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RESUMEN

La cerveza es una bebida fermentada en la cual la actividad microbiana define
las caracteristicas del producto y se encuentra involucrada en todas las etapas
del proceso de su produccién. La diversidad de microorganismos en el proceso
de elaboracién de cerveza es limitada debido al ambiente restrictivo de esta,
dado especialmente por los iso-a-acidos del lupulo y el etanol, los cuales
poseen actividad antimicrobiana. Aun asi, algunas bacterias pueden crecer en
cerveza. lLas bacterias acido lacticas (BAL) son reportadas como las
responsables de mas del 70 % de las contaminaciones a cerveza. Estas
bacterias contaminantes de cerveza tienen la caracteristica en comun de la
resistencia a los iso-a-acidos del lupulo, la cual estd dada por elementos
genéticos como los transportadores multidrogas horA y ORF5; sin embargo, la
tolerancia a los compuestos del lupulo puede ser una caracteristica
multifactorial que incluye la especie bacteriana y los genes de resistencia a
lpulo. Por lo que es importante rastrear las especies bacterianas
contaminantes y sus genes de resistencia a lupulo en el ambiente cervecero. En
este trabajo aislamos 10 cepas de BAL y una de Bacillus sp. de un ambiente de
elaboracion de cerveza; ademas de los genes de resistencia horA'y ORF en 10
de las cepas aisladas, incluyendo a Bacillus sp. el cual no pudo crecer en
cerveza. Las cepas de BAL fueron identificadas con la secuencia y patrén de
restriccion con la endonucleasa Bfal, resultando en cuatro especies distintas; L.
rossiae, P. damnosus, L. brevis y L. casei, La mayoria de las cepas y genes de
resistencia a ldpulo fueron encontrados en el ambiente del area de

fermentacién.



ABSTRACT

Beer is a fermented beverage where microbial activity is involved in every step
of its production defining the characteristics of the final product. But the diversity
of microorganisms present in this process is limited mainly by its restrictive
environment given especially by the iso-a-acids from hop and ethanol which
have antimicrobial activity. Despite these unfavorable conditions for bacterial
growth, some beer spoilers are able to progress in beer. Lactic acid bacteria
(LAB) are reported to be responsible for approximately 70 % of all beer spoilage
incidents. These beer spoilers have the common characteristic of resistance to
iso-a-acids found in hops given by genetic elements such as ORF5 and the
multi-drug transporter horA. However, the tolerance to hop compounds could be
a multi-factorial trait that includes the bacterial species and the hop-resistance
genes. So it is important to track the bacterial beer spoiler species and hop-
resistance genes in a brewery environment. In this work we isolated 10 beer
spoiling LAB strains and one Bacillus sp. from a brewery environment and we
found hop-resistance genes (horA, ORF5) in 10 of the isolated strains, including
the non-beer spoiler Bacillus. The isolated LAB strains were identified by
rRNA16S gene sequence and restriction with Bfal, resulting in four species, L.
rossiae, P. damnosus, L. brevis and L. casei. Most of the strains and hop-

resistance genes were found in the environment of the fermentation stage.



INTRODUCCION

La cerveza siendo una bebida fermentada, la actividad microbiana esta
involucrada en todas las etapas de su proceso de elaboracién definiendo las
caracteristicas del producto final (Bokulich y Bamforth, 2013). El proceso
microbiano mas importante en la produccién de cerveza es la fermentacién por
Saccharomyces en el extracto de un cereal; pero otros microorganismos,
normalmente indeseados, pueden estar presentes en el proceso. Sin embargo,
los microorganismos presentes en la cerveza y su proceso de elaboracién estan
limitados por el ambiente restrictivo de la misma. Es por esto que la cerveza es
clasificada como una bebida segura con alta estabilidad microbiol6gica donde
microorganismos patégenos no pueden crecer. La estabilidad microbioldgica
esta dada por el contenido de etanol, alta concentracion de didxido de carbono,
pH acido y poco oxigeno. La cerveza también contiene lupulo, el cual da el
sabor amargo caracteristico. Los compuestos del IUpulo, principalmente los iso-
a-acidos, poseen actividad antimicrobiana el cual es una defensa adicional
contra las bacterias (Bokulich y Bamforth, 2013; Richards y Macrae, 1964). Aun
y con estas condiciones no favorables para el crecimiento microbiano, algunas
bacterias si logran crecer en cerveza (Bokulich y Bamforth, 2013; Fernandez y
Simpson, 1993; Suzuki, 2011). Estas bacterias contaminantes de cerveza
pueden causar un incremento en la turbidez y cambios sensoriales que afectan
la calidad final del producto. La mayoria de las practicas de fermentacién
modernas ocurren en condiciones relativamente asépticas y utilizando cultivos
puros para evitar estos microorganismos indeseados en el proceso de
elaboracion de cerveza, pero las contaminaciones ambientales representan una

amenaza prevalente para la calidad del producto (Bokulich et al., 2015).

Las bacterias acido lacticas (BAL) como Lactobacillus y Pediococcus son
reportadas como las responsables de més del 70 % de todos los incidentes de
contaminacién microbioldgica en cerveza (Garofalo et al., 2015; Suzuki, 2011).
Aun y cuando el grupo de BAL contiene numerosas especies, solo pocas



pueden crecer en cerveza. Estas bacterias contaminantes de cerveza tienen la
caracteristica en comun de resistencia a los iso-a-acidos del lupulo por medio
de elementos genéticos como el transportador multidrogas horA, horC y el
transportador de cationes hitA, asi como horB, el regulador transcripcional de
horC, y el ORF5, los cuales se encuentran comunmente en plasmidos
(Bergsveinson et al., 2015; Bokulich et al., 2015; Bokulich y Bamforth, 2013;
lijima et al., 2007; Suzuki et al., 2005). Estos marcadores genéticos se pueden
utilizar para detectar bacterias potencialmente contaminantes (Bokulich et al.,
2015; Suzuki et al., 2005; Suzuki, 2011; Ziola, 2007). Algunos de estos genes
de resistencia también se han encontrado en bacterias no acido lacticas como
Bacillus, pero no de manera frecuente (Haakensen y Ziola, 2008). Aun asi, la
tolerancia a los compuestos del Ildpulo podria ser una caracteristica
multifactorial que incluye a la especie bacteriana asi como a los genes de
resistencia a lupulo (Behr et al., 2015). Por lo que es importante rastrear a las
bacterias contaminantes de cerveza y los genes de resistencia a lUpulo en el
ambiente de una cerveceria, donde pueden persistir en biofilms y otras reservas
ambientales, manteniéndose como fuentes potenciales de contaminacién
(Bokulich et al., 2015; Garofalo et al., 2015), donde podrian transferir de manera
horizontal los genes de resistencia a lupulo a bacterias del ambiente cervecero
que previamente eran inocuas para la cerveza. Por lo tanto el objetivo de este
estudio fue aislar bacterias de diversas areas del ambiente de una cerveceria
para rastrear la presencia de BAL especificas por restriccion y secuenciacion
del gen rBRNA16S, asi como detectar los genes de resistencia a lupulo horA'y
ORF5 por amplificacion por PCR y secuenciacion.



