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CAPITULO I. RESUMEN

Las cervezas acidas de fermentacion espontanea son de los estilos mas antiguos,
raros y Unicos en el mundo. Representante por excelencia de este estilo de cerveza
es la Cerveza Lambic, la cual tiene un peculiar método de elaboracién, tradicién de
mas de 400 afios y solo puede ser producida en Bélgica, su lugar de origen.

En este trabajo se estudié de forma preliminar la microbiota existente en la cerveza
de fermentacion espontanea proveniente del ambiente del entorno de Cerveses La
Pirata, la utilidad o pertinencia de dicha microbiota para elaborar cervezas acidas
de fermentacidén espontdnea y la estacion del afio idénea para realizar este proceso
en la cerveceria. Como consecuencia de los resultados obtenidos se evalud la
aleatoriedad/incertidumbre de la fermentacion espontanea del mosto cervecero.
Para lograr estos objetivos se colocd a enfriar por una noche de forma natural,
mosto cervecero recién hervido, de 14°Plato sin lUpulo, en el entorno de Cerveses
La Pirata con el fin que se inoculara de forma espontanea la microbiota del
ambiente. Luego los fermentadores se colocaron en un lugar especifico de la
cerveceria y se realizé seguimiento fisicoquimico y microbioldgico a la fermentacién.
Este procedimiento se hizo en las estaciones de invierno y primavera por duplicado
(dos fermentadores en cada estacion del afio).

Los resultados de densidad y pH en los fermentadores mostraron que tanto en la
estacion de invierno como en la de primavera uno de los fermentadores colocados
presentd atenuacion aparente inferior al 12% mientras que el otro mayor al 90%,
lo que nos da un indicio de lo aleatorio o impredecible que puede ser el proceso de
fermentacion espontanea. También se observd en los fermentadores con buena
atenuacién, que la velocidad de atenuacion fue mayor en el fermentador de
primavera, lo que supone un efecto de la temperatura de esa época del afio sobre
la velocidad de atenuacién. El pH de todos los fermentadores estuvo dentro de los
rangos habituales para las cervezas acidas de fermentacion espontanea.

Los microorganismos presumiblemente encontrados en los fermentadores
evaluados fueron Levaduras Saccharomyces (S. cerevisae, S. pastorianus o S.
bayanus); Levaduras No Saccharomyces (varios géneros y/o especies entre ellas
Brettanomyces bruxellensis); Bacterias Lacticas como Lactobacilus y Pediococcus y
Bacterias Acéticas como Acetobacter. Estos microorganismos son de interés vy
pertinencia para la elaboracién de cervezas acidas de fermentacion espontanea.

Los fermentadores colocados en Primavera ademas de una mayor velocidad de
atenuacion, presentaron Mohos en la muestra de mosto al dia siguiente del
enfriamiento natural, posiblemente por las condiciones de temperatura y humedad
del ambiente, que nos lleva a pensar que quizas no es la mejor época del afio para
llevar a cabo fermentaciones espontaneas dado que los parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos pueden sufrir alteraciones y dichas “fermentaciones salvajes”
podrian generar perfiles organolépticos indeseados en la cerveza obtenida.
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CAPITULO II. INTRODUCCION

“Se necesitan algunos meses para obtener un producto bebible, algunos
afhos para obtener un producto agradable y toda una vida para hacer el mejor
producto”.

-Frank Boon of Brouwerij Boon-

Las cervezas de fermentacién espontanea tienen cada vez mas adeptos en el
mundo cervecero. Es posible que exista un poco de arrogancia en quienes dicen ser
los acérrimos seguidores de estos estilos debido a que no es sencillo apreciar el
gusto por estas cervezas cuando se prueban por primera vez. Lo normal es que se
requiera de un consumidor algo capacitado para entender y disfrutar a tope estas
cervezas, por eso si decimos que nos gustan las lambicas, de alguna manera
estamos dejando claro que no somos novatos en esto (Anegon, 2015).

El origen de las cervezas de fermentacion espontanea esta en Bélgica,
concretamente en la regidbn de Flandes, de donde proceden Ilos estilos
paradigmaticos de este tipo de cervezas como las lambicas o las gueuze. En
realidad, practicamente todas las cervezas eran de fermentacién espontdnea en
mayor o menor medida hasta 1857, afio en que Pasteur descubrié la levadura como
responsable de la fermentacion.

La forma de elaborar las cervezas de fermentacion espontanea (como las lambicas
tradicionales) y que la diferencia de los otros tipos de cerveza es, que tras la fase
de hervido el mosto se trasiega a piscinas de enfriado (coolship) donde son
inoculadas de manera natural por los microorganismos del ambiente durante la
noche. Luego se trasiega el mosto a barricas de roble o castafio donde comienza
una fermentacién que puede durar hasta tres afios.

Una de las razones por las que este tipo de cervezas se consideran tan especiales
se basa en una explicacién razonable: y es que con estos estilos se podria sacar a
la luz el concepto de «terroir«, una de las grandes quimeras de los cerveceros. No
es facil justificar la idea de «terroir» en las cervezas puesto que por lo general los
ingredientes proceden de fuera de la zona donde se elaboran. A diferencia del vino,
las materias primas en la cerveza suelen tener origenes remotos, muchas veces en
malterias o en campos de cultivo de lupulo de otros paises. Pero si se deja
fermentar la cerveza al aire a disposicion de las levaduras y bacterias del
entorno, entonces si estamos afadiendo un factor «local>» al producto, el
alma del «terroir», la caracteristica de dicha tierra que puede no repetirse

en ningun otro lugar, como es el caso de las Lambic.


https://cerveceraindependiente.com/tag/belgica/
https://cerveceraindependiente.com/el-factor-t-sentido-de-lugar/
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Los microorganismos que hacen especial a la cerveza de fermentacion espontanea
son: levaduras (Saccharomyces y No Saccharomyces como Brettanomyces) y

bacterias (Enterobacterias, Lactobacillus, Pediococcus y Acetobacterias).

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares (hongos
microscopicos) clasificados como ascomicetos o basidiomicetos, generalmente
caracterizados por dividirse asexualmente por gemacion o biparticién y por tener
estados sexuales que no estan adjuntos a un esporocarpio (cuerpo fructifero).

Las levaduras son importantes por su capacidad para realizar la fermentacion
(predominantemente alcohdlica) de azlcares o hidratos de carbono, produciendo
distintas sustancias.

Los géneros de levadura que son importantes para las cervezas de fermentacion
espontanea son los géneros Saccharomyces y No Saccharomyces (Brettanomyces,
Candidas, Pichias, etc.).

e Levaduras Saccharomyces: Actualmente el grupo Saccharomyces sensu
stricto esta formado por un grupo de 8 especies de levaduras estrechamente
relacionadas (S. cerevisiae, S. paradoxus, S. uvarum, S. mikatae, S.
kudriavzevii, S. arboricola, S. eubayanus y S. jurei) y de dos hibridos
naturales (S. bayanus, S. pastorianus). La variacidn genética de las
Levaduras Saccharomyces es alta a nivel de cepa, tanto en términos
fenotipicos como moleculares.

Las especies de levaduras de interés para la elaboracién de cerveza son

Saccharomyces cerevisiae y pastorianius.

o Saccharomyces cerevisiae: Es la especie de levadura mas importante
y conocida, actualmente es la levadura mejor estudiada tanto en sus
caracteristicas fisioldgicas como genéticas, de hecho fue la 1era levadura
a la que se secuencié su genoma completo (Goffeau et al., 1996).

Estd levadura es la utilizada para la elaboracion de cervezas de alta
fermentacion (Cervezas tipo Ale) y tiene la capacidad de fermentar en un
amplio rango de temperaturas (entre 16°Cy 35°C).

o Saccharomyces pastorianus: es un hibrido de Saccharomyces
eubayanus y Saccharomyces cerevisiae. Es la levadura utilizada en la
elaboracién de cervezas de baja fermentacion (Cervezas tipo Lager) en
donde las temperaturas de fermentacién son mas bajas pero la tasa de
crecimiento celular para estas levaduras es adecuada en un rango entre
los 6°C y 18°C
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e Levaduras No Saccharomyces: A este grupo pertenecen todas las
levaduras de géneros distintos a Saccharomyces. En cervezas de
fermentacion espontanea las levaduras No Saccharomyces de mayor interés
son Brettanomyces pero también podemos encontrar levaduras oxidativas
como Candida, Cryptococcus, Hansenula, Kloeckera y Pichia (Sparrow,
2005).

o Brettanomyces/Dekkera: Levadura salvaje importante en la
fabricaciéon de cerveza y vino ya que es resistente al etanol (alcohol),
por lo que puede crecer tras el comienzo de la fermentacion. Una
caracteristica de esta levadura es que es una superviviente nata incluso
en ambientes escasos de nutrientes, como en la madera. La beta-
glucosidasa es una enzima producida por Brettanomyces que le permite
reproducirse en presencia de un sacarido presente en la madera, la
celobiosa. La enzima reduce la celobiosa y produce glucosa aportando
energia a las células (Anegon, 2015).

o Candida, Cryptococcus, Hansenula, Kloeckera y Pichia: Levaduras
consideradas de efecto oxidativo en la fermentacion espontanea ya que
pueden producir copiosas cantidades de acido acético cuando hay
presencia de oxigeno. Estas levaduras flotan hacia la superficie formando
un velo junto a Brettanomyces que eventualmente protegerd a la

cerveza de la entrada de otros microorganismos y de oxigeno.

Las bacterias son microorganismos que presentan un tamafio de unos pocos
micréometros (por lo general entre 0,5 y 5 um de longitud) y diversas formas,
incluyendo esferas (cocos), barras (bacilos), filamentos curvados (vibrios) y
helicoidales (espirilos y espiroquetas). Las bacterias son células procariotas, por lo
gue, a diferencia de las células eucariotas (como las levaduras) no tienen el nucleo
definido ni presentan, en general, organulos membranosos internos. Generalmente
poseen una pared celular y esta se compone de peptidoglicano (también llamado
mureina). Muchas bacterias disponen de flagelos o de otros sistemas de
desplazamiento y son mdviles.

Las bacterias de mayor interés en la elaboracién de cervezas de fermentacion
espontanea son bacterias lacticas, acéticas y enterobacterias. Curiosamente en el
mundo cervecero estas bacterias se asocian en general a cervezas contaminadas.
De hecho la bacteria Lactobacillus brevis, una bacteria habitual en cervezas
contaminadas, es resistente al efecto antibiético del IUpulo.

Dentro de las bacterias de interés para la elaboracion de cervezas de fermentacion

espontanea tenemos:


https://es.wikipedia.org/wiki/Cerveza
https://es.wikipedia.org/wiki/Vino
https://es.wikipedia.org/wiki/Etanol
https://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
https://es.wikipedia.org/wiki/Fermentaci%C3%B3n
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e Lactobacillus: Género de bacterias anaerobias/aerobias facultativas que
producen acido lactico y diéxido de carbono (Makarova et al., 2006). Pueden
fermentar en presencia o ausencia de oxigeno pero prefieren hacerlo bajo
niveles reducidos o cero de éste. Usualmente son consideradas
contaminantes de la cerveza aunque en las cervezas de fermentacion
espontanea tales como la Flanders (y las Lambic en menor medida) es
deseable su presencia.

e Pediococcus: Bacterias anaerobias que producen &acido lactico y diacetilo.
Son bacterias Gram-positivas de la familia Lactobacillaceae, siendo las
Unicas bacterias del acido lactico con forma de coco que se dividen a lo largo
de dos planos de simetria. Tal como los Lactobacillus son consideradas
contaminantes de la cerveza aunque en las cervezas de fermentacion
espontanea tales como las Lambic es deseable su presencia. De hecho son
las responsables de la mayor parte de la produccion de acido lactico en
lambic. Ciertos Pediococcus producen diacetilo, que proporciona un aroma
a mantequilla o butterscotch a algunos vinos (como el Chardonnay) vy
algunos tipos de cerveza (Zumarraga et al., 2009).

e Acetobacter: Bacteria que genera acido acético. Es un tipo de caracterizado
por su habilidad de convertir el alcohol (etanol) de la cerveza en acido
acético en presencia de oxigeno (Madigan et al., 2005).

e Enterobacter: Son bacterias aerobias Gram Negativas, contienen mas de
30 géneros y mas de 100 especies que pueden tener morfologias de cocos o
bacilos. La mayoria de las especies de Enterobacter fermentan la glucosa en
acido acético y lactico y luego éstos en acetato de etilo y otros subproductos
como el dimetilsulfuro (DMS). Las enterobacterias se encuentran con
relativa facilidad en el ambiente e histéricamente son aceptadas por muchos

practicantes de la fermentacion espontanea.

