negative bacteria

in brewing — A review. J. Am. Soc. Brew. Chem., 45, 123-127.
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ANEXO 5

Descripcion de Pectinatus cerevisiiphilus.

P. cerevisiiphilus Pec.ti.natus. L. part. adj.Pectinatus combed; N.L. masc.

n. Pectinatus combed (bacteria).

La pared celular es gram-negativa, son bacilos ligeramente curvados o helicoidales, que
tienen de 0,4 a 1,0 mm de diametro y de 2 a 50 micras 0 mas, con extremos
redondeados. Se encuentran individualmente, en parejas o, rara vez en cadenas cortas.
La aparicion de filamentos helicoidales, mas largos es caracteristico de las células mas
viejas. Las células son generalmente moviles por medio de peine flagelacién que emana
de un solo lado de una célula. Estos organismos son estrictamente anaerobios mesofilos,
no formador de esporas, con un metabolismo tipo fermentativo. Las células no
sintetizan citocromo oxidasa, desulfoviridina o indol, hidroliza la arginina o licuan o
reducir el nitrato. No producen catalasa. Producen H»S y acetoina y en cantidades
menores a acido succinico y lactico. Las colonias son circulares, enteras, de color beige
a blanco, brillantes y opacas. La temperatura Optima de crecimiento es 30 °C. La
glucosa y la fructosa son metabolizadas principalmente a acido acético y propidnico.
Cadaverina o putrescina se encuentra en el peptidoglicano de la pared celular,
directamente reticulado con acido meso-diaminopimélico. Los lipidos F también se
encuentran como un compuesto celular caracteristico. El contenido de G + C del ADN
es 38 a 41% en moles. Las especies del género pueden ser separados el uno del otro
mediante el uso de varios criterios genéticos y fenotipicos. Aislado de la cerveza
empacada en mal estado, los entornos de cerveceria, las aguas residuales y los procesos
de elaboracién de la cerveza. Segun la estructura de la envoltura celular, la tincién es
un intermedio entre bacterias Gram positiva y bacteria Gram-negativas. Las células
jévenes moviles formar una "X" durante el movimiento mientras que las células viejas
tienen movimientos de serpiente.

De: Lee et al., 1978, Schleifer et al., 1990, Juvonen 2006, Caldwell 2013, Haikara 2015, 16 18.
22,217, 42)
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ANEXO 6

Descripcion de Pectinatus frisingensis

Pectinatus frisingensis (fri.sin.gen’sis. L. adj. frisingensis, of Frisinga, del nombre latin
Freising, una ciudad en la Republica Federal de Alemania donde el organismo fue aislado).
Estrictamente anaerdbicos, generalmente maviles, bacilos no esporulantes gram-negativos.
Las células son ligeramente curvadas y se presentan predominantemente como células
individuales o, a veces en pares. Son 0,7 a 0,9 por 3 a 20 micras. La aparicion de filamentos
mas largos, ligeramente helicoidales es caracteristico para cultivos viejos. Las colonias en
agar MRS modificado son brillantes, opacas, circulares, de color ligeramente amarillo, y de
1 a 2 mm de didmetro después de 3 dias a 30 °C. La temperatura Optima de crecimiento es
30 ° C. La glucosa es fermentada a &cido acético y acido propionico, acetoina, y a veces en
cantidades menores de 4&cido succinico. P. frisingensis se puede distinguir de P.
cerevisiiphilus por su capacidad para fermentar celobiosa, inositol, y N-acetil-glucosamina

y su incapacidad para utilizar xilosa y melibiosa.