ANTECEDENTES

Cerveza

La cerveza es reconocida como una bebida segura ya que
microorganismos patégenos no pueden crecer en ella, esto se debe a la
presencia de etanol (0.5 a 10 % p/p), alto contenido de diéxido de carbono
(0.5% p/v), pH acido (3.8 a 4.7), concentracion reducida de oxigeno (menos de
0.3 ppm) y acidos de lupulo (17 a 55 pg/ml) lo cuales poseen actividades
antimicrobianas (Suzuki, 2011). La cerveza también es un medio inadecuado
para el crecimiento de microorganismos ya que la mayoria de los nutrientes son
utilizados en la fermentacion por la levadura cervecera (Bokulich y Bamforth,
2013). Aun y con estas condiciones inadecuadas para el crecimiento de
microorganismos, existen algunos que si pueden crecer en cerveza, siendo los
mas daninos y frecuentes las bacterias acido lacticas (Bokulich y Bamforth,
2013; Garofalo et al., 2015; Suzuki, 2011).

Proceso de elaboracion de cerveza

De manera estricta, la fermentacidon de la cerveza es un proceso
microbioldégico monocultivo; pero el proceso completo implica la sucesion de
microorganismos que afectan la calidad final del producto (Fig. 1) donde las
bacterias contaminantes pueden entrar al proceso de elaboracidén en cualquier
etapa del mismo (Bokulich y Bamforth, 2013; Storgards, 2000; Vaughan et al.,
2005). El escenario ideal seria que no se presentara ningun microorganismo
mas que la levadura Saccharomyces para la fermentacion del mosto, pero
siempre existe riesgo de contaminacion microbiolégica debido a que la
produccién de cerveza es un proceso no estérii donde se combina agua,
azucares de un cereal y ltpulo para formar el mosto, el cual es un ambiente rico

nutrientes que se encuentra vulnerable ante los microorganismos del ambiente



hasta que se agrega la levadura para comenzar la fermentacién. (Bokulich y
Bamforth, 2013; Vaughan et al., 2005). Una vez que el mosto es transformado
en cerveza por la levadura, es mucho mas resistente a las contaminaciones
microbianas, pero aun asi se mantiene la amenaza constante de contaminacién

por BAL resistentes a los acidos del ltpulo (Suzuki, 2011).

Etapa de produccion Bacterias reportadas
Malta . .
- Bacillus - Enetrobacteriaceae
- Pseudomonas - Acetobacteriaceae
- Lactobacillus
Macerado
Mosto } - Enetrobacteriaceae
Levadura } - Obesumubacterium
- Rhanella aquatilis
. - Lactobacillus
Fermentacion .
- Pediococcus
Reposo - Acetobacter - Lactobacillus
L - Zymomonas - Pediococcus
\/ - Gluconobacter - Megasphaera
Embotellado - Zymophilus - Pectinatus

Figura 1. Bacterias reportadas en las distintas etapas del proceso de elaboracién de cerveza.

El proceso de elaboracion de cerveza es un proceso largo que implica
cambios fisicoquimicos (Fig. 2) como el malteado de los granos de cebada, la
molienda de los granos y la maceracion de los granos molidos a una

temperatura de 45 a 65°C para obtener los azucares fermentables en solucidn



(mosto), posteriormente se filtra el mosto y se agrega el lopulo elevando la
temperatura a 100°C para isomerizar y volver solubles los acidos del lUpulo,
efectivamente esterilizando el mosto. Es por esto que en etapas anteriores a la
adicion del lupulo e hirvicion del mosto no es muy dafina la contaminacion
microbioldgica, pero si existiera crecimiento de microorganismos en la cebada,
este puede afectar la germinacién de la malta por competencia de oxigeno
(Bokulich y Bamforth, 2013). Una vez que el mosto se transfiere a los
fermentadores, este es altamente vulnerable a microorganismos oportunistas si
no se toman precauciones para asegurar una rapida fermentacion, la cual

estabiliza el mosto contra la contaminaciéon microbiana.

e

Malteado Gobierno
¢ Cambios en humedad Filtracidn * Reposo frio
e Andlisis de parametros
de calidad
\ J \ J \ y
' ™ e - A 4 A
Fermentacion Envasado
Molienda * Metabolismo * Exposicién al ambiente
microbiano
\ y, \ y \ y
e ~N e Y
Maceracion Enfriamiento
*55°C * 10°C
* Oxigenacion
\ J \_ y
s N s — N
Ebullicién
Extraccidn * 100°C

*
Figura 2. Etapas del proceso de elaboracion de cerveza y cambios fisicoquimicos que ocurren
en cada uno. En rojo se resalta la parte del proceso donde el mosto y la cerveza son mas
vulnerables a la contaminacién bacteriana ya que después de la ebullicién el mosto queda

efectivamente estéril.



Los contaminantes del mosto mas prevalentes son bacterias Gram
negativo como Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter y Escherichia (Priest et al.,
1974). En el mosto estas bacterias producen DMS y &cidos organicos que dan a
la cerveza un aroma y sabor frutal o vegetal desagradable. Las enterobacterias
también pueden inhibir el crecimiento de Saccharomyces. Debido a que las
enterobacterias son aerébicas y no son sensibles a los acidos del lupulo por su
morfologia de Gram negativo, pueden crecer en los mostos oxigenados ricos en
azucares, pero son inhibidas facilmente por el etanol y pH acido de la cerveza,
por lo que no son un problema de contaminacion en cerveza terminada. El
incremento de estandares de higiene y mejoramiento de equipos han convertido
a las enterobacterias en visitantes indeseados pero no comunes en el mosto
(Bokulich y Bamforth, 2013). Previamente a la etapa de fermentacion, el mosto
es enfriado y oxigenado para facilitar el crecimiento de Saccharomyces que
convierte los azucares del mosto en etanol y diéxido de carbono para obtener
cerveza, el cual es un ambiente hostil para el crecimiento microbiano, donde
solo un pequeno grupo de bacterias se pueden desarrollar (Suzuki, 2011). La
fermentacién puede tardar entre 7 y 14 dias y seguido a esto la cerveza se
reposa a temperaturas de 0 a 5°C durante 2 a 5 dias.