Identificacion de levaduras y bacterias: Actualmente son diversos los métodos
para la identificacién de levaduras y bacterias, los cuales varian en funcién del
tiempo, especificidad, sensibilidad, costes, etc. De esta manera, cada laboratorio

puede adoptar los mas acordes a su capacidad y disponibilidad.

Métodos tradicionales para la identificacion de levaduras y bacterias: Para
clasificar, identificar o nombrar microorganismos desconocidos, tradicionalmente se
ha utilizado la observacion al microscopio y de colonias en placas. Los caracteres
fenotipicos pueden establecer el género al que pertenece, basandonos en
caracteristicas morfoldgicas como la forma, tamafio de las células, apariencia de la

colonia y la presencia de pigmentacion.


https://es.wikipedia.org/wiki/Cerveza
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Gram-positivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Lactobacillaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Cerveza
https://es.wikipedia.org/wiki/Lambic
https://es.wikipedia.org/wiki/Diacetil
https://es.wikipedia.org/wiki/Mantequilla
https://es.wikipedia.org/wiki/Butterscotch
https://es.wikipedia.org/wiki/Chardonnay
https://es.wikipedia.org/wiki/Etanol
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ac%C3%A9tico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ac%C3%A9tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Aire
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El microscopio es un instrumento Optico con una o varias lentes que permiten
obtener una imagen aumentada del objeto observado. En microbiologia, el
microscopio es uno de los equipos mas empleados y la mayoria de las muestras,
preparaciones y especimenes observados con este equipo son de origen
microbioldgico.
El crecimiento en placas de medios de cultivo selectivos o diferenciales nos dan un
indicio cercano de la presencia de microorganismos especificos. Algunos de los
medios de cultivo selectivos y/o diferenciales utilizados para determinar levaduras y
bacterias son los siguientes (también seran los utilizados en este trabajo):
¢ Medio Universal: Medio compuesto de leche peptonizada, extracto de
levadura, suero de tomate, fosfatos, cloruro de sodio, sales minerales,
nitrégeno, vitaminas y factores de crecimiento. Ademds durante la
preparacion se adiciona cerveza que aporta alcohol y lipulo, creando un
ambiente muy favorable para el crecimiento de los microorganismos
contaminantes de la cerveza. La fuente de carbono y energia la suministra la
glucosa y los fosfatos tamponan el medio. El cloruro sddico y las otras sales
minerales mantienen el equilibrio osmético. La cerveza aumenta la accién
selectiva y estimulante, ya que tanto el alcohol como los componentes del
[Gpulo eliminan la mayoria de los contaminantes del aire permitiendo el
crecimiento de las levaduras propias del mosto y cerveza, incluso las cepas

salvajes y las contaminantes.

e WLN: El medio nutritivo de Wallerstein (WLN) se emplea para el cultivo de
levaduras y mohos que se encuentran en la industria cervecera y procesos
industriales de fermentacién. En el caso de la cerveza con un pH de 5,5 se
pueden hacer recuentos de distintos tipos de levaduras de acuerdo a su
morfologia y pigmentacion. Estd compuesto de triptona (proporciona
nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el
crecimiento), Dextrosa (carbohidrato fermentable que proporciona carbono y
energia), Extracto de levadura (fuente de vitaminas, particularmente del
grupo B), Fosfato monopotasico (tampdn), Cloruros de potasio, calcio
yférrico (proporcionan iones esenciales para el equilibrio osmadtico) Sulfatos
de magnesio y manganeso (fuentes de cationes divalentes), Verde de
bromocresol (indicador de pH) y agar bacterioldgico (agente solidificante).

e Lisina: Es un medio sintético para el aislamiento y cuantificacion de
levaduras silvestres que se encuentran en la elaboracion de cerveza. En
este medio, se suprimen las levaduras de cultivo como las Saccharomyces

cerevisae y pastorianus debido a que la Unica fuente de nitrogeno es la
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Lisina y las levaduras Saccharomyces no crecen en medios con Lisina, permitiendo
el crecimiento de otras levaduras, incluidas las salvajes que si pueden utilizar la

Lisina como nutriente.

Tanto el medio Universal como el medio WLN se pueden hacer selectivos con la
adicion de reactivos que inhiban o promuevan, bien sea el crecimiento de
determinados microorganismos o alguna reaccion especifica de una microbiota
(como la Solubilizacion del CaCOs por algunas bacterias formadoras de acido).

La adicion de Cloranfenicol inhibe el crecimiento de bacterias como
Lactobacillus, Pediococcus, Acetobacter, Zymomonas, microorganismos adaptados
a la cerveza por lo que se utilizara este antibacterial para hacer selectivo los medios
Universal y WLN para el crecimiento de levaduras.

La adicion de Natamicina inhibe el crecimiento de mohos y levaduras. Este
antifiungico se utiliza para hacer selectivo el medio Universal para bacterias
anaerobias, aerobias y facultativas. En este trabajo las el medio con este reactivo
se incubara en anaerobiosis con el fin de conseguir bacterias acido lacticas.

La adicion de CaCO; se utiliza para determinar la existencia de bacterias
productoras acidos capaces de solubilizarlo ya que éstas producirdn zonas claras o
halos alrededor de las colonias dado que el acido sintetizado neutralizara el CaCOs.
A diferencia de las bacterias acido lacticas, las bacterias acido acéticas son aerobias
estrictas y no es necesario incubarlas en anaerobiosis, por tanto este medio se
utilizara para determinar bacterias aerobias que produzcan acido y solubilicen el
CaCO3 (como Acetobacter).

En la actualidad tanto la microscopia como la observacion de colonias en placas se
complementan y/o sustituyen con métodos bioquimicos y moleculares para la

identificacion de los microorganismos.

e Métodos bioquimicos de identificacién de bacterias. En microbiologia se
emplean pruebas bioquimicas que permiten la identificacién preliminar de
bacterias (no aplicable para levaduras). Estas incluyen: la tincion Gram vy la

prueba de Catalasa.

La tincion Gram, se emplea para diferenciar el tipo de pared celular del
microorganismo a tipificar. La tincidn Gram colorea diferencialmente de violeta a
las bacterias Gram positivas, cuya pared celular estd compuesta por una gruesa
capa de petidoglicano y de rojo a las bacterias Gram negativas, cuya proporcion
de peptidoglicano es alrededor del 10%. También permite el reconocimiento de
la forma celular del microorganismo a estudiar (bacilos rectos, bacilos curvos y

COCOS).
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La tincidn de gram es uno de los métodos bioquimicos mas importantes para la
identificacidon de bacterias, ya que divide a éstas en dos grandes grupos: Gram
positivas y Gram negativas, segun las diferencias estructurales en la pared o
envoltura, que permiten retener o no uno de los colorantes. La capacidad de
retener este colorante es extremadamente limitada en la naturaleza, ya que la

mayoria de las células animales y vegetales son Gram negativas.

Por su parte la prueba de Catalasa permiten determinar la presencia de la
enzima catalasa. Se sabe que estad presente en la mayoria de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas, que poseen el sistema citocromo. Los
organismos que carecen del sistema citocromo, también carecen de la enzima y

por lo tanto no pueden degradar el perdxido de hidrégeno.

e Métodos moleculares de identificacion de levaduras. Las técnicas
moleculares se basan principalmente en el estudio de las moléculas de ADN vy
ARN. Los datos obtenidos del estudio del genoma han contribuido al
esclarecimiento de las relaciones filogenéticas entre los grupos taxondmicos de
levaduras. Actualmente, algunas de estas técnicas moleculares son de las mas
utilizadas para la identificacion de levaduras tal como los Métodos basados en
el analisis de regiones ribosomales. Estas técnicas son las mas empleadas
en la actualidad debido a su eficacia y, por tanto, una de estas técnicas, el
Anadlisis de perfiles de restriccion de ADNr (RFLP-PCR del rDNA) serd la

empleada en este trabajo.

Analisis de perfiles de restriccion de ADNr (RFLP-PCR del rDNA): Esta
técnica (Restriction Fragment Length Polymorphisms) (Botstein et al., 1980) se
basa en la amplificacion por PCR de estas regiones del ADN ribosé6mico
y la posterior restriccion del fragmento amplificado por endonucleasas.
Los productos de amplificacién se visualizan en geles de agarosa. Esta técnica,
se caracteriza por su facil ejecucidn y su reproducibilidad. Una region ribosémica
que es muy util para diferenciar las levaduras a nivel de especie es la que

incluye el gen 5.8S y las regiones intergénicas adyacentes ITS1 e ITS2.

El presente trabajo tiene por principal objetivo estudiar la microbiota cervecera que
se encuentra en el ambiente de una Cerveceria (Cerveses La Pirata) y poder
verificar de forma preliminar si con dicha microbiota se pueden elaborar cervezas
acidas de fermentacion espontanea.

Algunos Trabajos Finales de Grado/Master sirvieron como antecedentes a este

trabajo por lo cual hacemos mencién:
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e En el afno 2018 Forcadell y col. estudiaron el aislamiento y la identificacion
de microorganismos del entorno Agrario de Lo Vilots SL. En el trabajo se

pudo identificar levaduras Saccharomyces cerevisae.

e En el afio 2017 Ferrer y Col. estudiaron el aislamiento, seleccion e
identificacion de levaduras Saccharomyces cerevisiae nativas de Alboraya
para la produccion de cerveza. En el trabajo se aisld e identifico una cepa de
Saccharomyces cerevisiae y ademas se aislaron e identificaron 2 cepas de
levaduras No Saccharomyces (Wickerhamomyces ciferrii, Meyerozyma

caribbica), todas procedentes de los campos de Alboraya.

e En el ano 2018 Batle y col. estudiaron la seleccidon y caracterizacion de
levaduras autdctonas. En el trabajo se logrd el aislamiento e identificacion
de hasta diez especies de levaduras autdctonas (Rhodotorula aglutinar,
Metschnikowia pulcherrima, Cryptococcus magnus, Cryptococcus flavescens,
Hanseniaspora  uvarum, Hanseniaspora guilliermondii,  Torulaspora
delbrueckii, Pichia membranaefaciens, Candida zemplinina y Saccharomyces
cerevisiae) a partir de uvas de tres parcelas diferentes y de

microvinificaciones espontaneas.

e Figuerola y col. en el afo 2019 estudiaron la Identificacién y caracterizacion
de levaduras autdctonas en la region vitivinicola del Priorat. En el trabajo se
logré aislar un total de 288 levaduras procedentes de la piel de la uva y de
microvinificaciones espontaneas de las uvas garnacha y carinena de la D.O.
Montsant y garnacha de la D.O.Q. Priorat. Se identificaron hasta 7 especies
de levaduras diferentes: Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima,
Starmerella bacillaris, Lachancea thermotolerans, Zygoascus meyerae,
Candida californicai y Saccharomyces cerevisiae. En la especie S. cerevisiae

tipificaron un total de 7 cepas.
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CAPITULO III. OBJETIVOS

I11.1. GENERAL:

Realizar la fermentacion espontanea de mosto cervecero de 14 °P sin lUpulo en
las instalaciones de Cerveses La Pirata para evaluar la microbiota cervecera en

el ambiente del entorno.

