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Introduccion

Las bebidas se toman para calmar la sed o por placer, proporcionan agua al cuerpo,
refrescan y alimentan, la cerveza se considera una bebida estable microbioldgicamente
debido a la presencia de etanol (0.5-14 % v/v), presencia de sustancia amargas
procedentes del lUpulo, valores de pH bajos y concentraciones reducidas de oxigeno, sin
embargo, hay un grupo pequeno de bacterias alterantes resistentes a estas condiciones,
siendo las bacterias acido-lacticas (BAL) los microorganismos mas comunes que pueden
llegar a producir turbidez, olores y sabores desagradables trayendo consigo importantes
pérdidas econdmicas para la industria cervecera.

Las cervezas artesanas son mas susceptibles a las contaminaciones microbianas por no
incluir en su elaboracion los procesos de filtracion ni pasteurizacion, como si se realiza
en las cervecerias industriales.

Desde el punto de vista de seguridad alimentaria, otro aspecto para tener en cuenta
relacionado con BAL es la posible produccion de aminas bidgenas (AB). Donde una
ingesta de altas concentraciones de AB puede inducir a reacciones adversas, tales como
nauseas, dolores de cabeza, erupciones cutaneas, cambios en la presion sanguinea, etc.

Por lo expuesto, el siguiente articulo expone el crecimiento de las BAL en diferentes
estilos cerveceros artesanales, asi como su capacidad de produccion de AB, tal proyecto
se realizo en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Alimentacion (CIAL) en
Madrid, Espana.

La cerveza artesanal

El Real Decreto 678/2016, de 16 de diciembre (BOE 17 de diciembre de 2016), define
como cerveza al alimento resultante de la fermentacion, mediante levaduras
seleccionadas, de un mosto cervecero elaborado a partir de materias primas naturales
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(4). La cerveza artesanal se diferencia de otras bebidas de malta por su fabricacion ya
que se realiza una segunda fermentacion en botella y por lo general no contempla
filtracion ni pasteurizacion, ademas el uso de ingredientes no convencionales ricos en
almidon agregados para obtener un aroma y sabor Unicos en la cerveza, como frutas,
hierbas, miel, especias y verduras, aumentan el riesgo de deterioro.

Caracteristicas fisico-quimicas de la cerveza que la hacen estable
microbiolégicamente

La estabilidad microbiologica de la cerveza se debe principalmente al pH bajo que
facilita la entrada de acidos organicos débiles en las células, ocasionando acidificacion
intracelular, destruccion de sistemas enzimaticos y la reduccion en la absorcion de los
nutrientes. Otro factor es la presencia de acidos amargos del lUpulo (como los a-
isoacidos) que actlan como ionofdéros (moléculas hidrofobas capaces de transportar
jones y cationes como K*, Na’, Ca> y Mg? a través de la membrana celular de
procariontes y eucariontes) e inhiben el crecimiento de las bacterias sensibles al lupulo,
ya que intervienen en la generacion de energia (ATP), asi como en el transporte de
nutrientes. El contenido de etanol causa dano a la membrana celular de las bacterias
interfiriendo con el metabolismo que acaba con una lisis celular. El alto contenido de
CO; que llega a modificar la membrana celular, inactivacion enzimatica, desequilibrio
de electrolitos intracelulares, y por ultimo la presencia de soélo trazas de azucares
fermentables hacen que sea un ambiente hostil, donde solo pocos organismos pueden
sobrevivir y desarrollarse.

Principales microorganismos contaminantes de la cerveza

El nUmero de especies que se pueden encontrar en la cerveza es relativamente pequeio,
estudios previos documentan que el 70% de las contaminaciones son ocasionadas por
BAL, principalmente los géneros Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc.