Bacterias contaminantes de cerveza

La mayoria de los incidentes de contaminacion microbioldgica de cerveza
es causada por las BAL Lactobacillus y Pediococcus, abarcando hasta el 90 %
de las contaminaciones reportadas (Bokulich y Bamforth, 2013; Garofalo et al.,
2015; Suzuki, 2011). Las BAL son prevalentes en la naturaleza y estan
asociadas con materia vegetal y humanos, entre otros ambientes; por lo que su
entrada a las cervecerias es frecuente e inevitable y su amplia distribuciéon en
las cervecerias es incuestionable (Bokulich et al., 2015). La entrada de
bacterias contaminantes al proceso de elaboracién de cerveza se puede dividir
en contaminaciones primarias, las cuales se originan de las levaduras, el mosto

o la fermentacion y en contaminaciones secundarias las cuales ocurren en el



proceso de envasado de la cerveza terminada. Estos dos tipos de
contaminaciéon son igualmente frecuentes (Storgards, 2000; Vaughan et al.,
2005), pero las consecuencias de una contaminacion primaria pueden llegar a
ser mas extensas y desastrosas (Suzuki, 2011).

Las contaminaciones microbiolégicas de la cerveza son causadas por
bacterias que se encuentran en el equipo, en el aire o en la materia prima.
Estos organismos pueden sobrevivir por mucho tiempo en nichos del proceso,
probablemente fuera de la linea de produccion sin causar signos de
contaminacién, entonces, estos microorganismos pueden contaminar todo el
proceso a causa de fallas tecnolégicas o limpieza insuficiente (Bokulich et al.,
2015; Storgards, 2000) y estas contaminaciones no ocurren nunca de manera
espontanea, si no que casi siempre son consecuencia de un crecimiento
secuencial de microorganismos, primero bacterias acido acéticas y algunas
enterobacterias comienzan a crecer en lugares donde existen residuos
intermediarios del proceso o cerveza. Estas bacterias no se consideran dafninas
para el producto, pero debido a la formacién de biopeliculas protegen a
microorganismos acompafantes de la desecacion y desinfeccién. Si los
productos residuales se encuentran presentes durante largos periodos de
tiempo, levaduras salvajes comienzan a crecer y estas producen factores que
promueven el crecimiento de BAL (Bokulich et al., 2015; Bokulich y Bamforth,
2013; Vaughan et al., 2005).

Las BAL son el principal contaminante de la cerveza debido a que por su
fisiologia pueden crecer en altas concentraciones de diéxido de carbono, pH
acido y en presencia de bajo contenido de etanol, pero afortunadamente el
crecimiento de la mayoria de las BAL es inhibido en la cerveza por la actividad
antibacterial de los acidos del lupulo (Bokulich y Bamforth, 2013; Suzuki, 2011).
El pequeio grupo de BAL que se ha adaptado al crecimiento en la cerveza se
debe principalmente por el desarrollo de tolerancia al lUpulo y son los
microorganismos contaminantes de cerveza mas prevalentes en la actualidad

(Bokulich y Bamforth, 2013). Estos incluyen a P. damnosus, P. inopinatus, P.



dextrinicus, P. pentosaceus, P. parvulus, P. clausseni, L. brevis, L. brevisimilis,
L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. paraplantarum, L. buchneri, L.
parabuchneri, L. curvatus, L. coryneformis, L. delbrueckii, L. fermentum L.
malfermentans, L. fructivorans, L. paucivorans, L. paracollinoides, L.
amylolitycus, L. lindneriy L. rossiae (Bokulich y Bamforth, 2013; Corsetti et al.,
2005; Jespersen y Jakobsen, 1996; Suzuki, 2011; Vaughan et al., 2005; Wieme
etal., 2014).

Ademas de BAL, muy pocas bacterias Gram positivo se han reportado en
cerveza. Especies de la familia Bacillaceae no se consideraban como
contaminantes de cerveza pero Bacillus cereus, B. licheniformis 'y
Staphylococcus epedermidis se han encontrado en cerveza artesanal con el
gen de resistencia a lupulo horA (Haakensen y Ziola, 2008).

Entre las especies de lactobacilos, Lactobacillus brevis y Lactobacillus
lindneri son consideras las mayores bacterias contaminantes de cerveza. L.
brevis y L. lindneri son heterofermentativos y a estas especies pertenecen las
cepas con la mayor habilidad de alterar la cerveza (Suzuki, 2011; Vaughan et
al., 2005).

Los Lactobacillus son bacilos Gram positivo, no esporulados, raramente
moviles, anaerobio facultativo, catalasa negativo. Las células son en forma de
baston regular de 0.5 a 1.2 x 1 a 10 um. Usualmente son bastones alargados
pero algunas veces son casi cocoides, comunmente en cadenas cortas. La
temperatura éptima de crecimiento es de 30 a 40 °C (Holt et al., 1994) pero las
BAL aisladas de ambientes cervecero comunmente tienen temperaturas
optimas de crecimiento de 19 a 26 °C (Deng et al., 2014; Suzuki et al., 2005;
Suzuki, 2011).

Seguido en importancia de Lactobacillus de acuerdo a la frecuencia de
contaminacion de cerveza, se encuentra Pediococcus damnosus (Bokulich y
Bamforth, 2013). Pediococcus un género de bacterias homofermetativas, cocos

Gram positivo, no esporulados, inmdviles, aerobio facultativo, catalasa negativo.



Las células son esféricas, nunca alargadas, de 1 a 2 um de diametro, forman
tétradas bajo condiciones favorables, algunas veces solo se observan en pares.
La temperatura 6ptima de crecimiento es de 25 a 40 °C (Holt, 1994).

Estas BAL alteran la cerveza por medio de la acidificacién, aumento de la
turbidez y produccion de diacetilo el cual imparte un aroma intenso a
mantequilla. Algunas cepas pueden producir también exopolisacéridos en la
cerveza lo que produce una consistencia aceitosa (Ziola, 2011). En particular,
las especies contaminantes de Pediococcus, se caracterizan por alta
produccién de diacetilo y exopolisacaridos y por su habilidad para crecer a
temperaturas bajas por lo que son muy comunes contaminantes de cervezas
lager las cuales son fermentadas a baja temperatura (Jespersen y Jakobsen,
1996).

Habilidad de las bacterias para crecer en cerveza

El factor que limita que microorganismos pueden crecer en cerveza es la
presencia de los compuestos amargos del lupulo; especialmente para las
bacterias Gram positivas que toleran etanol y pH acido. Los iso-a-acidos del
lupulo que se producen durante la hirvicion del mosto poseen tienen
propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram positivo (Suzuki et al.,
2005; Suzuki, 2011). Estos &cidos del lupulo son acidos débiles que pueden
atravesar la membrana citoplasmatica de bacterias Gram positivo y una vez
dentro de la célula actuan como protonoforos que disipan el gradiente de pH
transmembranal y detienen la fuerza proton motriz (FPM) (Behr y Vogel, 2009).
Por lo que es importante para las BAL como Lactobacillus y Pediococcus evitar
la entrada de los compuestos del Itpulo a la célula. Se ha mostrado que el gene
horA, identificado originalmente en L. brevis, confiere resistencia a Iupulo en
BAL (Fig. 3) (Sakamoto et al., 2001; Sakamoto y Konings, 2003).