111.2 ESPECIFICOS:

e Determinar la existencia de microbiota cervecera en el entorno de Cerveses La
Pirata, inoculada espontaneamente en el mosto en las estaciones de invierno y

primavera.

e Identificar la microbiota cervecera inoculada espontaneamente en el mosto en

las estaciones de invierno y primavera en el entorno de Cerveses La Pirata.

e Determinar si la microbiota cervecera identificada es de utilidad para la

fermentacidon espontanea de mosto cervecero.

10
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

Definiendo de manera muy general la metodologia seguida en el trabajo de

investigacion, éste se desarrollé en dos etapas fundamentales:

e Revision bibliografica y consultas a fuentes ligadas a los objetivos de la
investigacion.

En esta etapa se revis6 algunas fuentes bibliograficas sobre fermentacién

espontanea en cerveza, microorganismos tradicionales en este tipo de fermentacién

y siembra, aislamiento e identificacion de éstos, también se consulté a personas,

profesores y cerveceros relacionadas con los objetivos de la investigacion.

e Desarrollo experimental de los objetivos.

Debido a que la investigacion se desarrolla en base a tres objetivos especificos
como son la existencia de microbiota, su identificacion y utilidad en la elaboracién
de cervezas de fermentaciéon espontanea y la factibilidad de fermentar en dos
estaciones del ano, la parte experimental también se desarrollé6 en base a la
consecucion de los objetivos propuestos y en el orden en que fueron descritos

anteriormente, es por eso que definimos 3 fases principales de experimentacion:

o La primera fase tiene que ver con la preparacion y puesta en marcha de los
fermentadores en las estaciones del afio correspondiente (invierno vy
primavera). Cabe resaltar que el procedimiento seguido para esta actividad fue
el mismo en cada estacion del afio, solo difieren el momento del calendario de

puesta en marcha.

o En la segunda fase se trabajé con la toma de muestras para analisis
fisicoquimicos (seguimiento de fermentacién) y microbioldgicos, éstos ultimos

contemplando la siembra y posterior aislamiento de microorganismos.

o La tercera fase contempld la identificacion de los microorganismos aislados.
Se realizaron pruebas bioquimicas orientativas para la identificaciéon de

bacterias y pruebas moleculares para la identificacidon de levaduras.

A continuacién se presenta un diagrama de flujo de la metodologia a seguir en

el desarrollo de las dos primeras etapas de la investigacion.
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL ESQUEMA METODOLOGICO SEGUIDO EN LA INVESTIGACION

REVISION BIBLIOGRAFICA

|
\

MICROBIOTA DE INTERES

CERVEZA DF SIEMBRA, AISLAMIENTO E EN CERVEZAS DE
FERMENTACON IDENTIFICACION DE< FERMENTACION
ESPONTANEA MICROORGANISMC ESPONTANEA

DESARROLLO

EXPERIMENTAL

ANALISIS FISICOQUIMICC S

PREPARACION DE
SIEMBRA Y AISLAMIENTO

FERMENTADORES
CE MICROORGANISMC ¢
e * ~ /\
AISLAMIENTC EN MEDIOS ¢ SIEMBRA EN MEDIOS DE ANALI’SIS
DE CULTIVO APROPIADOS CULTIVO APROPIADOS FISCOQUIMICOS
\ J
s ‘ N

IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMC ¢

(. J
PRUEBAS BIOQUIMICAS PRUEBAS MOLECULARES
BACTERIAS LEVADURAS

Fig.1 Esquema metodoldgico de la investigacion.
IV.1 PREPARACION DE FERMENTADORES

Los fermentadores utilizados para esta investigacion fueron fermentadores
comerciales de plastico de 30 litros de capacidad como el que se observa en la
figura 2. Dichos fermentadores cuentan con tapa que otorga buena
hermeticidad, valvula tomamuestra y airlock para seguimiento de la formacién

de gas carbdnico.

Fig.2 Fermentador plastico de 30 litros con valvula tomamuestras y airlock
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A los fermentadores se les realizd limpieza y desinfeccidon con Sosa Caustica al 4%
v/v y Acido Peracético al 1% v/v respectivamente y sus respectivos aclarados con
agua fresca cuando correspondia.

El mosto utilizado para las pruebas de cada estacién del afio correspondié a un
mismo tipo de cerveza (Viakrucis) y se tomé luego del hervido por 60 minutos. A
ninguno de los mostos se le adiciond lUpulo y las especificaciones basicas de los

mismos las observamos en la tabla 1.

Tabla 1. Especificaciones de densidad y pH en los mostos correspondientes a los

fermentadores de invierno y primavera.

Adicion de
Estacion del aiio| Fermentador Fecha |Volumen (L) Lipul Densidad (g/ml)| pH [ °Plato (%)
dpulo
1 15 MNo
Invierno 01-feb 1,0562 48 13,85
2 15 No 1,0563 5,45 13,38
: 1 15 Mo 1,0568 5,00 14,00
Primavera 13-may
2 15 No 1,0565 5,64 13,90

Los mostos en los fermentadores 1 y 2 correspondientes a la estacién de invierno
fueron colocados en enfriamiento natural el 01 de febrero a las 17:30. Para evitar
la introduccion de algun tipo de insecto se les colocé una malla limpia vy
desinfectada y se trasladaron a unos 20 metros de la entrada a la cerveceria en
donde hay un espacio con arboles y vegetacién (ver figura 3).

Las temperaturas ambientales durante el enfriamiento estuvieron entre 10°Cy 1°C
como se puede observar en la figura 4. Si consideramos que el mosto se colocd en
enfriamiento natural a las 17:30 del dia 01/02/21 y se trasladd el dia siguiente
(02/02/21) a las 08:30 al sitio especifico de la cerveceria para fermentacion (lugar
de la cerveceria separado del area de produccion y donde seria la ubicacién
hipotética tanto del coolship como de las barricas para fermentacion espontanea),
el mosto fue expuesto durante 15 horas al ambiente con la siguiente distribucion de
temperatura: +£5 horas entre 10°C y 3°C, £8 horas entre 3°C y 1°C y £2 horas
entre 1°C y 4°C por lo que la temperatura promedio efectiva de enfriamiento del
mosto fue £3,6°C. La humedad relativa estuvo cercana a 0% en ese dia (en la
Figura 4B corresponde al color grisaceo que se traslapa con el color del fondo del

grafico).

Fig.3 Colocacion de fermentadores: A) Para enfriamiento natural durante una noche;

B) Para fermentacion en el drea dispuesta de la cerveceria
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Fig.4 Condiciones ambientales en el enfriamiento del mosto en la estacidon de invierno:

A) Temperatura; B) Humedad

Los mostos en los fermentadores 1 y 2 correspondientes a la estacién de primavera
fueron colocados en enfriamiento natural el 13 de mayo a las 17:30. Al igual que
los colocados en invierno, para evitar la introduccidn de algun tipo de insecto se les
colocd una malla limpia y desinfectada y se trasladaron al mismo lugar en donde se
ubicaron los de invierno. Las temperaturas ambientales durante el enfriamiento

estuvieron entre 20°C y 9°C como se puede observar en la figura 5. Si
consideramos que el mosto se colocd en enfriamiento natural a las 17:30 del dia 13
de mayo y se trasladd el dia siguiente (14/05/21) a las 08:30 al sitio especifico de
la cerveceria para fermentacion, el mosto estuvo expuesto durante 15 horas al
ambiente con la siguiente distribucion de temperatura: £2 hora entre 20°C y 19°C,
+6 horas entre 19°C y 12°C y 7 horas entre 12°C y 9°C y por lo que la
temperatura promedio efectiva de enfriamiento del mosto fue £13,7°C. La
humedad relativa estuvo cercana a 10% en ese dia (en la Figura 5B corresponde al

color verdoso).

] noche h di; h
noche ia noche 100% noche
26°C ,
] 13/05/21 pioe 14/05/21 13/05/21 90°% 14/05/21
21°C 26 80 %
— 19:15 11:30 o
- 19°C 20°C A 19°C 0%
i 18°C B0 % B
16°C 50% seco
el 0%
12°C |5
10°C 30 %
P, 20%
6°C - 10%
4C comodo 0%
15 18 21 0 0 3 @ ] 15 18 21 0 0 3 B 9

5800 | comodo | hiumedo | bochomaoso | opresivo | insoportable
o 18 oy e

is 16 M€

13°C 16 °C 18 °C 21°C

Fig.5 Condiciones ambientales en el enfriamiento del mosto en la estacion de primavera:

A) Temperatura; B) Humedad
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IV.2 TOMA DE MUESTRAS Y ANALISIS FISICOQUIMICOS DE pH vy
DENSIDAD.

Se tomaron muestras para ensayos fisicoquimicos con la siguiente frecuencia de
muestreo:

e Fermentadores de Invierno: Se tomaron muestras de los fermentadores
recién llenos y al dia siguiente del enfriamiento natural, luego se
muestrearon semanalmente hasta la semana 4 y a partir de alli se muestreo
cada 15 dias hasta el dia 102 de fermentacioén.

¢ Fermentadores de Primavera: Al igual que los fermentadores de invierno,
se tomaron muestras recién llenos y al dia siguiente del enfriamiento
natural, luego se tomaron 2 muestras por semana hasta la semana 4 y a
partir de alli se muestreo cada 15 dias hasta el dia 50 de fermentacion.

e El seguimiento a la fermentacién se realizé a través de analisis de densidad
(°Plato) y pH con el transcurrir del tiempo. La descripcidon detallada del
procedimiento de muestreo fisicoquimico y los ensayos de densidad y pH se

encuentran en los Anexos 1 y 2 respectivamente.
IV.3 TOMA DE MUESTRAS Y ANALISIS MICROBIOLOGICOS.

Se tomaron asépticamente (Anexo 3) muestras para analisis microbioldgicos, los
cuales constaron de siembra en medios de cultivo: Medio Universal+Clorafenicol,
WLMN+Clorafenicol, Lisina, Medio Universal+Natamicina y Medio Universal+
Natamicina+CaCOs+Verde de Bromocresol con la siguiente frecuencia de muestreo:
e Fermentadores de Invierno: Se muestrearon los fermentadores recién
llenos y al dia siguiente del enfriamiento natural, luego se muestrearon cada

15 dias hasta la semana 6 y a partir de alli se muestreo cada mes hasta el

dia 102 de fermentacién. El total se realizaron 7 muestreos microbioldgicos.

e Fermentadores de Primavera: Igual que los fermentadores de invierno,

se muestrearon recién llenos y al dia siguiente de enfriamiento natural,

luego se tomaron muestras por semana hasta la semana 3 cada 15 dias

hasta el dia 50 de fermentacion. El total fueron 6 muestreos microbioldgicos.