De: Scheifel 1990 2

ANEXO 7

Descripcion de Pectinatus haikarae

Pectinatus haikarae (hai.ka'rae. N.L. gen. fem. n. haikarae de Haikara, nombrado por las
tantas contribuciones a la caracterizacion y deteccién de las especies de Pectinatus por Dr
Auli Haikara. Las células son bacterias Gram-negativas, no formadoras de esporas, bacilos
rectos o ligeramente curvados y flexibles con extremos redondeados, 0,6-0,8 x 3-50 mm o
mas en tamafio. Por lo general, se presentan aisladas y, ocasionalmente en pares. Las células
en fase estacionaria, pueden formar filamentos helicoidales largos y formaciones redondas y
en forma de bucle con extremos distendidos. Las células jévenes son moviles, siguiendo un
patrén similar a la letra X. Las células viejas exhiben movimientos lentos, con forma de
serpiente o no tienen movilidad. Estrictamente anaerébica. Crece a 15-30 °C: perono a 10 6
37 °C, siendo el 6ptimo entre 20 y 30 °C. Un buen crecimiento se obtiene en medios PYF,
PYG, MRS y SMMP a 1-2 dias a 30 °C. Las colonias en placas PYG PYF a 3 dias a 30 °C,
son convexos a piramidal, brillantes, opacas, crema a gris en color y circular con bordes
enteros y un diametro de 0,5-2,5 mm. Los principales productos de la fermentacion de

fructosa son los acidos propionico y acético. También produce acetoina y H,S.
De: Juvonen 2006 @9
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ANEXO 8

Crecimiento de Pectinatus y Megasphaera en diferentes

cervezas.

Beer Variety
Light Yeastless

Variable/ Diet Old Full Wheat Light
Bacteria Pilsner Beer Beer Beer Export Doppelbock
“Plato 8.4 11.8 11.6 12.7 12.7 18.4
Alcohol, % w{v 3.5 5 39 4.0 4.3 6.5
Bittering units 23.6 273 278 13.4 30.4 32.8
pH 4.75 4.00 449 4.39 4.42 4.53
Pectinatus
cerevisiiphilus ~ +2" +>14 +4 +7 +7 -4
MKP I +4 +2>14 +4 +4 +7 —28
MKK 1 +5 =28 +4 +4 +7 —28
Wa/ lb +3 ~28 +4 +4 +5 —14
Megasphaera
sp. 111 2e +14 —14 +4 +4 +14 —28
sp. Vi +14 —28 +4 +10 +14 —28
elsdenii —28 —14 28 —28 —28 —28

"From Seidal et al 1979 (23).

"+ = Growth, — = no growth; the numbers following the £ indicator give
the number of days after the inoculation where the strongest
multiplication occurred or, in the negative case, when the test was
interrupted. The various Pectinatus and Megasphaera isolates used were
given test numbers as their exact species were not determined.

De: Chelack, B. J., Ingledew, W. M., (1987). Anaerobic gram-negative bacteria in

brewing — A review. J. Am. Soc. Brew. Chem., 45, 123-127.
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ANEXO 9

Evolucién del volumen de la caAmara de aire en las botellas de
le cerveza desde 1960 — 1990.

VOLUME OF HEADSPACE AIR IN BOTTLED BEER
1960-1990
HEADSPACE AIR

— TN, - W — L. I |

s re—— e -
-G0 -62 64 66 -G8 70 72 -4 -6 \-m) -80 & - ) ) 90 YEAR
40 97 10 10 14 WO WO 03 10 126 12 107 129 105 149 W4 129 131 1606 158 138 M6 165 K8 172 110 B2 190 192219 226214 N

De: Juvonen, R. (2012). Strictly anaerobic beer-spoilage bacteria with special
emphasis on new and emerging species. The 26" Nordic Meeting on Brewing
Technology. VTT Technical Research Centre of Finland, con acceso el 10 de mayo
del 2016 http://media.bryggmastare.se/2012/10/Nr-23-Strictly-anaerobic-beer-

spoilage-bacteria-with-special-emphasis-on-new-and-emerging-species-Riikka-

Juvonen.pdf
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ANEXO 10

Puntos de muestreo y % de muestras positivas en envasado.