HorA/ORF5

Plasmido

Pared celular
Membrana
citoplasmatica

Figura 3. Representacion del mecanismo de resistencia a lupulo. Observamos como los genes
horA y ORF5 confieren resistencia a los iso-a-acidos. Donde las bacterias sensibles no poseen
los transportadores de membrana encargados de evitar la entrada de los acidos al citoplasma
que liberan protones los cuales disipan la fuerza proton motriz necesaria para la sintesis de
ATP.

Anteriormente se creia que la resistencia al lupulo era una caracteristica
estable codificada en el DNA cromosomal (Fernandez y Simpson, 1993), pero
en la actualidad se cree que puede ser una combinacibn de genes
cromosomales (Behr et al, 2015) y de plasmidos ya que muchas cepas
cerveceras de BAL adquieren gradualmente una resistencia aumentada a los
compuestos del lupulo a través de cultivacidon seriada en medios con un
incremento en la concentracidén de acidos del lUpulo (Sami et al., 1997; Suzuki,
2011). A este fendbmeno se le llama adaptacion al lupulo. Esto llevo al
descubrimiento de que por lo menos en L. brevis ABBC45 un factor genético
que confiere resistencia al lUpulo se encuentra en plasmido, el cual es una
forma de DNA relativamente inestable. El analisis de secuencia de pRH45
reveld que poseia un marco abierto de lectura (ORF), al que se llamé horA.
Este ORF codifica para una proteina de membrana, la cual tiene una secuencia



de aminoacidos con una identidad del 53% con Lmra (Sami et al., 1997), la
familia de transportadores multidrogas de casete de union de ATP (ABC)
identificado en Lactococcus lactis (Fath y Kolter, 1993). A partir de estos
resultados se sugiri6 que HorA, el producto de horA, confiere resistencia a L.
brevis ABBC45 funcionando como un transportador multidrogas que expulsa los

acidos del lapulo fuera de la célula.

El gen de resistencia horA, se encuentra en un plasmido de 15.1 kpb
llamado pRH45, localizado en L. brevis ABBC45 vy las copias de esté aumentan
con la adaptacién al lupulo de L. brevis (Sami et al., 1997). Por lo tanto, este
plasmido es uno de los factores genéticos que confiere resistencia al lupulo en
L. brevis ABBC45. Una variante de esta cepa, fue obtenida en cultivo seriado y
se encontr6 que se inducia la perdida de pRH45 en L. brevis ABBC45. A la
variante sin el plasmido se le llamé ABBC45c. La resistencia al IUpulo de la
cepa ABBC45c se vio muy disminuida en comparacion con la cepa silvestre
ABBC45. EI fenotipo fue restablecido con introduccién del plasmido;
demostrando que pRH45 confiere resistencia al lupulo a L. brevis ABBC45
(Suzuki, 2011).

HorA se expreso en L. lactis NZ9000 y esto aumento la resistencia de la
bacteria a los compuestos del lUpulo y otras sustancia citotéxicas (Sakamoto et
al., 2001). Gracias a estos estudios, ahora se sabe qué HorA es una proteina
de membrana de la familia de transportadores multidrogas ABC que confiere
resistencia al lupulo en BAL. Sin embargo L. brevis ABBC45c, una variante que
habia perdido horA, todavia mostraba una habilidad residual para alterar la
cerveza, indicando la presencia de mecanismos de resistencia independientes
de horA (Suzuki et al., 2002).

Para encontrar los mecanismos de resistencia independientes de horA se
estudio a L. brevis ABBC45c (Suzuki et al., 2004). Por medio de una cultivacién
seriada a 37 °C, se obtuvo una variante que mostré una resistencia reducida a
compuestos del lupulo. Esta variante, llamada ABBC45cc, habia perdido

totalmente la habilidad para crecer en cerveza. La caracterizacién genética de



L. brevis ABBC45cc, reveld que una porcion de 12.6 kb habia sido eliminada de
un plasmido de 23.4 kb llamado pRH451l (Susuki et al., 2004). La region
ausente de pRH45Il contenia 12 ORFs y se asumié que el segundo gen de
resistencia al lupulo se encontraba en esta region. Por el otro lado, el analisis
bioguimico de la cepa ABBC45c indic6 que el mecanismo independiente de
horA esta mediado por un transportador multidrogas dependiente de la FPM
(Suzuki et al., 2002).

La caracterizacion genética de la regiéon ausente de pRH45Il demostré
que el ORF5 codifica para una proteina con 11 a 12 dominios
transmembranales, lo cual es una caracteristica de los transportadores
multidrogas dependientes de la FPM. Esto llevo a la evaluacién de la presencia
o ausencia del ORF5 en 29 cepas cerveceras de L. brevis. El ORF5 se encontrd
en las 29 cepas cerveceras mientras que estaba ausente en las 8 no
cerveceras de este estudio (Suzuki et al., 2004).

Intentos de obtener una cepa que no altera la cerveza de L. lindneri DSM
20692 di6 nueva informacién acerca de la regién de DNA ausente en pRH45II.
No se habian encontrado cepas sensibles al Iupulo de L. lindneri pero
recientemente se adquirioé por cultivo seriado a 30 °C una variante sensible de
L. lindneri DSM 20692, llamada DSM 20692NB (Suzuki et al., 2005). El analisis
de esta cepa demostro que no solo era sensible al lupulo sino que también
poseia resistencia disminuida a multiples drogas no relacionadas
estructuralmente con los &cidos del lupulo. Este resultado sugirid que la
resistencia de L. lindneri DSM 20692 estd dada por un transportador
multidrogas. Un analisis posterior mostré que la cepa DSM 20692 contiene
homdlogos de los ORF1 y ORF2, que se habian identificado originalmente en la
region ausente de pRH45Il. Estos ORFs en L. lindneri DSM 20692 se
encuentran un plasmido de alto peso molecular y ademas se perdieron junto
con la resistencia al lUpulo de esta cepa. De estas observaciones, se concluy6
que el ORF1 y ORF2 estan implicados en la resistencia independiente de horA
y se les renombr6 horB'y horC, los cuales codifican para un potencial regulador



de transcripcion de genes para proteinas de transporte y para una proteina
transportadora multidrogas dependiente de FPM, respectivamente (Suzuki et
al., 2005). Este tipo de genes siempre se han encontrado en plasmidos
(Bergsveinson et al., 2015) lo que les confiera alta movilidad entre bacterias de
un mismo nicho ecolégico (Bokulich et al., 2015; Suzuki, 2011).