La siembra en los distintos medios (Anexo 5) se realizd en superficie con
extensién en placa, previa diluciéon de las muestras y luego se incubaron en las
condiciones indicadas para cada medio de cultivo: 3 dias a 28°C en aerobiosis
para los medios Universal+Clorafenicol, WLMN+Clorafenicol y Lisina; 5 dias a
28°C en aerobiosis para el Medio Universal+Natamicina+CaCOs+Verde de
Bromocresol y 5 dias a 28°C en anaerobiosis para el Medio

Universal+Natamicina.
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El fundamento de esta técnica para determinar la existencia de microorganismos se
basa en proveerlos de nutrientes (medios de cultivo) y condiciones favorables
(temperatura, presencia/ausencia de oxigeno y tiempo de incubacién) para su
crecimiento. Para ello se utilizaron los medios de cultivos selectivos y/o
diferenciales a los cuales se les agregaron reactivos inhibidores como la Natamicina
(antifungico) y el Cloranfenicol (antibidtico) con el fin de inhibir el crecimiento de
Levaduras y Bacterias respectivamente. Para lograr un crecimiento aceptable para
la separacién e identificaciéon del microorganismo la cantidad sembrada en la placa
debe ser tal que nos permita obtener entre 30 y 300 ufc, es por eso que se realizan

diluciones seriadas de las muestras (1072, 1073, 10*y 107).

Iv.4 AISLAMIENTO DE LEVADURAS E IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS

El aislamiento de levaduras (Anexo 6) se realizd seleccionando la colonia de interés
en el medido de cultivo donde crecié (Universal+Clorafenicol, WLMN+Clorafenicol y
Lisina) y aislandola por siembra en superficie con extensién en placas de medio de
cultivo YPD. Luego las placas se incubaron 3 dias a 28°C para su crecimiento.

Cabe resaltar que para las bacterias no se realizd aislamiento sino que para la
identificacion se tomaron las colonias directamente de las placas de los medios de
cultivo donde crecieron (Medio Universal+Natamicina, Medio Universal+Natamicina
+CaCOs+Verde de Bromocresol).

La identificacion de los microorganismos se realizdé a través de la observacion al
microscopio, observacién de colonias en placa, pruebas moleculares para la
identificacion de levaduras (Analisis de Perfiles de Restriccién del amplificado del
ADN Ribosomal) y pruebas orientativas bioquimicas para la identificacion de

bacterias (Tincion GRAM y prueba de Catalasa).

Observacion al microscopio y de colonias en placa (Anexo 7)

Una de las técnicas utilizadas para la diferenciacion y/o identificacién de los
microorganismos fue la observaciéon directa al microscopio (con lentes objetivo 10X,
40X). El principio en que se basa esta técnica es la observacién de las diferentes
morfologias de cada microorganismo y la comparacién con lo reportado en la
bibliografia o con el soporte de personal especializado y de acuerdo a esto
determinar si la morfologia vista al microscopio corresponde a levaduras o a

bacterias. En esta técnica se toma asépticamente un volumen de 10 a 20 pl de
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muestra y se coloca en una lamina portaobjetos, luego se cubre con un
cubreobjetos y se observa al microscopio con los lentes objetivo 10X y 40X. Si la
muestra tiene una alta carga de microorganismos se realizan diluciones seriadas

hasta conseguir una concentracion que permita la observacion adecuada.

Otra de las técnicas de observacion en este caso macroscopica es la de las colonias
cultivadas en cada uno de los medios. La morfologia de las colonias deriva de cada
célula pero es una caracteristica de la masa celular. Las caracteristicas que se
observaron fueron: Tamafio (grande, medio, pequeiio), Consistencia (blanda, seca
o viscosa), Forma: (dependiendo del borde y del espesor) y pigmentacion (colores).

De acuerdo a estas caracteristicas pueden definirse distintos tipos de colonias.

Pruebas moleculares para identificar levaduras: RFLP-PCR (Anexo 8)

De las placas de YPD que contienen las colonias de levaduras aisladas se toma una
muestra directa de la colonia y se le realiza una PCR (reacciéon en cadena de la
polimerasa). Para ello primero se realiza una rotura térmica de las células a través
de una incubacién a 95°C para extraer el ADN de la levadura. Luego se realiza una
PCR utilizando primers para amplificar la zona 5.8 S-ITS del DNA ribosomal y poder
hacer posteriormente una separacion de las especies en bandas (bandas de 100 bp
a 1000 bp) de un marcador (GeneRuler 100 bp DNA Ladder) utilizando la técnica
de electroforesis horizontal en gel de agarosa.

A los productos de la PCR se les hace una digestién a 37°C con la enzima de
restriccion Hinfl y luego se realiza la separacion de las especies en bandas con la

electroforesis horizontal en gel de agarosa tal como se menciond anteriormente.

Pruebas orientativas bioquimicas para la identificacion de bacterias
(Tincion GRAM y prueba de Catalasa) (Anexo 9)

De las placas de los medios Medio Universal + Natamicina, Medio Universal+
Natamicina+CaCOs+Verde de Bromocresol se toma una muestra directa de la
colonia y se extiende sobre un portaobjetos dejandola secar. Luego se fija la
muestra con alcohol y se aplican tintes de violeta de genciana y rojo de safranina.
Entre ambos tintes se coloca lugol (fijador de violeta), se lava con agua destilada y
con una solucién de etanol/acetona) y se debe dejar determinado tiempo en cada

aplicacidon de reactivos. Luego de secar la muestra se observa al microscopio y se

visualiza el color violeta (bacterias Gram +) o el color rojizo (bacterias Gram -).
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Parametros indicativos de Fermentacion:

La medicién de la densidad y pH de la cerveza con el avance de la fermentacion son
los parametros por excelencia que se utilizan en las cervecerias para hacer

seguimiento a la fermentacion.
V.1.1 Seguimiento de la densidad en los fermentadores.

La Fig. 6 muestra el comportamiento de la densidad en funcién del tiempo en las
estaciones de invierno y primavera en la fermentacién del mosto por accién de la

microbiota inoculada espontaneamente durante el enfriamiento natural.
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Fig.6 Seguimiento a la densidad en funcion del tiempo en las estaciones de invierno y primavera

Notese en los fermentadores 1 de las estaciones de invierno y primavera que
aunque se observa un descenso en los valores de densidad, éstos no son muy
acentuados, disminuyendo sélo en el caso del fermentador 1 de invierno pasados
los 100 dias de 1,0562 g/ml (13,85°Plato) a 1,0526 g/ml (13,00°Plato) y en el
fermentador 1 de primavera pasados los 49 dias de 1,0568 g/ml (14,00°Plato) a
1,0503 g/ml (12,45°Plato). Esto significa que en el fermentador 1 de invierno la
atenuacion al dia 105 fue de 6,5% Yy en el de primavera fue de 11,5% lo que quiere
decir que probablemente la microbiota presente en dichos fermentadores hasta
esos dias no metabolizo6 los azlcares fermentables presentes en el mosto.

A diferencia de los fermentadores 1 de invierno y primavera, los fermentadores 2
en ambas estaciones presentaron un descenso de la densidad tipico de la
fermentacion de mosto cervecero. Observamos en el caso del fermentador 2 de

invierno que pasados los 100 dias la densidad disminuyé de 1,0563 g/ml
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(13,88°Plato) a 1,0039 g/ml (1,09°Plato) y en el fermentador 2 de primavera de
1,0565 g/ml (13,92°Plato) a 1,0043 g/ml (1,12°Plato) pasados los 60 dias. Esto
significa que en el fermentador 2 de invierno la atenuacion al dia 105 era de 93% vy
en el de primavera a los 63 dias era de 92% lo que quiere decir que la microbiota
presente en dichos fermentadores metabolizé casi por completo los azlcares
fermentables presentes en el mosto. Si consideramos por ejemplo una West
Flanders Red que tiene una atenuacion aparente aproximada al 98% o una Lambic
tradicional cercana al 100%, y que ambos estilos normalmente finalizan su
fermentacion entre 1 a 3 afios (Sparrow, 2005), estos resultados de atenuacion
aparente en los fermentadores 2 de invierno y primavera serian aceptables.

Dentro de los objetivos planteados no existe alguno que trate de la aleatoriedad e
impredecibilidad que puede resultar del proceso de fermentacién espontanea de
mosto cervecero sin embargo los resultados de atenuacidon son prueba de tal
afirmacién y nos plantean la necesidad de mencionarlo como hallazgo importante
en la investigacion. Dos fermentadores idénticos, cuya limpieza y desinfeccion fue
exactamente la misma, cuyo mosto introducido era exactamente el mismo en
cantidad y calidad, que fueron colocados en el mismo momento y en el mismo
sitio bajo las mismas condiciones y en dos estaciones del afo distintas y arrojaron
resultados de atenuacion aparente completamente diferente.

Dado que se tuvo extremo cuidado en todo lo que era controlable dentro de la
investigacion, descartamos una causa atribuida al manejo de los fermentadores,
pero independientemente de si la causa haya sido el tipo de microbiota inoculada
espontaneamente en cada fermentador, su velocidad de crecimiento, la densidad
poblacional o la prevalencia de microorganismos en la competencia, lo cierto es que
entre dos muestras de mosto colocados a fermentar espontdaneamente en las
mismas condiciones existié una diferencia tangible y contundente que nos ratifica lo
aleatorio e impredecible de este proceso de fermentacion. Se investigd sobre
posibles antecedentes o trabajos en donde haya ocurrido algo similar y no se pudo
encontrar nada. También luego de observar esta tendencia se intentd investigar
una posible causa como lo es la densidad poblacional de cada tipo de
microorganismo presente en la cerveza a través del recuento de colonias en la
Camara de Neubauer o el recuento de colonias en placa, sin embargo no se logré
tener resultados fiables que apoyaran esta teoria y en pro de no desviarnos de los
objetivos planteados en nuestra investigacion y dado el poco tiempo para
desarrollarlos, se decidié no profundizar mas en la investigacién de las causas de la
diferencia de atenuacion sino que se recomendarad como objetivo para la
continuacion a futuro del presente trabajo.

Otra observacion importante que se puede sacar del grafico de la Fig. 6 es que el
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fermentador 2 de la estacion de primavera que presentd buena atenuacion tuvo
atenuacién una velocidad de atenuacién mayor que la del fermentador 2 de
invierno. Podemos observar que en los leros 20 la densidad del fermentador 2 de
invierno descendid aproximadamente a 1,0400 g/ml (10°Plato) mientras que la
densidad en el fermentador 2 de primavera a los 20 dias estuvo en 1,0146 g/ml
(3,72°Plato), es decir que atenué mas que el de invierno en dicho intervalo de
tiempo, de hecho este fermentador de primavera alcanzd una atenuacidon superior
al 90% a los 49 dias y el de invierno alcanzé ese porcentaje de atenuacion en el dia
68. Esto podria tener su explicacién en el hecho de que la temperatura ambiente
durante la fermentacion en primavera estaba considerablemente mas alta que la de

invierno y de alli que la velocidad de atenuacién haya sido mayor en primavera.
V.1.2 Seguimiento de pH en los fermentadores.

La Fig. 7 muestra el comportamiento del pH en funcién del tiempo en las estaciones
de invierno y primavera en la fermentacion del mosto por accién de la microbiota

inoculada espontdneamente durante el enfriamiento natural.
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Fig.7 Seguimiento a la pH en funcion del tiempo en las estaciones de invierno y primavera

En el caso del pH podemos observar un comportamiento mas tipico en todos los
fermentadores colocados tanto en invierno como en primavera. Notamos que en el
caso de los fermentadores colocados en primavera el pH descendidé mas rapido que
en los fermentadores de invierno. Vemos que al dia 15 el pH en los de invierno
estaba alrededor de 3,70 y en los de primavera estaba alrededor de 3,50 y ya para
el dia 49 en los de invierno teniamos valores de pH alrededor de 3,54 y en los de
primavera alrededor de 3,46. Esta diferencia en la velocidad de descenso del pH
quizas se deba a las condiciones ambientales de la estacion de primavera que
promueve de manera general el aceleramiento de la fermentacion.