% of Pectinatus

Total number of

Sample area Sampling sites positive samples samples
Conveyorbelt ~ Before monoblock  Surface of conveyor belt® 14.6 75
Side ledge of the conveyor belt cover*® 383 65
Stainless steel conveyor belt cover — inside part*® 26.7 56
Conveyor belt construction and brackets? 44.0 50
Driving rollers underneath the conveyor belt® 313 48
Bundles of cable lines underneath the conveyor belt™>¢ 217 36
Plastic sleeves®® 237 38
Conveyor belt construction stand* 453 38
After monoblock Conveyor belt surface? 50.9 110
Side ledge of conveyor belt cover®P 69.2 65
Stainless steel conveyor belt cover — inside part*? 721 86
Conveyor belt — from underneath® 36.4 4
Driving rollers underneath the conveyor belt” 48.4 62
Bundles of cable lines underneath the conveyor belt*? 80.6 36
Plastic sleeves®h 46.9 32
Conveyor belt construction stand*® 70.0 40
Monoblock Construction Monoblock bench® 40.3 139
Surface of piping below monoblock bench®® 61.5 52
Monoblock construction struts®? 45.8 48
Cable channel underneath the monoblock bench®? 17.3 52
Brackets of piping and cables underneath the monoblock bench®® 532 62
Engine cover*® 4.8 42
Inside surface of stainless ste?l (or Plexiglas) side covers of monoblock” 0 26
Filler Inlet star — stainless steel hub® 14.6 89
Inlet star — framework” 8.0 75
Inlet star - shaft” 22 46
Filling tubes® 0 56
Centering bells? 0 42
Filler frames® 0 35
Filler pantographs® 0 29
Outlet star — stainless steel hub® 13.7 51
Outlet star - framework” 82 49
Outlet star — lateral frame struts® 0 36
Outlet star - shaft? 23 43
Crowner Capping heads® 211 76
Crowner framework” 134 52
Bottle stands® 232 82
Crowner star® 224 85
Crowner shaft? 12.3 48
Floor Floor underncath the monoblock and the conveyor belt"< 44.6 65
Floor cracks®"* 90.0 50
Crumbling floor joints®®< 90.5 42
Sewers — sewage system*®< 36.5 52

¢ Biofilm formation.
b Beer/water residues.
¢Mechanical impurities.

De: Matoulkova, D., Kosaf, K., Slaby, M., Sigler, K., 2012: Occurrence and species

distribution of strictly anaerobic bacterium Pectinatus in brewery plants. J. Am. Soc.
Brew. Chem., 70, 262-267.
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ANEXO 11

Biopeliculas en cerveceria positivas a Pectinatus.

Fig. 3. Biofilm on construction elements in the monoblock and conveyor

belt sampling area.

Fig. 2. Biofilm and impurities on the bundles of cable lines underneath Fig. 4. Biofilm on construction elements in the monoblock and conveyor
the conveyor belt. belt sampling area.

Fig. 6. Biofilm on a release ledge of filling valves in the filler release area

Fig. 5. Biofilm on the surface of pneumatic valve beside the filler. — the site is beyond the reach of central foaming system.

De: Matoulkova, D., Kosaf, K., Slaby, M., Sigler, K., 2012: Occurrence and species
distribution of strictly anaerobic bacterium Pectinatus in brewery plants. J. Am. Soc.
Brew. Chem., 70, 262—267.
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ANEXO 12

Ejemplos de medio de cultivo para la deteccion de bacterias

alterantes de la cerveza.

Media Bacteria Recommended by*

MRS (de Man, LAB" EBC, ASBC, BCOJ
Rogosa and Sharpe)

Raka-Ray LAB, G{-)° EBC, ASBC, BCQJ

VLB 57-5 (Versuchs- LAB EBC, BCOJ

ud Lehranstalt fiir
Brauerei in Berlin)

HLP (Hsu's Lactobacillus LAB EBC, BCOJ
and Pediococcus
medinm)

WLD (Wallerstein LAB EBC, BCOJ
Differential)

Makagawa LAB EBC, BCOJ

SDA (Schwarz LAB EBC, BCOJ
Differential A gar)

Concentrated MRS Gf =) EBC, BCOJ

PYF (Peptone, Yeasts G =) EBC, BCOJ
extract and Fructose)