Ademas del uso de proteinas transportadoras para la resistencia al
lUpulo, se ha observado que las BAL que pueden crecen en cerveza, una vez
gue se encuentran en presencia de ldpulo, aumentan su funcion de ATPasa
para la translocacion de protones, lo que contrarresta el efecto de los acidos del
lGpulo (Sakamoto et al., 2002) y se han encontrado otros genes cromosomales
que podrian estar implicados en la capacidad de crecer en cerveza de BAL
(Behr et al., 2015), asi como hitA, el cual codifica para un transportador de
cationes que se sobrexpresa en células resistentes al ltpulo, lo que facilita el
transporte de manganeso al interior de la célula aun y con la disipacién del
gradiente de protones causado por los iso-a-acidos (Bokulich y Bamforth,
2013). Es por esto que resulta importante la deteccion de los genes de
resistencia a lupulo en plasmido, asi como la identificacion de la especie
bacteriana.

Deteccion de bacterias contaminantes

Debido a la distribucion extendida de bacterias contaminantes de cerveza
en el ambiente cervecero, todas las etapas en la produccion necesitan un
monitoreo ocasional de microorganismos para asegurar la calidad del producto.
Este monitoreo ayuda a indicar fallas en el proceso o el desarrollo de pobres
condiciones de higiene. Mientras que no existen especificaciones oficiales para
el nudmero permitido de microorganismos presentes en cerveza, e€s
generalmente aceptado que hasta el mas minimo namero de microorganismos
capaces de crecer en la cerveza constituye un riesgo debido al largo proceso de
elaboracién y la vida de anaquel de la cerveza (Jespersen y Jakobsen. 1996).



Las cervecerias normalmente dependen de métodos clasicos de cultivo
combinados con caracterizacion fenotipica basica de los aislados. El
procesamiento de la muestra depende del microorganismo que se busca, la
etapa de produccidén y los recursos disponibles. Este proceso normalmente
involucra la recoleccion de células de las muestras mediante filtracién por
membrana seguido de inoculacién en medios selectivos y no selectivos. Existen
diversos medios de cultivo para bacterias que alteran la cerveza, la convencién
cervecera de Europa recomienda para Lactobacillus y Pediococcus medio MRS
(de Man, Rogosa y Sharpe), Raka-Ray y UBA (agar universal de cerveza).
Ninguno de estos medios son adecuados para detectar todas las cepas, pero
una combinacién de estos da buenos resultados. Seguido a la deteccion de los
microorganismos en estos medios, se necesita la identificacion de la especie.
Ademas de las pruebas basicas de morfologia colonial, morfologia celular,
tincion Gram y prueba de catalasa, también se pueden realizar pruebas como
fermentacién de azucares y analisis cromatografico de acidos organicos.
Igualmente, se pueden utilizar métodos especificos de deteccion e identificacion
como inmunoensayos (Whiting et al., 1999), PCR y qPCR (Haakensen et al.,
2008; Suzuki et al., 2005; Suzuki, 2011; Ziola, 2007).

Aun y cuando se utilicen técnicas de deteccion e identificacion rapidas
como el gPCR, es necesario realizar cultivos de enriquecimiento ya que los
generalmente los niveles de contaminacién son muy bajos en la cerveza y es
necesario poder detectar la minima cantidad posible de células en la muestra.
Para esto se utilizan medios de enriquecimiento que nos permiten obtener un
nuamero suficiente de células para su identificacion. Sin embargo, uno de los
aspectos mas dificiles de las pruebas de calidad en las cervecerias es que
muchas bacterias que contaminan la cerveza no crecen bien en los medios de
cultivo utilizados en el laboratorio (Suzuki et al., 2008). Por ejemplo, las cepas
que crecen en cerveza de L. lindneriy L. paracollinoides generalmente pasan
sin ser detectadas en los medios de control de calidad, como el MRS, el cual es
usado ampliamente para el cultivo de BAL. Por el contrario, algunas cepas de

estas bacterias que inicialmente mostraron lento crecimiento en medio MRS en



el momento del aislamiento, gradualmente adquirieron un crecimiento mas
rapido cuando fueron cultivadas de manera repetida en medio MRS. Ademas,
se observa que L. lindneriy L. paracollinoides crecian mejor cuando el medio de
cultivo es suplementado con cerveza, indicando que estas especies de

bacterias estan muy bien adaptadas al ambiente cervecero (Suzuki, 2011).

Después de la detecciéon e identificacion, para algunas especies es
necesario comprobar si la bacteria puede alterar la cerveza. Las BAL incluyen
cepas que tienen la habilidad de alterar la cerveza y cepas que no lo pueden
hacer (Suzuki et al., 2006). Anteriormente, el Unico método disponible para
detectar esta habilidad era la “prueba forzada”. En esta prueba la bacteria era
inoculada en cerveza o cerveza enriquecida. Sin embargo, esta prueba esta
lejos de ser practica para aseguramientos de calidad ya que se ocupan varias
semanas o0 hasta meses para tener resultados concluyentes. Procedimientos
mas rapidos se han desarrollado. La identificacion de cepas se puede realizar a
nivel genémico amplificando regiones exclusivas de cada especie del gen de
RNA ribosomal 16S (lijima et al, 2008). Otra manera es determinar una
propiedad fisiolégica responsable de la alteracion de la cerveza, como en el
caso de las BAL en las cuales el denominador fisiolégico es la resistencia a los
compuestos del lupulo que permite a estas bacterias crecer en cerveza. Sin
embargo, medir la resistencia al lupulo cultivando estos microorganismos en
medio con lupulo toma mucho tiempo por lo que es mas rapido detectar por
PCR los genes responsables de la resistencia al lupulo y regiones especificas
del gen para el rRNA 16S (Bokulich et al., 2015; Suzuki et al., 2005, 2006).



DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Aun y cuando la cerveza es una bebida microbiolégicamente estable,
existen incidentes de contaminacion microbiolégica en la industria cervecera
causando alteraciones al aspecto y sabor de esta bebida lo cual ocasiona una
disminucién en la calidad del producto y por consecuencia generando pérdidas
para la empresa. Estas alteraciones son causadas principalmente por bacterias
de los géneros, Lactobacillus y Pediococcus. Estos dos géneros son
responsables de hasta el 90% de los casos de contaminacion, por lo que se
consideran los principales agentes de alteracién del producto en la industria
cervecera (Suzuki. 2011).

México en el 2015 se encontraba en quinto lugar de produccién mundial
de cerveza con 7,450,000 kilolitros (Kirin Beer university report 2016). Para
evitar contaminaciones bacterianas en la produccién y asegurar la calidad de la
cerveza, es necesario conocer en que partes del ambiente cervecero se
encuentran bacterias que puedan contaminar las distintas etapas del proceso
de elaboracién de cerveza. De esta manera podremos comprender de mejor
manera como inician las contaminaciones bacterianas y asi tratar de evitar

futuras contaminaciones implementando nuevos controles de calidad.