Llamo la atencion en los resultados de pH, que independientemente de la
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atenuacion presentada en todos los fermentadores, los valores de pH fueron todos
similares. Desconocemos cuales pudieron haber sido las razones para tales
resultados, quizas pudo haber sido que en los fermentadores que presentaron poca
atenuacién se hayan inoculado otros microorganismos no fermentativos que no
identificamos pero que pudieron haber aportado en la reduccién del pH por la
metabolizacién de otros compuestos. Estas hipdtesis podria ser una de las causas
pero no tenemos la certeza dado que no se realizé alguna evaluacién que lo
demuestre. Es extrafio que en el caso del pH se hayan obtenido resultados
similares en todos los fermentadores aun cuando la atenuaciéon haya sido muy
distinta, pero estos fueron resultados reales obtenidos que nos muestran una vez
mas lo impredecible o aleatorio del proceso de fermentacidon espontanea.

Se sabe que el pH en las cervezas de fermentacidon espontanea es un parametro
importante de seguimiento asi que para que nuestro analisis sea mas asertivo,
consultamos referencias bibliograficas de los rangos en los que se mueve el pH de
estas cervezas, aportando valor agregado a los resultados obtenidos.

Van Oevelen en 1976 realizé un estudio en donde determiné que el rango de pH
para la cerveza Lambic Gueuze era de 3,20 a 3,50 (Van Oevelen et al., 1976).
También, Thompson en 2017 mostrd los pHs caracteristicos de algunas cervezas

acidas de fermentacion espontanea tal como vemos en la tabla a continuacion:

Tabla 2. Comparacion de pH en marcas comerciales de cerveza Lambic
(Thompson et al., 2017)

Subset for Alpha = 0.05

Brand N
1 2 3 4
Hanssens Artisan 12 3234+ 0.01 A
3-Fonteinen 12 324 4+ 0.02 A
Oude Gueuze Boon 6 3.43 +0.005 B
Cantillon 6 3.44 + 0018
Oude Gueuze Ville 9 3.44 +0.03B
Girardin 12 3.44 +0.028B
Gueuze Boon 6 3.52 +0.04C
Cantillon Bio 9 353+4001°€
Cuvee Renée 9 3.62+002P

Means followed by same superscript are not significantly different at the 0.05 level using Tukey-Kramer HSD.

Podemos observar en ambas referencias que los valores de pH para las cervezas
mencionadas se encuentran en el rango de 3,20-3,62; es decir, que los valores de
pH obtenidos en los fermentadores de invierno y primavera se encuentran dentro
de los esperados para los estilos de cervezas acidas de fermentacion espontanea.
Estos valores de pH bajos en las cervezas acidas de fermentacién espontanea se
deben basicamente a que los microorganismos encontrados en estas cervezas
“salvajes” producen acidos (Sparrow, 2005) y los acidos mas importantes y de
mayor preponderancia que se generan son el Acido Acético y el Acido Lactico.

Existen muchos otros dacidos que se generan en menor cantidad.
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V.2 Observaciéon de microorganismos por microscopia dptica:

A continuacién observamos las muestras de los fermentador 1 de invierno (Fig. 8) y
fermentador 2 de primavera (Fig. 9) respectivamente vistas al microscopio con

lente objetivo 40X.

Corte de la seccidn para visualizar los
microorganismos vistos al microscopio

Fig.8 Imagen al microscopio de la muestra de cerveza del fermentador 1 de invierno:

A) Imagen total vista con lente objetivo 40X; B) Vista ampliada de la seccién central de la imagen

Corte de la seccidn para visualizar los
microorganismos vistos al microscopio

Fig.9 Imagen al microscopio de la muestra de cerveza del fermentador 2 de primavera:

A) Imagen total vista con lente objetivo 40X; B) Vista ampliada de la seccion central de la imagen
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Podemos observar en las secciones ampliadas de las figuras diferentes morfologias
de los microorganismos vistos al microscopio. Estas imagenes son de las muestras
de cerveza de cada fermentador mencionado en la figura respectiva. Podemos notar
algunas morfologias de levaduras con formas ovaladas, circulares, alargadas, con
picos, etc., que nos dan un indicio de que puede haber presencia de levaduras

Saccharomyces y No Saccharomyces.

En las muestras observadas también se pudo notar morfologias tipicas de bacterias
como cocos (punticos pequefios) y bacilos (palitos finos), microorganismos que
presentaban movimiento durante la observacion, de modo que, considerando estas
dos caracteristicas, ambas nos dan un indicio de la posible presencia de bacterias.
En el anexo 10 podremos observar las imagenes ampliadas de los microorganismos
vistos al microscopio de todos los fermentadores, aprecidndose mejor las
morfologias vistas y ratificAndose el hecho de que las morfologias fenotipicas
encontradas por microscopia Optica nos aseguran la presencia de levaduras y
bacterias.

Para ir acercandonos mas a la identificacion de los microorganismos presentes y
aportar precision a los resultados se utilizé la siembra de muestras en medios de

cultivos selectivos, método que nos permite dar mayor objetividad y selectividad.

V.3 Crecimiento de microorganismos por siembra en medios de cultivo
selectivos.

Con el fin de afinar un poco mas la identificacién preliminar de microorganismos
observada en el microscopio, se sembraron las muestras en algunos medios de
cultivos adecuados para su crecimiento. Los medios de cultivo utilizados fueron:
Medio Universal+Cloranfenicol (levaduras), WLN+Cloranfenicol (levaduras
con diferentes morfologias), Agar Lisina (levaduras No Saccharomyces), Medio
Universal+Natamicina (incubado en anaerobiosis para deteccion de posibles
bacterias lacticas) y Universal+Natamicina+ CaCO3+Verde de Bromocresol

(incubado en condiciones aerobias para deteccion de posibles bacterias acéticas).

En la figura 10 observamos el crecimiento de colonias en placas de los distintos
medios de cultivo descritos anteriormente de los fermentadores 1 y 2 de invierno y
en la figura 11 observamos imagenes ampliadas de las muestras sembradas en
WLMN+Cloranfenicol y Medio Universal+Natamicina de los fermentadores de

primavera.
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Fig.10 Imagenes del crecimiento de colonias en placas en los fermentadores de invierno:

A) Universal+Clorafenicol (Levadura)

B) WLMN+Clorafenicol (Levaduras de diferentes morfologias)

C) Agar Lisina (Levaduras No Saccharomyces)

D) Universal+Natamicina (Bacterias de diferentes morfologias crecidas en condiciones anaerobias)

E) Universal+Natamicina+CaCO3+Verde de Bromocresol (Bacterias crecidas en condiciones Aerobias)

Fig.11 Imagenes ampliadas del crecimiento de colonias en placas en los fermentadores de primavera:

A) y B) WLMN+Clorafenicol (Levaduras de diferentes morfologias)

C) Medio Universal+Natamicina (Bacterias de diferentes morfologias crecidas en condiciones anaerobias)
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Observamos en todas las imagenes de las figuras 10 y 11 que hubo crecimiento de

colonias en cada uno de los medios de cultivo. La descripcién de lo observado fue:

Las colonias encontradas en el medio Universal+Cloranfenicol fueron todas
levaduras. Se observé ademas que la morfologia de las colonias era similar,
solo cambiaban el tamano delas colonias, unas un poco mas grandes que
otras. Esto no significa que no exista mas de un género o especie, solo que
en este medio no se puede aseverar a simple vista cuales son los géneros
y/o especie de levaduras que crecieron, solo podemos asegurar la presencia
de levaduras. Posteriormente a través de pruebas moleculares se verificaran
con mas cercania los géneros y/o especies presentes en este medio de
cultivo y en los de WLN+Cloranfenicol y Agar Lisina.

Las colonias encontradas en el medio WLNI+Cloranfenicol fueron todas
levaduras. Aqui si se pudo evidenciar diferencias en la morfologia de las
colonias, unas eran blancas-cremosas, otras verdosas, algunas azuladas,
blancas con el centro azulado o verdoso, algunas brillantes y otras opacas.
Eso significa que tenemos varios géneros y/o especies y es una de las
ventajas de este medio de cultivo, permitié diferenciar las colonias y por
ende aseverar la presencia de varios tipos de levaduras.

Las colonias encontradas en el medio Lisina podemos asegurar que son
todas levaduras del género No Saccharomyces y con una probabilidad alta
hay presencia de varios tipos de ellas debido a que habian dos tamafos y
dos colores en las colonias presentes. Unas colonias grandes y otras
pequefias y unas amarillentas y las otras blancas.

Las colonias encontradas en el medio Universal+Natamicina fueron todas
bacterias. Se observaron colonias semiamarillentas y brillantes otorgandoles
una apariencia como “liquida”, también se observaron varios tamanos de
colonia. Cabe resaltar que las placas de este medio se incubaron en
anaerobiosis por lo que las bacterias que crecieron en las mismas son
anaerobias o facultativas. A través de pruebas bioquimicas orientativas se
verificard con mas cercania los tipos de bacterias presentes en este medio y
en el de Universal+Natamicina+CaCO3+Verde de bromocresol.

Las colonias encontradas en el medio Universal+Natamicina+CaCO3+Verde
de bromocresol fueron todas bacterias que solubilizaban el CaCO3 presente
en la matriz. Con la adicidén carbonato célcico se hizo mas selectivo el medio
y las bacterias productoras de acido produjeron zonas claras alrededor de
las colonias debido a la neutralizacién del CaCO3 presente en el medio.
Estos halos se evidenciaron en las placas incubadas, de hecho en algunas

placas practicamente el halo se extendié por toda la superficie de la placa.
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e En los Fermentadores de Primavera se observd presencia de Mohos en la
muestra al dia siguiente del enfriamiento natural Fig. 11B, debido quizas a
las condiciones de temperatura y humedad ambientales.

e Es importante aclarar que los microorganismos encontrados en los distintos
medios fueron los capaces de crecer en los mismos, no significando que
sean los Unicos microorganismos existentes en el mosto, de hecho por los
resultados de pH y atenuacién es posible que hayan otros microorganismos
fermentativos o no fermentativos que metabolizaran compuestos que
causaran esos resultados pero que no hayamos evidenciado su presencia.
Estos resultados solo significan que con los nutrientes disponibles
en los medios de cultivo y las condiciones de siembra e incubacion
fueron los capaces de crecer en los mismos.

e En el anexo 10 también podremos observar las imagenes ampliadas de las
colonias presentes en las placas de los medios de cultivo apreciandose mejor

las morfologias vistas de las levaduras y bacterias.

V.4 Identificacion de microorganismos por pruebas moleculares y

bioquimicas.

Como se ha visto a lo largo de la presentaciéon de los resultados, hemos avanzado
con la identificacion de los microorganismos inoculados espontdaneamente en el
mosto de los fermentadores colocados en las estaciones de invierno y primavera.
Este avance nos lleva a realizar pruebas que nos permitan llevar la identificacion a
resultados mas aproximados y que nos den mayor certeza de los microorganismos
presentes a través de pruebas moleculares para la identificaciéon levaduras como lo
es el Analisis de Restriccion del Amplificado del DNA Ribosomal utilizando
la enzima Hinf I y pruebas bioquimicas para la identificaciéon de bacterias como la
Tincion de GRAM y la prueba de Catalasa.

Para llevar a cabo esto, en el caso de las levaduras se realizé el aislamiento de las
colonias de interés (en el Anexo 6 se describe el procedimiento en que se aislaron
las colonias) y una vez aisladas se procedié a realizar las pruebas moleculares. En
el caso de las bacterias se tomaron directamente de los dos medios para bacterias

las colonias de interés y se sometieron a las pruebas bioquimicas.

e Pruebas moleculares para la identificacion de Ilevaduras:
Amplificacién del DNA Ribosomal (rDNA)

Esta prueba consiste en realizar una PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)
directa de la colonia aislada, previa rotura térmica de las células para extraer el

ADN de la levadura. Esta PCR permite la amplificacion del DNA ribosomal y poder
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hacer la separacién de los fragmentos amplificados a través de la electroforesis

horizontal en gel de agarosa (ver Anexo 9).