Genes de resistencia al lapulo presentes en BAL

Las BAL contaminantes de cerveza tienen algunas caracteristicas en comun, como la
resistencia a los a-isoacidos del lUpulo, la cual esta dada por elementos genéticos como
los transportadores multidrogas horA, horC, y los transportadores de cationes hitA y
ORF5, los cuales se encuentran comUnmente en plasmidos (moléculas de material
genético (ADN) que se replican independientes del cromosoma bacteriano).
Presumiblemente las actividades de HorA y HorC provocan una entrada reducida de los
acidos amargos del lipulo no disociados y permeables a la membrana citoplasmatica vy,
por lo tanto, limitan el efecto antibacteriano de los compuestos derivados del lupulo.
En cuanto al gen hitA se ha propuesto que funciona como un mediador de la resistencia
al lupulo ya que juega un rol en captar cationes divalentes como el Mn*, el cual es
importante para muchas proteinas que son dependientes de Mn*?, las cuales estan
involucradas en la generacion de energia y la homeostasis redox que es esencial para la
salud normal y la supervivencia de la célula.

Produccion de aminas bidgenas en cerveza

Las aminas bidgenas son compuestos organicos de bajo peso molecular producidos
mayoritariamente por la descarboxilacion (Reaccion quimica en la cual ocurre la

REDICINAYSA. Vol. 9, No.3, 2020 Pag 26|44



eliminacion del grupo carboxilo del acido carboxilico) de ciertos aminoacidos por accion
bacteriana Las principales bacterias productoras de AB en alimentos fermentados son
las BAL (9), quienes, a través de enzimas descarboxilan los aminoacidos precursores
produciendo la AB correspondiente. En estudios previos, se han identificado alrededor
de seis AB presentes en botellas de cerveza listas para su comercializaciéon o en el punto
de venta (tiramina, histamina, putrescina, cadaverina, agmantina y espermidina),
siendo su origen principalmente de dos fuentes: por un lado, se pueden producir por la
accion descarboxilasa de los microorganismos, y la otra es que, las AB pueden
encontrarse naturalmente es las materias primas, principalmente en la malta.

Dado que las AB pueden actuar como agentes vasoactivos, su presencia de altas
cantidades de AB en los alimentos fermentados puede ser contraproducente para la
salud, ademas el etanol presente en la cerveza inhibe la monoaminooxidasa, que es la
enzima necesaria para la eliminacién de AB, de modo que, cuando se realiza un consumo
elevado de cerveza en poco tiempo, puede producir una ingesta de AB que puede llegar
a causar posibles efectos toxicos a la persona.

Resultados del proyecto realizado para estudiar la capacidad alterante de BAL y su
produccion de AB en cerveza artesana

Figura 1. Muestras de cervezas utilizadas,
atemperadas y descarbonatadas

Para el proyecto se seleccionaron seis microorganismos de cepas de BAL: Lactobacillus
brevis (CIAL-BL1 y CIAL-BDI), L. plantarum (CIAL-BF1), L. paracasei (CIAL-B6),
Leuconostoc mesenteroides (CIAL-B3) y Pediococcus acidilactici (CIAL-PF) que se
adaptaron de forma secuencial en medios liquidos similares a la cerveza para
posteriormente ser inoculadas en once tipos de cervezas artesanales que se observan en
la Figura 2. Los aislamientos de BAL de Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc
mostraron diferentes capacidades de crecimiento en los diferentes estilos cerveceros
de prueba que se muestran en la Figura 3. Las cervezas que fueron inoculadas con cepas
de Pediococcus y Leuconostoc en su mayoria no se deterioraron (a excepcion de las
bebidas con un pH mayor 4.15 y con Unidades de amargor menores a 20), esto puede
deberse a que estas cepas carecen de los principales genes relacionados con la
resistencia al lUpulo (horA y horC). A diferencia de los dos aislamientos de L. brevis
(CIAL-BL1 y CIAL-BDI) que presentaron los genes horA y horC, que incluso pudieron
crecer en condiciones mas acidas y lupuladas, y en concentraciones de alcohol mas altas
pudiendo estropear el 90.9 % de las cervezas probadas.
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En cuanto a la produccion de AB las cepas L1 y D1 presentaron concentraciones
considerables de putrescina y tiramina como se observa en la Figura 4. Por lo que L.
brevis llega a considerarse como una bacteria potencial en la descomposicion de
cerveza, por ello se debe prestar mas atencion en los procesos de limpieza e higiene de
las cervecerias artesanales para evitar riesgos en la calidad y la salud del consumidor.