Thioglveolate Medium Ol =) EBC

LL-Agar Gf =) EBC, BCOJ

UBA (Universal Beer Agar) LAB, G(-) EBC, ASBC, BCQOJ

MBEB (Machweismedium fir LAB, G(—) EBC, BCQOJ
bierschidliche Bakierién)

Brewer's Tomato LAB, Gi—) ASBC
Juice Medium

LMDA (Lee’s Multi- LAR ASBC
Differential A gar)

BMB (Bamey —Miller LAR ASBC
Brewery Medinm)

SMMP (Selective Madivm Gl — ) ASBC, BCOJ
for Megasphaera and
Peetinatus)

*EBC, European Brewery Convention; ASBC, American
Society of Brewmg Chemists; BOOJ, Brewery Convention of
Japam.

" LAB, lactic acid bacteria.

® G{ = ), Gram-negative bacteria.

De: Sakamoto, K. and Konings, W.N. (2003). Beer Spoilage Bacteria and Hop

Resistance. Int. J. Food Microbiol., 89,
http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1605(03)00153-3

105-124.
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ANEXO 13

Formula del medio MRS

Férmula (en gramos por litro)

Proteosa peptona N° 3 10.0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
Monoleato de sorbitan 1ml
Fosfato dipotasico 2.0
Acetato de sodio 5.0
Citrato de amonio 2.0
Sulfato de magnesio 0.2
Sulfato de manganeso 0.05

MRS Caldo, formula, con acceso el 12 de mayo del 2016
http://britanialab.com.ar/esp/productos/b02/mrscaldo.htm

ANEXO 14

Formula del medio NBB modificado

Composition of modified NBB medium

Casein peptone 50g
Yeast extract 50 g
Meat extract 20¢g
Tween-80¢ .5 ml
Potassium acetate 6.0 g
Sodium phosphate, dibasic 20 g
L-Cysteine monohydrochloride 02¢g
Chlorophenolred 70 mg
(lucose 15 ¢
Maltose 15g
1-Malic acid 05¢g
Agar I5¢
Beer/distilled water (1:1), ad 1000 ml
Final pH 5.8
Kindraka, 1987.

De: Jespersen, L. and Jakobsen, M. (1996). Specific Spoilage Organisms in Breweries
and Laboratory Media for Their Detection. International Journal of Food Microbiology,
33, 139-155. http://dx.doi.org/10.1016/0168-1605(96)01154-3
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ANEXO 15

Formula del agar LL
0,5% de extracto de levadura, 0,3% de extracto de carne
1,7% de lactato de sodio [60% de jarabe], 0,1% acido ascorbico,
0,01% Na2S203-5H20, 0,02% de acetato de plomo,
0,0002% de azul de metileno, 0,2% de alcohol feniletilo,
1,5% de a gar.

De: Lee, S. Y., Moore, S. E. and Mabee, M. S., (1981). Selective-differential
medium for isolation and differentiation of Pectinatus from other brewery
microorganisms. Appl. Environ. Microbiol., 2, 386-387.

ANEXO 16

Formula del medio SMMP

Basal medium modified

Yeast extract (Difco 0127, or equiv.)...................75 g
Bacto-Peptone (Difco 0118, or equiv.) ..............75 g
DL-Lactic acid sodium salt (60% syrup).............75 mL
Sodium thioglycollate .......cccccoeeerecvcceccennn.0.75 g
L-Cysteing HCL ....cueeveceeeiere e e 0.75g
Dipotassium phosphate, K2HPO4:3H20.............7.5 g
Potassium phosphate, KH2PO4............ccceeeue.n. 7.5 8
Sodium chloride, NaCl ........cccoovvvevieiiiiiieeecens 75¢g
Ammonium phosphate, (NH4)2HPOA4................. 7.5 g
Sodium acetate, NaC2H302:3H20.........cceee....... 7.5 g
Distilled Water......ccooevereirerrecreececce e 736 mL