Los resultados de electroforesis horizontal en gel de agarosa a la PCR para los

fermentadores de invierno se pueden observar en la Figura 12 y en la tabla 3.

500

Fig. 12. Resultado de la PCR para identificacion de levaduras en los fermentadores de invierno. Imagen
del gel de Electroforesis. Cada carrill (numerados del 1 al 18) representa cada muestra evaluada. El
patron utilizado fue el marcador GeneRuler 100 bp DNA Ladder (bandas del 1er carril de la izquierda).

En el gel podemos observar una buena separacion de las bandas del marcador
entre 100 bp y 500 bp, sin embargo la separacion de las bandas desde 700 bp
hasta 1000 bp es un poco mas estrecha lo que dificulta un poco la identificacién de
las muestras en este rango. Sin embargo nos atrevemos a tener la presuncion de
los resultados que se muestran en la Tabla 3 y donde se resumen las PCR con
amplificacion del DNA Ribosomal de las muestras de los fermentadores de invierno.
En todos los analisis utilizamos el buscador yeast-id.org para las posibles levaduras

correspondientes a los fragmentos 5.8 S-ITS rDNA que reportd la electroforesis.

Tabla 3. Resultados electroforesis horizontal a los fragmentos de 5.8 S-ITS rDNA
amplificados.

Origen de la

Muestra muestra aislada Fragmentos ITS Posible Género y/o Especie
Muestras 1y 8
1,2y 8 Fel\r/InJ:gttraadcz)r 1 Alri%%dgg de Brettanomyces bruxellensis
Fermentador 2
Muestras 3,4,5y 6
3,4,5,6, Fermentador 1 De 700 bp Saccharomyces cerevisiae,
7,11y 12 | Muestras 7, 11y 12 a 900 bp pastorianus o bayanus

Fermentador 2

Muestras 9 y 14
9, 10, 13, Fermentador 1

14y 15 |Muestras 10, 13y 15 No Mostro -
Fermentador 2
16 Fermentador 1 De 400 bp Candida agrestis o _Cand/da
a 500 bp spandovensis
Fermentadores 1y 2 De 700 bp . .
17y 18 respectivamente a 800 bp Hanseniaspora valvyensis
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Los resultados de la electroforesis horizontal en gel de agarosa a los productos de

la PCR amplificados para los fermentadores de primavera se pueden observar en la

Figura 13 y en la tabla 4.

Fig. 13. Resultado de PCR para identificacion de levaduras en los fermentadores de primavera. Imagen
del gel de Electroforesis. Cada carrill (hnumerados del 1 al 15) representa cada muestra evaluada. El
patron utilizado fue el marcador GeneRuler 100 bp DNA Ladder (bandas del 1er carril de la izquierda).

En el gel podemos observar una buena separaciéon de las bandas del marcador
entre 100 bp y 500 bp, sin embargo tal como ocurri6 en el gel de los fermentadores
de invierno la separacion de las bandas desde 700 bp hasta 1000 bp fue mas. Los

resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados electroforesis horizontal a los fragmentos de 5.8 S-ITS rDNA
amplificados.

Origen de la

Muestra muestra aislada Fragmentos ITS Posible Género y/o Especie
Muestral
1,2y7 ;i;n;te:, r;tsag c;lr71 Alri%%dgg de Brettanomyces bruxellensis
Fermentador 2
Muestras 3, 4,9y 13
3,4,5,6, Fermentador 1 De 700 bp Saccharomyces cerevisiae,
9,13y1 Muestras 5, 6 y 14 a 900 bp pastorianus o bayanus

Fermentador 2

Muestras 8 y 10
8,10, 11y Fermentador 1

12 Muestras 11 y 12 No Mostro -
Fermentador 2
De 400 bp Candida agrestis o Candida
15 Fermentador 2 a 500 bp spandovensis

e Pruebas moleculares para la identificacion de levaduras: Analisis de
Restriccion del rDNA con enzima Hinf 1.

De las muestras de PCR amplificadas para los fermentadores de invierno y

primavera se tomaron todas aquellas que mostraron fragmentos 5.8 S-ITS rDNA

amplificados y se corrié una digestion a 37°C con la enzima Hinfl, luego se corrid la

electroforesis horizontal en gel de agarosa. Los resultados se pueden observar en

las figuras 14 y 15 y en la tabla 5.
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Fig. 14. Resultados de la restriccidn con enzima Hinfl para identificacién de levaduras en los
fermentadores de primavera. Imagen del gel de Electroforesis. Cada carrill (numerados del 1 al 14)
representa cada muestra evaluada. El patron utilizado fue el marcador GeneRuler 100 bp DNA Ladder

(lera banda de la izquierda y de la derecha).

i
T
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Fig. 15. Continuacién de los resultados de la restriccion con enzima Hinfl para identificacion de levaduras

en los fermentadores de invierno y primavera.

Los resultados de la electroforesis horizontal en gel de agarosa para las muestras
de las PCR seleccionadas digeridas con enzima Hinf I mostraron buena separacion
de las bandas del marcador en todo el rango entre 100 bp y 1000 bp asi que las
muestras en principio se identifican con claridad. En la Tabla 5 podemos ver el
resumen de lo mostrado en las Figuras 14 y 15 y con ayuda del buscador yeast-
id.org se encontraron las posibles levaduras utilizando tanto los perfiles de

restriccién reportados en la electroforesis.
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Tabla 5. Resultados electroforesis horizontal a la PCR con enzima Hinfi 1.

Muestra | Origen de la muestra aislada y con PCR | Hinfi I (bp) Posible Gen_ero
y/o Especie
Muestras 1 y 2 Fermentador 1 Invierno Saccharomyces
1,2,3,4,5, Muestras 3 y 4 Fermentador 2 Invierno cerevisiae,
6,7y 8 Muestras 5 y 6 Fermentador 1 Primavera 365+365+155 pastorianus o
Muestras 7 y 8 Fermentador 2 Primavera bayanus
Cryptococcus
dimennae,
9 Fermentador 1 Invierno 230+270 Cryptococcus
hungarus o
Pichia delftensis
Candida agrestis o
10 Fermentador 1 Primavera 190+220 Candida
spandovensis
11 Fermentador 1 Primavera 325+375 Pichia Toletana
12,13 y |Muestra 12 Fermentador 2 Primavera Muestras 2154270 Brettanomyces
14 13 y 14 Fermentadores 1 y 2 Invierno bruxellensis
Candida apicula,
15,16 y Muestras 15y 16 Fermentadores 1y2 13741544219 Iss_atchepkia
51 Invierno _ orientalis o
Muestra 21 Fermentador 2 Primavera Rhodotorula
graminis
Muestra 17 Fermentador 2 Invierno Muestras Cryptococcus
17,18,19, 18 y 19 Fermentadores 1 y 2 Primavera neoformans var.
20,22y M - 1404240+270| unigutulattus o
54 uestra 20 Fermentador 1 Inwer_no Muestras Cryptococcus
22 y 24 Fermentador 1 y 2 Primavera
magnus
. 130+170+ Hanseniaspora
23 Fermentador 2 Invierno 2104240 valvyensis

Si filtramos los resultados por tipo de levadura y su presencia/ausencia en cada

fermentador de la estacidn invierno o primavera tenemos lo siguiente:

Tabla 6. Presencia/Ausencia de los géneros y/o especies de levadura en los

fermentadores de invierno y primavera.

Género Invierno Primavera
. Fermentador |Fermentador | Fermentador |Fermentador
y/o Especie
1 2 1 2
Saccharqmy ces cerevisiae, Presente Presente Presente Presente
pastorianus o bayanus
Cryptococcus dimennae,
Cryptococcus hungarus o Presente Ausente Ausente Ausente
Pichia delftensis
Caqd/da agrestis o Ausente Ausente Presente Ausente
Candida spandovensis
Pichia Toletana Ausente Ausente Presente Ausente
Brettanomyces bruxellensis Presente Presente Ausente Presente
Candida apicula,
Issatchenkia orientalis o Presente Presente Ausente Presente
Rhodotorula graminis
Cryptococcus neoformans var.
unigutulattus o Presente Presente Presente Presente
Cryptococcus magnus
Hanseniaspora valvyensis Ausente Presente Ausente Ausente
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De los resultados de la tabla 6 podemos mencionar lo siguiente:

> Tanto en invierno como en primavera hubo presencia de Levaduras
Saccharomyces cerevisae, pastorianus o bayanus; Brettanomyces
bruxellensis; Candida apicula, Issatchenkia orientalis o Rhodotorula
graminis y Cryptococcus unigutulattus o magnus.

» Solo en invierno hubo presencia de Cryptococcus dimennae, hungarus o
Pichia delftensis y Hanseniaspora valvyensis.

» Solo en primavera hubo presencia de Candida agrestis o spandovensis.

> Estos resultados solo nos indican la posible presencia del género y/o especie
de levadura mencionada. En los casos de los Fermentadores 1 de Invierno y
Primavera donde no hubo atenuacion aunque si la posible presencia de
Saccharomyces cerevisae, pastorianus o bayanus quizds la densidad
poblacional de las especies presentes no era suficiente para competir con otros
posibles microorganismos no fermentativos y por eso tal vez no hubo descenso

en la densidad en dichos fermentadores.

e Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias: Tincion de
GRAM

Los resultados de la Tincion de GRAM para las colonias de bacterias crecidas en los

medios de cultivo Universal+Natamicina y Universal+Natamicina+CaCO3+Verde de

Bromocresol correspondientes a los fermentadores de invierno y primavera se

pueden observar en la Figura 16 y 17.

Fig. 16. Tincion de GRAM de las colonias bacterianas extraidas de los medios de cultivo Univ+Natamicina

y Uni+Natamicina+CaCO3+Verde de Bromocresol correspondiente a los fermentadores de invierno
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Fig. 17. Tincién de GRAM de las colonias bacterianas extraidas de los medios de cultivo Univ+Natamicina

y Uni+Natamicina+CaCO3+Verde de Bromocresol correspondiente a los fermentadores de primavera

Podemos observar en las imagenes de las Figuras 16 y 17 la tincion de GRAM de las
colonias extraidas de los medios de cultivo. Notamos que hay dos tipos de colores
en las distintas tinciones lo que nos indica que hay diferentes tipos de bacterias.

Las imagenes que se observan con tincidn violeta corresponden a las muestras de
las colonias extraidas del medio Universal+Natamicina incubado en anaerobiosis,
ninguna tind de rojo, lo que nos indica que las bacterias presentes pertenecen al
grupo de las GRAM positivas. Luego se realizd prueba de catalasa y todas
resultaron negativas (no hubo formacién de gas). Finalmente se observaron al
microscopio y se verifico la presencia de morfologias de bacilos y cocos.

Estas pruebas bioquimicas realizadas, la respuesta de las colonias ante las mismas
y las morfologias al microscopio nos indican la posible presencia de bacterias acido

lacticas (tal vez Lactobacillus y Pediococcus).
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Respecto a las imagenes que se observan con tincion rojiza, todas corresponden a
las muestras de las colonias extraidas del medio Universal+Natamicina+CaCO3+
Verde de Bromocresol que fue incubado en condiciones aerobias. La tincion de color
rojo nos confirma que el tipo de bacteria evaluada pertenece al grupo de las GRAM
Negativas, grupo al que pertenecen las bacterias acido acéticas. También se realizd
prueba de catalasa resultando positivo (hubo formacion de gas).

Considerando estos resultados de Tincion de GRAM, Prueba de Catalasa y que las
bacterias que crecieron en este medio solubilizaron el CaCOs; podemos presumir la

presencia de formadoras de acido que tal vez pudieran ser del tipo Acido Acéticas.