Cerveza Codigo de la
cerveza pH % ABV BU % YFE

Castafia B1 450+£0.01 47+ 0.04 15021 0.96x0.01
Pale Ale M B2 432+ 0.01 5.2+0.06 19+0.57 0.99=0.02
San Miguel B3 415001 0.04+0.01 13028 1.93=0.01
Morena B4 449+ 001 49+ 0.05 19+0.35 0.72+0.06
Viejo Madrnid B3 463+ 0.01 4.9+0.02 17035 0.29=0.02
Stout B6 4 46+ 0.01 7.0£0.08 16=0.35 2452006
Trgo B7 433001 4.5+ 0.07 12+0.57 1.49+0.04
Rubia B8 4.68+0.01 4.5+ 0.09 19+0.28 0.69=0.03
IPA Adry 5.1 B9 444+ 001 51+0.10 33=035 2242006
Super8 IPA B10 461+ 0.01 6.0+ 0.11 21035 0.32=0.02
Uva Bl11 347+ 0.01 6.5+ 0.14 7£0.57 1.6320.08

ABV: alcohol por volumen; BU: unidades de amargor; YFE: extracto fermentable por levaduras

Figura 2. Caracteristicas fisico-quimicas (media + desviacion estandar) de las cervezas
utilizadas en la evaluacion de la capacidad de deterioro de la cerveza por los
aislamientos de BAL.

gen Resistencia al lipulo
Cerveza 165
Bacteriamoculada  deferiorada  (RNA  hord  horC hitd  OREFS
CIAL-BI BlyB2 + - - - +
B1B2B4B6B7
CIAL-BF1 vB8 + - - - -
CIAL-PF BlyB2 + - - - -
CIAL-B3 BlyB2 + - - - -
CIAL-B6 BlyB2 + - - - +
Todas excepto
CIAL-BD1 Bl1 + + + - +
Todas excepto
CIAL-BL1 Bll + + + + +

Figura 3. Tabla de la capacidad de deterioro de las BAL a la cerveza y genes que
confieren resistencia al lUpulo.
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Cuantificacion de AB en

GENES DE AB cerveza Bl (mg LY)
BAL tdc odc hde Putrescina ~ Tiramina

Bl + - - 42 ND
CL - + + 42 ND
PF - - - 4.5 ND
B3 - - - 43 ND
B6 . . . 44 ND
D1 + + 8.6* ND
L1 + + + 8.6% 5.6%

Figura 4. Tabla de genes relacionados con la sintesis de AB y su cuantificacion en
cerveza.

Conclusiones

Es importante que se garantice que las personas gocen de seguridad al consumir una
cerveza, esto desde el punto de vista de la inocuidad. Por lo que las cervecerias
artesanales que son las mas susceptibles a la contaminacion deben considerar estos
hallazgos, especialmente en el control microbioldgico, para evitar riesgos en la calidad
y la salud del consumidor, pues se sabe que a menudo carecen de los beneficios de un
laboratorio microbioldgico con los recursos necesarios para un monitoreo constante, por
lo que les seria conveniente adoptar medidas sanitarias que favorezcan la produccion
de bebidas inocuas, para ello es esencial la propagacion de informacion cientifica, hasta
donde se sabe, este es el primer informe sobre el monitoreo de BAL, desde dos puntos
de vista, la calidad de la cerveza y la seguridad alimentaria.

La investigacion, asi como la difusion de informacion relacionada con los microrganismos
con capacidad deteriorante especificamente en cerveza es poca, sin embargo,
necesaria, ya que en los ultimos anos su popularidad se ha ido acrecentando en especial
las artesanales.
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