HIPOTESIS

Existen diversas especies de Lactobacillus y Pediococcus habitando el
ambiente cervecero que ocasionan contaminacion en el proceso de elaboracion
de cerveza y pueden transmitir genes de resistencia a lupulo de manera

horizontal.

OBJETIVOS

General:

- ldentificar cepas de Lactobacillus y Pediococcus aisladas de un ambiente

cervecero.
Especificos

- Aislar e identificar cepas de Lactobacillus y Pediococcus presentes en un
ambiente cervecero.

- Detectar la presencia de los genes horAy ORF5 en cepas aisladas.

- Identificacién de cepas aisladas por amplificacién, secuenciacion y analisis
de restriccion del gen rRNA16S.

- Determinar la distribucion de las cepas aisladas y los genes horAy ORF5 en
el proceso de elaboracion de cerveza.

- Comprobar la transferencia horizontal de un gen de resistencia a IUpulo en

las cepas aisladas.



MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de cepas bacterianas

Utilizamos técnicas estandar para el aislamiento de BAL del ambiente
cervecero, tomamos muestras de aire y superficies de cuatro areas distintas del
proceso de elaboracion de cerveza; fermentacion, filtracién, reposo y envasado.
Las muestras de aire se tomaron dejando 15 min cajas Petri expuestas al
ambiente con agar NBB (Déhler, Darmdstat, Alemania), mientras que las
muestras de superficie se tomaron con un hisopo humedo en area de 10 x 10
cm y posteriormente sembrado en agar NBB. El agar NBB se preparé con pH
5.6 y se incubo después de la toma de muestras hasta 3 semanas en
anaerobiosis a 25° C de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
colonias fueron parcialmente identificadas utilizando las lineas taxondémicas
descritas en el manual Bergy’s (Holt, 1994), ademas de observacién en
microscopio Optico y electronico de barrido. Los aislados de BAL se
subcultivaron en medio MRS modificado (Difco, Maryland, EE.UU.) en
anaerobiosis a 25°C y pH 4.8 por 7 dias (Deng et al., 2014) hasta obtener
cultivos puros. Las muestras de superficie también se sembraron en agar LB
(Difco, Maryland, EE.UU.) e incubado a 37°C por 3 dias, las colonias de bacilos
Gram positivo se probaron para esporulacién en DSM (Difco, Maryland,
EE.UU.) a 37°C. Las cepas de BAL aisladas se mantuvieron en caldo y agar
MRS a 4°C hasta su uso.

Habilidad de crecer en cerveza de cepas aisladas

Para evaluar la capacidad de crecer en cerveza de las cepas aisladas, se
tomaron 1x10° UFC de cada cepa y se inocularon en 15 ml de cerveza
comercial filtrada con 14 a 18 pg mL' de iso-a-acidos y 3.5 % v/v de etanol. La
cerveza fue incubada en anaerobiosis a 25°C durante 30 dias (Deng et al.,



2014; lijima et al., 2007). El crecimiento bacteriano se determin6 por la densidad
Optica a 600 nm (ODggo) (Mallette, 1969).

Amplificacion y deteccion de genes de interés

Para la amplificacién por PCR de los genes de resistencia a lUpulo horAy
ORF5, y el gen rRNA16S (Tabla I), disenamos iniciadores utilizando las
herramientas disponibles en la pagina de internet del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Integrated DNA Technologies

(https://www.idtdna.com/site) y en EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/), donde se

tom6 en cuenta la especificidad de los iniciadores, el tamano del amplicon,
temperatura de alineamiento, formacion de estructuras secundarias asi como
homodimeros y heterodimeros. Para el gen horA, utilizamos como templado las
secuencias JX398144.1, AB218963.1 y AB279601.1 y para el gen rRNA16S las
secuencias NR_029308.2, NR 075024.1, EF120367.1, NR _102772.1,
CP006033.1, NR_042087.1 y NR_025388.1. Los iniciadores para el gen ORF5
se tomaron de un reporte previo de Suzuki et. al. (2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.idtdna.com/site
http://www.ebi.ac.uk/

Tabla I. Iniciadores para la amplificaciéon por PCR de genes seleccionados.

Nombre Secuencia (5°-3’) Tm* Gen Producto (bp)

horAFW ACCGAATTCACCCCCGTTAC  57.3

horA 892
horARV TGGATTCGAGTGGTTGAGCC 57.3
AORF5F CATTGGCCTTGGCTTACT 2.7
ORF5 1623
AORF5R AGGTTTTGAACGGTAATC 47 A
rBNA16SF  GCCACATTGGGACTGAGACA 574
rRNA16S 1215

rRNA16SR GCAGGTTCTCCTACGGCTAC 57.3

*Temperatura de alineamiento.

Para detectar y amplificar los genes de interés mediante PCR,
purificamos el DNA a partir de cultivos puros de las cepas aisladas, tomamos
una sola colonia del medio solido con el asa bacteriologica estéril para
resuspender en 100 pl de agua bidestilada estérii en un tubo de
microcentrifuga; posteriormente se agregé 100 pl de cloroformo / alcohol
isoamilico en proporcion 24:1, después de agitar en vortex por 5 s, la mezcla
fue centrifugada a 14,000g por 5 min. Se tomaron de 10 a 15 pl de la fase
superior acuosa como fuente de DNA para las pruebas de PCR (Ruiz-Barba et
al., 2005). La reaccion de PCR se llevé a cabo en el termociclador Veriti de 96
pocillos de Applied biosystems; utilizando 10 pl de buffer de reaccién 5X GoTaq
(Promega, Wisconsin, EE.UU.), 1 pyl de dNTPs al 10 mM, 1 pl del iniciador
directo y 1 ul del iniciador reverso a 50 uM cada uno, 1.25 unidades de GoTaq
DNA polimerasa (Promega, Wisconsin, EE.UU.), 0.5 ug de DNA muestra y agua
para un volumen de reaccion final de 50 pl. EI PCR se realiz6 con 1 ciclo a 95°C

por 5 min para la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos a 95°C por 30 s para



desnaturalizacién, 50 a 57 °C por 1 min para el alineamiento de los iniciadores,
72°C por 2 min para la extension y 1 ciclo a 72°C por 5 min para la extension
final. Para visualizar los productos de la amplificacién, cargamos 5 ul de la
reaccion de PCR en gel de agarosa al 1% para elecotroforesis a 70 V/cm?
durante 60 min y tefiido con GelRed (Biotium, California, EE.UU.). Se utiliz6 un
marcador de tamafo molecular de DNA en escalera de 50 bp (Promega,
Wisconsin, EE.UU.). Las bandas de DNA se purificaron con el kit Wizard SV
PCR Clean-Up System (Promega, Wisconsin, USA) para su secuenciacion en el
equipo AB 3500 (Applied Biosystems, California, EE.UU.) por el laboratorio
Vitagénesis SA de CV (Monterrey, México). El anadlisis de las secuencias se
levd a cabo con las herramientas disponibles en el NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Los productos de PCR fueron sometidos a digestiéon por la enzima Bfal
(FspBIl) (Thermo scientific, Massachusetts, EE.UU.); agregando 1 pl de la
enzima a 10 pl de la reaccién de PCR, ademas de 18 ul de agua y 2 pl de buffer
10X Tango, esto se incubo durante 2 horas a 37°C. EI DNA digerido se observé
en gel de agarosa como fue descrito previamente.