En las Figuras 19 y 20 podemos observar las morfologias al microscopio de las

colonias extraidas del medios Univesal+Natamicina en los fermentadores.

Corte 'dé la- séccién para visualizar las
bacterjais_'vistas_ al-microscopio

)

Fermentador 1 Invierno WL Lo 38

Fig.19 Imagen al microscopio de Bacterias extraidas del medio Univ.+Nat del fermentador 1 de invierno:

A) Imagen total vista con lente objetivo 40X; B) Vista ampliada de la seccidn central de la imagen

Corte de la seccion para visualizar las
bacterias vistas al.microscopio

Fermenta

Fig.20 Imagen microscopio de Bacterias extraidas del medio Univ.+Nat del fermentador 2 de primavera:

A) Imagen total vista con lente objetivo 40X; B) Vista ampliada de la seccion central de la imagen

En todas las imagenes se pueden ver claramente los bacilos y los cocos y con las
pruebas bioquimicas orientativas (Tincién GRAM color Violeta y Catalasa Negativa)

podemos decir que es posibles que sean Lactobacillus y Pediococcus.
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Para finalizar el capitulo de resultados y discusion y bajo el supuesto hipotético que
los microorganismos presentes en los fermentadores de Invierno y Primavera sean
los que presumiblemente identificamos, compararemos esta microbiota con la de Ila
cerveza Lambic que tradicional e histéricamente es la cerveza de fermentacion

espontanea por excelencia.

Tabla 7. Comparacion de la posible microbiota existente en los fermentadores

evaluados con la microbiota de la cerveza Lambic.

Fermentadores Invierno y Cerveza Lambic (Sparrow, 2005)

Primavera
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae,
pastorianus o bayanus pastorianus y bayanus

Brettanomyces bruxellensis

Brettanomyces bruxellensis
Brettanomyces anomalus

Cryptococcus dimennae,
Cryptococcus hungarus
Cryptococcus neoformans var. Cryptococcus
unigutulattus
Cryptococcus magnus
Candida apicula
Candida agrestis Candidas
Candida spandovensis
Pichia toletana
Pichia delftensis
Hanseniaspora valvyensis
(mismo género que la
Kloeckera, se diferencian en la
forma de reproduccion)

Issatchenkia orientalis -

Pichias

Kloeckera apiculata

Rhodotorula graminis -

- Hansenula

Enterobacter
Citrobacter
- Echerichia
Klebsiella
Hafnia
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus brevis
Pediococcus damnosus
Pediococcus parvulus
Acetobacter aceti
Gluconobacter oxydans

Lactobacillus

Pediococcus

Acetobacter

Podemos observar en la tabla 7 que los principales microorganismos fermentativos,
oxidativos y que aportan acidez en las cervezas Lambic (levaduras Saccharomyces,
Brettanomyces, levaduras oxidativas y bacterias lacticas y acéticas
respectivamente) muy posiblemente también estuvieron presentes en los
fermentadores evaluados lo que significa que es un buen hallazgo que permite
darle continuidad al proyecto de Cervezas Acidas de Fermentacién Espontanea en

Cerveses La Pirata.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

VI.1

VI.2

CONCLUSIONES

Se verificd la existencia de microbiota en el ambiente del entorno de
Cerveses La Pirata que permite la inoculacion espontanea en mosto
cervecero.

Se identifico dicha microbiota encontrandose muy posiblemente en todos los
fermentadores puestos en invierno y primavera Levaduras Saccharomyces
cerevisae, pastorianus o bayanus; Brettanomyces bruxellensis;, Candida
apicula, Issatchenkia orientalis o Rhodotorula graminis y Cryptococcus
unigutulattus o magnus; Lactobacilos, Pediococos y Acetobacter.
Adicionalmente en los fermentadores de invierno se identificé la posible
presencia de Cryptococcus dimennae, hungarus o Pichia delftensis y
Hanseniaspora valvyensis y en los fermentadores de primavera la posible
presencia de Candida agrestis o spandovensis.

La microbiota posiblemente identificada seria de utilidad y pertinencia para
la fermentacién espontanea de mosto cervecero.

Existid gran diferencia en atenuacién de los fermentadores con valores
menores al 12% para unos y mayores al 90% para otros aun cuando tanto
el mosto como las condiciones de enfriamiento y fermentacion fueron las
mismas. Esto avala el hecho de que la fermentacién espontanea es un
proceso con un componente de incertidumbre o aleatoriedad importante.

Los fermentadores puestos en primavera presentaron Mohos al dia siguiente
del enfriamiento natural producto quizas de las condiciones de temperatura
y humedad del ambiente. También presentaron una velocidad de atenuacion
mayor que la de los fermentadores de invierno.

RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion utilizando mosto con la receta de la cerveza acida
prevista y los equipos habituales (coolship, barricas, etc.) para la
fermentacion espontanea.

Realizar el seguimiento microbiolégico con una frecuencia mayor,
determinando la densidad poblacional tanto de levaduras y bacterias con el
fin ubicar la secuencia de aparicion de cada microorganismo y el nivel de
competencia en cada fase, tal como existe para la cerveza Lambic.

Las condiciones ambientales de Primavera favorecen el crecimiento de
microorganismos no deseados que pudieran contribuir al cambio de perfil
organoléptico, asi que no se recomienda realizar fermentacion espontanea
de mosto cervecero en dicha estacion del afio. Se recomienda la
fermentacion espontanea de mosto cervecero en invierno.
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ANEXO 1

Toma de muestras fisicoquimicas

Materiales requeridos: Botellas de plastico o de vidrio con tapa con capacidad

minima de 100 mL.

Soluciones y Reactivos: agua para limpieza, acido peracético al 3% v/v

1)
2)

3)
4)

5)

Abrir el grifo del fermentador y purgar entre 100 y 150 ml de cerveza.

Curar la botella con la cerveza a muestrear al menos dos (2) veces para
garantizar que el muestreo se realice de manera efectiva.

Tomar 100 ml de muestra en la botella.

Una vez tomada la muestra, lavar el grifo con agua limpia y luego con la
solucién de acido peracético al 3% v/v

Trasladar la muestra al laboratorio para su analisis.

ANEXO 2

Analisis de densidad y °Plato

1)

2)

3)
4)

5)
6)

7)
8)

Colocar un papel de filtro en un embudo plastico y éste a su vez sobre una
Erlenmeyer de 100 ml.

Adicionar la muestra sobre el papel de filtro, dejar filtrar hasta obtener una
cantidad suficiente (30 ml).

En caso de ser necesario, se debe atemperar la muestra a (20 + 3) °C.
Succionar la muestra filtrada con el densimetro Anton Paar los hasta que el
piston de succién llegué a su tope (llenado total).

Desechar y repetir la succion y desecho dos veces mas.

Succionar y dejar el densimetro en posicion horizontal para que estabilice y
analice la muestra.

Leer el valor de densidad luego que se haya estabilizado.

Limpiar el densimetro de acuerdo al protocolo de limpieza.

Analisis de pH

1)
2)
3)

Verter la muestra en un beaker.
En caso de ser necesario, se debe atemperar la muestra a (20 £ 3) °C.
Proceder a la medicion del pH con el pHmetro Mettler Toledo y registrar

cuando se haya estabilizado la medicion.
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ANEXO 3

Toma de muestras microbiolégicas

Materiales requeridos: Botella de vidrio con su respectiva tapa, limpia, sin trazas

de detergente y sometida a un proceso de esterilizacion de 15 minutos a minimo
100°C, Hisopos estériles, Mechero portatil, encendedor y guantes de latex.

Soluciones y Reactivos: Agua para limpieza, Etanol, Acido Peracético al 3 % v/v.

1) Purgar del tanque por lo menos 100 ml de muestra. Abrir y cerrar el grifo
sucesivamente de manera repentina, para garantizar la eliminacién de restos
en el interior de la pieza.

2) Cerrar el grifo y limpiar el tomamuestra con agua limpia y un Hisopo estéril,
luego con acido peracético e hisopo y de Ultimo con etanol e hisopo estéril.

3) Abrir el grifo y dejar salir unos 50 ml de muestra y luego tomar la botella
estéril y muestrear por lo menos 100 ml de muestra.

4) Limpiar el tomamuestra con agua limpia y un Hisopo estéril, luego con acido
peracético e hisopo y de ultimo con etanol e hisopo estéril.
5) Traslade la muestra al laboratorio para su analisis.

ANEXO 4
Preparacion de medios de cultivo.

Medio Universal (agar universal para cerveza): Medio basal que, con la adicién

de cerveza, se usa para el cultivo de microorganismos significativos en la industria
cervecera. Medio compuesto de leche peptonizada, extracto de levadura, suero de
tomate, fosfatos, cloruro de sodio, sales minerales, nitrégeno, vitaminas y factores
de crecimiento. Ademas durante la preparacion se adiciona cerveza que aporta
alcohol y ldpulo, creando un ambiente muy favorable para el crecimiento de los
microorganismos contaminantes de la cerveza. La fuente de carbono y energia la
suministra la glucosa y los fosfatos tamponan el medio. El cloruro sédico y las otras
sales minerales mantienen el equilibrio osmoético. La cerveza aumenta la accién
selectiva y estimulante, ya que tanto el alcohol como los componentes del lUpulo
eliminan la mayoria de los contaminantes del aire permitiendo el crecimiento de
levaduras propias de mosto y cerveza, incluso cepas salvajes y las contaminantes.

Férmula en g/L

Glucosa 16 g Sulfato de Manganeso 0,006 g
Peptona 15¢g Sulfato férrico 0,006 g
Extracto de levadura 6g Cloruro de sodio 0,006 g
Suplemento de tomate 12 g Sulfato de Magnesio 0,12 g
Agar bacterioldgico 15¢ Fosfato monopotasico 0,39
Fosfato dipotasico 0,3g
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Preparacion: Suspender 65 g del polvo en 750 ml de agua destilada y llevar a
ebullicion con agitacién constante hasta la disolucion completa. Afadir 250 ml de
cerveza y homogeneizar suavemente para desgasificar. Distribuir en recipientes

adecuados y esterilizar a la autoclave a 121°C durante 10 minutos.

Medio Universal- Natamicina: Todas las ventajas del medio universal con la
adicion de Natamicina para inhibir el crecimiento de hongos (entre ellos los mohos
y levaduras). Este medio se utilizd para el crecimiento de bacterias acido lacticas
por lo que las placas se incubaron en anaerobiosis.

Preparacion: Medio Universal con la adicion de Natamicina a 0.01% (100 mg/l),

después de autoclavar.

Medio Universal-Cloramfenicol: Todas las ventajas del medio universal con la

adicion de Cloranfenicol que inhibe el crecimiento de bacterias como Lactobacillus,
Pediococcus, Acetobacter, Zymomonas, microorganismos adaptados a la cerveza.
Preparacion: Medio Universal con la adicion de 0.01% (100 mg/l), después de
autoclavar.

Medio Agar lisina: Un medio sintético para el aislamiento y cuantificacion de

levaduras silvestres que se encuentran en la elaboracion de cerveza. En este
medio, se suprimen las levaduras de cultivo como las Saccharomyces cerevisae y
pastorianus debido a que la Unica fuente de nitrégeno es la Lisina por lo que
ninguna cepa normal de la industria cervecera utiliza Lisina como fuente de
nitrégeno, permitiendo el crecimiento de otras levaduras, incluidas las salvajes que
si pueden utilizar la Lisina como nutriente.