Selective stock solution modified

Sodium fusidate (Sigma F0881).........................0,75 g
Cycloheximide (Sigma C7698, or equiv.)........... 06g
Crystal violet (Sigma C6158, or equiv.)............0.15 g
Absolute etanol........cccvecevrecinicennece e 100 mL

De: Lee, S. Y. SMMP—A medium for selective isolation of Megasphaera and
Pectinatus from the brewery. J. Am. Soc. Brew. Chem., 52, 115, 1994.
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ANEXO 17

Pruebas con NBB-C

Obligatorias  Obligatorias Obligatorias Obligatorias
(Pectinatus)  Potenciales Potenciales Potenciales
Indirectas Indirectas
Indicadoras

AR
Luft
\- \.- \ ."-,
’\“.\l‘
OO W\
-“ \‘- .\. \\‘ \ ‘_\v \ X
\Steriles’ . steriles
N H:O ) (N H20 A\
. U\ “AUNBB OUNBB
“Bierprobe ‘Bierprobe ‘Bierprobe
“ca. 150 ml ‘ca. 100 ml ‘ca. 100 ml
pH45—-48 pH > 5,0 pH>5,0

De: Back, W., (2005) Brewery. In: Back, W., Ed., Colour Atlas and Handbook of
Beverage Biology. Fachverlag Hans Carl, Nurnberg, 10-112.

ANEXO 18

Formula del medio MRS-T
Component Amount
MRS broth According to the instructions of producer
Sodium thioglycolate 025¢
Cysteine hydrochloride 025¢
Tetrahydroiso-a-acids 50 mg
2-Phenylethanol 0.15%
Agar bacteriological 0.2%
Distilled water 1.000 mL
Final pH 6.5

De: Matoulkova, D., Kosat, K., Sigler, K., 2012a: Rapid, simple and specific
cultivation-based method for detection of Pectinatus sp. In brewery samples. J. Am.
Soc. Brew. Chem., 70, 29-34.
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ANEXO 19

Frecuencia de Aislamiento de Bacterias Gram positivas en 4
cervecerias (A, B, Cy D)

Number of isolates

A B C D
L. brevis 11 11 14 25
L. plantarum 3 & 6 14
L. collinoides 4 4 3 7
L. buchneri 1 2 3 5
L. para. paracasei 0 1 3 4
L. fructivorans 0 0 1 1
Leuc. mesenteroides 0 0 1 1
Pediococcus sp. 1 1 5 6
Ped. damnosus 1 1 0 1

Isolates of bacteria from spoiled beer after 3 weeks.
Isolates of bacteria from spoiled beer after 8 weeks.
Isolates which did not spoil beer.

Total number of isolates.

OO m>»

De: Hollerova, I. and Kubizniakova, P. (2001). Monitoring Gram positive

bacterial contamination in Czech breweries. J. Inst. Brew., 107, 355-358.

ANEXO 20

Caracteristicas microbioldgicas de las cepas utilizadas

Beer Primar Observed slime
Microbiological Rods/ i Hop Ethanol Growth at v (p)/ X
. 5 Gram Catalase spoilage secondary (s) formation of
characteristics Cocci i tolerance tolerance pH=4.3 o i
potencial contamination brewery isolates
L. brevis Rods Positive Negative ++ ++ ++ + s>p Positive
P. damnosus Cocci Positive Negative ++ ++ + + p>s Negative
Pec. cerevisiiphilus ~ Rods Negative Negative ++ ++ + -/+ S Negative
Pec. frisingensis Rods Negative Negative ++ ++ + -/+ S Negative
Pec. haikarae Rods Negative Positive ++ ++ + -/+ S Negative

L = Lactobacillus, P = Pediococcus, Pec= Pectinatus.
++=very high/strong. +=strong/high, -/+= negative tendency or few strains or strong adaptation necessary.

De: Hutzler, M., Miiller-Auffermann, K., Koob, J., Riedl, R. and Jacob F. (2013). Beer
spoiling microorganisms — a current overview, Microbiology Knowledge. Brauwelt
International, 2013/ 1, 23-25.
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