Transferencia horizontal del gen horA

Para comprobar la transferencia de genes de resistencia a lupulo,
realizamos un cocultivo con la cepa de Pediococcus PS01 con el gen horA'y
Lactobaillus MAO1 sin el gen de resistencia a IGpulo. Inoculamos 1 x 10° células
de cada una de estas dos cepas en 10 ml de caldo MRS a 25°C durante 5 dias
en anaerobiosis. Posteriormente se inoculo una gota de este cocultivo en agar
MRS por estria cruzada hasta obtener colonias aisladas de Lactobacillus MAO1
(MAO1a) las cuales fueron inoculadas nuevamente en caldo MRS para su
posterior extraccion de DNA. Este proceso se realizd por triplicado. Realizamos
PCR para el gen horA de Lactobacillus MAO1 original, asi como al cocultivado y
a Pediococcus PS01 como se detall6 anteriormente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

RESULTADOS

Aislamiento de cepas bacterianas y habilidad para crecer en cerveza

Logramos aislar diez cepas de BAL de superficies y aire ambiente de una
cerveceria con capacidad de crecer en cerveza (Tabla Il, Fig. 4). Todas las
cepas son Gram positivo y catalasa negativo con morfologia de cocos o bacilos
(Fig. 5,6). También aislamos un Bacillus sp. pero sin capacidad de crecer en

cerveza (Fig. 5).
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Figura 4. Crecimiento bacteriano de las cepas aisladas en cerveza con 14 a 18 pg mL™' de iso-
a-acidos y 3.5 % de etanol después de incubacion de 30 dias a 25°C. La cepa MAO08 no crecid

en cerveza.



Tabla Il. Cepas bacterianas aisladas del ambiente cervecero.

Cepa Bacteria Etapa de Crecimiento  horA ORF5
muestreo en cerveza (GenBank) (GenBank)

Referencia Lactobacillus ND + + -

brevis KP972093)
LSO01 Lactobacillus  Fermentacién + + +

rossiae (S) (KP972091) (KR011860)
PSO01 Pediococcus  Fermentacion + + +

damnosus (S) KP972090) (KR011859)
LS02 Lactobacillus ~ Fermentacién + + -

rossiae (S) (KP972092)
PS06 Pediococcus  Reposo (S) + + -

damnosus
LS03 Lactobacillus  Fermentacién + - +

brevis (S) (KR011862)
LS04 Lactobacillus ~ Fermentacién + + -

brevis (S) (KP972094)
MAO1 Lactobacillus  Embotellado  + - -

brevis (A)
MAO2 Lactobacillus  Embotellado  + - +

rossiae (MA) (KRO11861)
MAO5 Lactobacillus  Fermentacién + + -

casei (MA)
MAO06 Lactobacillus ~ Fermentacién + + -

casei (MA)
MAO08 Bacillus sp. Embotellado - + -

(S) (KY190220)

*(S) Superficie, (MA) aire ambiente.



Figura 5. Fotografias al microscopio éptico de las cepas aisladas del ambiente cervecero. a)
PS01 cocos en tétrada Gram +, b) LS02 Bacilos cortos Gram +, ¢) LS03 bacilos Gram +, d)
MAO1 bacilos Gram +, €) MA02 bacilos cortos Gram +, f) LS01 bacilos cortos Gram +, g) LS04
bacilos Gram +, h) MAO5 bacilos Gram +, i) MA06 Bacilos Gram +, j) PS06 cocos en tétradas
Gram +, k) MAO8 bacilos esporulados Gram +.
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Figura 6. Imagenes de microscopio electrénico de barrido de a) Lactobacillus brevis LS04, b)
Lactobacillus casei MAQB, c) Pediococcus damnosus PS01, d) Lactobacillus rossiae MAO2 y e)
Lactobacillus rossiae LS02.




Amplificacion y deteccion de genes de interés

Detectamos genes de resistencia a IUpulo en diez de las cepas
aisladas, ocho de las cuales fueron positivas para el gen horA y cuatro para
ORF5 (Tabla I, Fig. 7a). La comparacion de secuencias de horA (KP972090-
KP972094, KY190220) poseen una identidad de mas del 99% entre ellos y con
la base de datos del NCBI y su patron de digestion con Bfal mostro el mismo
patrén (Fig. 7b). De la misma manera que horA, la secuencia de ORF5
(KR0O11859-KR011862) también mostro identidad de al menos 99% entre ellos y
la base de datos del NCBI.

500

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa con los fragmentos de PCR para a) horA y b)
restriccion de horA con Bfal. En los carriles 1) marcador de tamario molecular (bp), 2) PS01, 3)
LS01, 4) LS02, 5) LS04, 6) MAOQ5, 7) MAQO6 y 8) PS06.



Basado en la secuenciacion de DNA y los patrones de restriccion con la
endonucleasa Bfal de los fragmentos amplificados del gen rRNA16S
(KY033147- KY033150) de las cepas aisladas, ocho fueron identificados como
especies de Lactobacillus, dos de Pediococcus y una de Bacillus (Tabla I, Fig.
8, 9).
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Figura 8. Gel de agarosa con fragmentos amplificados del gen rRNA16S. Observamos en
carriles 1) Marcador de tamafo molecular (bp), 2) control negativo, 3) 3) PS01, 4) PS02, 5)
PdR, 6) LS04, 7) MAO05, 8) MAO6, 9) Marcador de tamano molecular (bp), 10) L. brevis, 11)
PS01, 12) MA08, 13)PS02, 14) LS03, 15)MAO01, 16)PS06 y 17) LS01.
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Figura 9. Patrén de restriccion de la endonucleasa Bfal en los fragmentos amplificados del gen

rRNA16S por PCR de las cepas aisladas en electroforesis en gel de agarosa al 1 %. a)

Lactobacillus rossiae, b) Pediococcus damnosus, c) Lactobacillus brevis y d) Lactobacillus

casei. *El producto de PCR fue secuenciado.

Transferencia horizontal del gen horA

Logramos detectar el gen horA por PCR en las cepas de Lactobacillus

MAO1a las cuales fueron cocultivadas con Pediococcus PS01 en

repeticiones del ensayo (Fig. 10).