Férmula en g/L

Yeast carbon base 11,759

Lisina. HCI 2,5 ¢
Agar bacterioldogico 20,00 g
Agua destilada 1L

Medio diferencial WLN+Cloramfenicol para levaduras: El medio nutritivo de
Wallerstein (WLN) se emplea para el cultivo de levaduras y mohos que se

encuentran en la industria cervecera y procesos industriales de fermentacion. En el
caso de la cerveza con un pH de 5,5 se pueden hacer recuentos de distintos tipos
de levaduras. A este medio también se le adicioné Cloranfenicol para inhibir el

crecimiento de bacterias.

Formula en g/L

WLN media 80 g
Agua destilada 1L
Cloramfenicol 100mg/L (adicionar después de autoclavar)
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Medio Universal+Natamicina+CaCO3+Verde de Bromocresol: Todas las
ventajas del medio universal con la adicién de Natamicina para inhibir el
crecimiento de hongos (entre ellos los mohos y levaduras) también se adicion6 20
ppm de Verde de Bromocresol y 3 g/L de CaCO3 que permitiran ver los halos de
viraje de color o aclaramiento alrededor de las bacterias formadoras de acidos
capaces de solubilizar el CaCO3, por lo que las placas de este se incubaron en
aerobiosis.

Medio YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose)
Glucosa 20 ¢
Peptona 209
Extracto de levadura 10g
Agar bacteriolégico 20 g
Agua destilada 1L

Preparacion: Suspender todos los sélidos en el litro de agua destilada y llevar a

ebullicion con agitacion constante hasta la disolucion completa. Distribuir en

recipientes adecuados y esterilizar a la autoclave a 121°C durante 10 minutos.

ANEXO 5

Siembra en medios de cultivo.

Siembra en superficie / extension en placa

Orignal p
nocalum
100!
900!
110 1100
4 \_J

Eppendorf Diutions ‘ 1:100,000
o/
100p| 100ul l 100pul 1 100p! 1 100p!
e 1:100 1.1,000 1:10,000 1.100,000 1:1,000,000

10° 104 10° 108

Calkculation: Number of colonies on plate x reciprocal of dilution of sample = number of bacteria/mi
(For examgle, it 32 colonies are on a plate of */12.000 dilution, hen the count i 32 x 10,000 = 320,000/mi in sampie.)

UFC/ml

Para extender sobre la superficie de la placa la muestra se utiliza una asa de
siembra vidrio (asa de Digraslky), o perlas de vidrio estériles.
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Siembra por
extension Colones

__) Incubacion
% = =) = =

nuestra 0.1 N menos LA Muesira s oxhonco unidormmes el

e prpoied sobre i superfics 0D I superficse del A0 usando o Hesultado Yipico de ta sembre

M0 DIBCA CONn 80N wa do vidno estend POr Sxienson

Las placas de los medios Universal+Cloranfenicol, WLN+Cloramfenicol y Lisina se
incuban a 28 °C de 3 a 5 dias de forma aerobia, las placas del medio
Universal+Natamicina se incuban a 28 °C 5 dias en anaerobiosis y las placas del
medio Universal+Natamicina+CaCO3+verde de Bromocresol a 28 °C 5 dias de

forma aerobia.

ANEXO 6

Aislamiento de levaduras.

El aislamiento se realizé por diseminacion en la superficie de los medios sélidos en
placa de Petri dado que es la técnica mas utilizada.

Con un Asa de siembra, calentada al rojo vivo en el mechero y enfriada cerca del
mismo o tocando el medio, se toma una muestra del cultivo de levadura y se
extiende sobre la superficie de la placa de YPD, pero sin hacer presion para no
dafar el agar. Se lleva la placa a incubar a 28 ©°C. Mediante esta técnica se
obtienen colonias aisladas a partir de los medios Universal+Cloranfenicol,
WLN+Cloranfenicol y Agar Lisina que contenian varias especies de levadura. Existen
distintos tipos de trazados tendientes a lograr una buena separacion entre los
muestras sembradas. En este trabajo se utilizo el trazado de Agotamiento de Asa
de Platino, en donde se flamea el Asa, se enfria y después de rozar la siembra
realizada previamente, se realizan estrias en dos placas en forma consecutiva sin

recargar el Asa.

ANEXO 7

Evaluacién por Microscopia Optica y observacién de colonias en placa

Una de las técnicas utilizadas en el laboratorio para la diferenciacién es la
observacién directa al microscopio (con lentes objetivo 10X y 40X). El principio en
que se basa esta técnica es la identificacién de las diferentes morfologias de cada
microorganismo (las cuales se pueden conseguir en la bibliografia o con el apoyo
del personal especializado) y de acuerdo a esto determinar si la morfologia vista al

microscopio corresponde a levaduras o a bacterias. En esta técnica se tomé
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asépticamente bajo mechero bunsen y uso de puntas estériles un aproximado de
10 a 20 ul de muestra y se coloca en una lamina portaobjetos, luego se cubre con

un cubreobjetos y se observa al microscopio con los lentes objetivo 10X y 40X.

Otro estudio para la diferenciacién e identificacion de microorganismos es la
observacién macroscopica de la colonia cuando se cultiva en medio sélido; de la
multiplicacién de cada microorganismo se origina una colonia formando una masa
de millones de células observables a simple vista. La morfologia de la colonia deriva
de cada célula pero es una caracteristica de la masa celular.

Las caracteristicas que se observan y se analizan de cada colonia son:

a) Tamano: uniforme para cada especie o tipo, las dimensiones varian desde muy
pequeifas o apenas visibles, hasta unos centimetros de diametro.

b) Consistencia: blanda, seca o viscosa.

c) Forma: depende del borde y del espesor. El borde puede ser liso, entero,
ondulado, aserrado, etc. El espesor depende de la elevacién pudiendo ser chatas,
elevadas, convexas, conicas, crateriformes, etc.

d) Otras caracteristicas observables son Pigmentacién, Olor y Formacion de Halos.

ANEXO 8

Tincion de Gram

Durante la aplicacion de la prueba es importante disponer de una bandeja para
tinciones o su equivalente y papel absorbente para evitar manchar las superficies
de trabajo, ya que los colorantes empleados se fijan facilmente a la superficie de
los mesones de laboratorio

e Seleccionar bajo la lupa con ayuda del asa, una o varias colonias del
microorganismo a identificar.

e Realizar un frotis del microorganismo en una gota de agua estéril sobre un
portaobjeto limpio y seco.

e Fijar el frotis al portaobjeto pasandolo por encima de la llama de un mechero
cuidadosamente o dejandolo secar al aire libre.

e Cubrir el portaobjeto con la solucién cristal violeta o violeta de genciana durante
dos (2) minutos.

e Sin escurrir o lavar el portaobjetos, fijar el colorante cubriéndolo con lugol y
mantener durante un (1) minuto. Al transcurrir este tiempo inclinar el
portaobjeto para escurrir los reactivos y cubrir nuevamente el portaobjeto con
lugol durante (1) minuto adicional.

e Escurrir el portaobjeto y dejar correr agua destilada desde un extremo de

portaobjeto.
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Eliminar exceso de colorante con la solucién de alcohol-acetona durante 5-10
segundos.

Lavar con agua destilada y dejar secar.

Cubrir con rojo Safranina durante dos (2) minutos para contrateiir.

Escurrir el portaobjeto y dejar correr agua destilada desde un extremo.

Dejar secar.

Observar la coloracién del microorganismo con la ayuda del microscopio en
campo claro. Para mejor visualizacion puede utilizar aceite de inmersion y el

objetivo correspondiente.

ANEXO 9
AMPLIFICACION DEL ADN ribosomal (rDNA)

En la PCR directa de colonia, se hace previamente una rotura térmico de las
células, para obtener el ADN.

En un tubo de PCR se afiade una colonia de levadura a 50 pL de agua milliQ
estéril. Se pone a 95°C durante 10 min, y del sobrenadante (donde estara el

DNA) se cogen 2 uL para hacer la PCR

Preparacion de la muestra (VT = 50 1)
(Se puede preparar un mix con todos los ingredientes excepto el DNA. Para esta
preparaciéon se tienen en cuenta el nimero de muestras a hacer, mas 2-3

muestras adicionales, para tener volumen suficiente).

- H20 Milli-Q estéril ...(volumen necesario para tener un volumen final de 50 ul)
- Tampon Taqg 10x (sin MgCl2) (EcoTaq) ...... 5ul
- Sol. MgClI2 (50mm), (EcoTaq) ...ovvvvvvinviinnnnnns 3ul
- Oligonucledtidos
- ITS1 (conc. Final 10 pm) ... 1ul
- ITS4 (conc. Final 10 pm) ... 1yl
- dNTPs (Boehringer Mannheim) .............o.o...e. 4ul una mezcla que
contiene los 4 (dATP, dCTP, dTTP y dGTP) a una concentracién de10 mM.

2 ul de DNA extraido

Desnaturalitzacio

95°C 459

Hibridacio

I
t

200 | 030
|
|

\ T .

1.0
IRt

Polimeritzacio

7°C

2

Desnaturalitzaci Amplificacio
(35 cicles) O
Figura: Programa de PCR.
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Posteriormente, se lleva a cabo, una electroforesis horizontal en un gel al 1,2%
(p/v) d'agarosa Multipurpose en tampén de migracién 1xTBE.

En este gel, se cargan 10 ul de ADN amplificadoal que se le afiade 2 ul de tampodn
de carga (que contiene azul de bromofenol) y se utiliza 5 ul del DNA Ladder de 100
pb como marcador de peso molecular. El gel se somete a un voltaje de 80V durante

1-2 horas.

ANALISIS DE RESTRICCION DEL rDNA
Los productos de PCR se digieren con la enzima de restriccion HinFi:

Preparacion de la muestra (VT = 20ul).

- 9 ul d'H20 Milli-Q estéril

- 2 ul Tampédn del enzima correspondiente
- 1 ul Enzima correspondiente

- 8 ul DNA amplificado

La muestra se incuba a 37°C durante 6 horas.

Para observar el resultado de la digestion, se lleva a cabo una electroforesis
horizontal, como en el caso anterior. En la muestra digerida se le adicionan 2 ul de
colorante Azul de bromofenol (diluido 1/2) y se carga en un gel al 3% (p / Vv)
d'agarosa Multipurpose utilizando como marcador 5yl de DNA Ladder de 100pb. El

voltaje utilizado es 80V durante 2-3 horas.

Nivel de especie Digestién con enzimas de restriccion: Hinf |

PCR, amplificacién fragmento 5.8S

sorbosa
stellata
stellata
intermedia
bruxellensis
apiculata
uvarum
uvarum

colliculosa
parasilopsis
vini

cerevisiae

(Primers ITS) duddoyaa TEITIT Gy uNN

C.
C.
C.
C.
C.
D.
B

600pb
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CAPITULO VIII ANEXOS

ANEXO 10

Imagenes ampliadas del microscopio 6ptico y las colonias en placa

Fermentadores de Invierno y Primavera

) A

Invierno’”

YT o
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CAPITULO VIII ANEXOS

Imagenes de levaduras aisladas de los Fermentadores de Invierno y

Primavera

7

o o §
Primavera . s

0
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CAPITULO VIII ANEXOS

Imagenes de bacterias de los Fermentadores de Invierno y Primavera

" Invierno .

Primavera
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CAPITULO VIII ANEXOS

Imagenes de la siembra en placas de los Fermentadores de Invierno y

Primavera

Primavera
Medio Universal+Cloranfenicol

48



CAPITULO VIII

ANEXOS

Invierno
WLN+Cloranfenicol

Primavera
WLN+Cloranfenicol
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CAPITULO VIII ANEXOS

Invierno
Agar Lisina

Primavera
Agar Lisina
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Invierno
Universal+Natamicina

Primavera
Universal+Natamicina
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CAPITULO VIII

ANEXOS

Invierno
Universal+Natamicina+CaCO3+Verde de Bromocresol

Primavera
Universal+Natamicina+CaCO3+Verde de Bromocresol
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