1000

Figura 10. Gel de agarosa con fragmentos amplificados del gen horA. Observamos en los
carriles 1) Marcador de tamafo molecular (bp), 2) PS01, 3) MAO1, 4) MAO1a1, 5)MAO1a2 6)
MAO1a3, 7) Blanco y 8) Marcador de tamafio molecular (bp).
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DISCUSION

Las mayoria de las cepas aisladas de ambiente de elaboracién de
cerveza pertenecieron a los géneros Lactobacillus y Pediococcus con ocho y
dos cepas respectivamente, o que concuerda con reportes previos que
muestran que la mayoria de los incidentes de contaminacion de cerveza
ocurren por especies del genero Lactobacillus (Garofalo et al., 2015; Suzuki,
2011). Todas las cepas aisladas de BAL mostraron habilidad de crecer en
cerveza (Fig. 4), pero solo en nueve de estas se encontraron genes de
resistencia a lpulo (Tabla Il). No detectamos genes de resistencia a lupulo en
la cepa MAO1, pero aun asi pudo crecer en cerveza; esto se puede deber a la
presencia de otros genes de resistencia como el horC, o a genes cromosomales
propios de la cepa (Behr et al., 2015; Suzuki, 2011).

El ORF5 fue detectado en 4 cepas mientras que el gen horA en diez
cepas, incluyendo la cepa de Bacillus MA08; de la cual solo existen pocos
reportes (Haakensen y Ziola, 2008). Aun y cuando esta cepa no pudo crecer en
cerveza, podria representar un reservorio de genes de resistencia a lupulo
(Bokulich et al., 2015).

El alineamiento de la secuencia de los fragmentos amplificados del gen
horA (KP972090-KP972094, KY190220) mostré mas del 99% de identidad entre
ellos, asi como la digestion con la endonucleasa Bfal mostro el mismo patrén;
de la misma manera, el alineamiento de las secuencias de ORF5 (KR011859-
KR011862) mostré mas del 99 % de identidad. Estos resultados sugieren que
los genes se pueden estar transfiriendo de manera horizontal entre cepas
bacterianas residentes del ambiente cervecero y las cepas de BAL que entran
por el aire, la materia prima o el personal (Bergsveinson et al., 2015; Bokulich et
al., 2015; Bokulich and Bamforth, 2013; Suzuki, 2011).

Los productos de PCR del gen rRNA16S fueron digeridos con la
endonucleasa Bfal lo que resulto en cuatro patrones diferentes para todas las



BAL aisladas (Fig. 9). La secuencia de DNA de cada uno de los patrones de
restriccibn mostro 99 % de identidad con L. rossiae (KY033150), P. damnosus
(KY033147), L. brevis (KY033148) y L. casei (KY033149) (Fig. 11), siendo todos
previamente reportados como contaminantes de cerveza (Bokulich y Bamforth,
2013; Wieme et al., 2014). La secuencia del gen rRNA16S correspondiente al
patrén de restriccion de las cepas LS01, LS02 y MAO2 posee un 99 % de
identidad con L. rossiae. Esta bacteria no es muy comunmente reportada como
contaminante de cerveza (Wieme et al., 2014) y ademas en el presente estudio
resulto problematica la identificacion por métodos tradicionales debido a la
morfologia de bacilo corto (Fig. 6) que puede ser interpretada por cocos en el
microscopio Optico. Esta morfologia puede deberse al ambiente estresante que
presenta la cerveza y los medios de cultivo selectivos (Asano et al.,, 2007,
Suzuki, 2011). Debido a esto, cuando se estan identificando bacterias
contaminantes de cerveza no siempre se puede confiar totalmente en la
morfologia aparente, asi que con un proceso simple de PCR y andlisis de
restriccibn como el utilizado en este trabajo se puede corroborar la identificacion
de nuevas bacterias potencialmente contaminantes de cerveza que podrian

eludir los kits de deteccion.
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Figura 11. Relacion de identidades por el método de “Neighbor joining” de la secuencia del gen
rRNA16S de cuatro cepas aisladas, LS04 (KY033148), LS02 (KY033150), PS01 (KY033147) y
MAO0S5 (KY033149); ademas de las bacterias contaminantes de cerveza mas comunmente

reportadas.

Si visualizamos las especies bacterianas aisladas en este trabajo de las
diferentes etapas del proceso de elaboracion de cerveza (Fig. 12), es posible
que las cepas PS01 y PS06, las dos P. damnosus pero una aislado del area de
fermentacion y la otra de una etapa posterior en el proceso, podrian ser la
misma cepa moviéndose a través del proceso de elaboracion de cerveza donde
podria estar ganando o perdiendo genes de resistencia a Iupulo por
transferencia horizontal con otras bacterias de ambiente (Bokulich et al., 2015)
como se demostré que podria suceder en este trabajo por la transferencia del
gen horA de la cepa PS01 a la cepa MAO1 cuando crecieron en el mismo
espacio (Fig. 10). Otro caso similar fue el de las cepas MAO1, LS03 y LS04
todas identificadas como L. brevis, donde las cepas LS03 y LS04 fueron
aisladas de superficies en el area de fermentacion y ademas poseian genes de
resistencia a Iupulo, mientras que la cepa MAO1 fue aislada del aire ambiente
pero sin genes de resistencia. Por esto, es posible que una bacteria entre a la

cerveceria por el aire y cuando entra en contacto con el proceso cervecero



podria adquirir genes de resistencia a lupulo de bacterias previamente
adaptadas a estas condiciones (Bokulich et al., 2015; Suzuki, 2011).

Genes de

: Etapa 3 .
Bacterias P resistencia

P. damnosus (S) L. casei (MA
L. brevis (S) L. rossiae S)

P. damnosus (S }
L. brevis (MA) L. ross:ae(MA):||>

horA (S, MA) ORFS5 (S)

horA (S)

ORF5 (MA)

T

*(S) Superficie
*(MA) Aire ambiente

Figura 12. Vision general de las especies bacterianas y genes de resistencia correspondientes a
las cepas aisladas del proceso de elaboracion de cerveza.

En el presente trabajo, identificamos que el area de fermentacion es
donde se encuentra el mayor numero de especies de BAL y genes de
resistencia, esto se debe a que las condiciones en esta etapa del proceso son
mas aptas para el crecimiento microbiano (Bokulich y Bamforth, 2013); ya que
el mosto posee un alto contenido de azucares y oxigeno, pero conforme avanza
el proceso, la levadura fermenta el mosto en cerveza eliminando los nutrientes,
siendo la cerveza ahora un medio restrictivo para el crecimiento microbiano. Es
posible que las bacterias potencialmente contaminantes de cerveza que entran
a la cerveceria por el aire o la materia prima, puedan sobrevivir en nichos del
area de fermentacion (Bokulich et al., 2015; Bokulich y Bamforth, 2013) donde



pueden adquirir genes de resistencia a lopulo por medio de transferencia
horizontal (Suzuki, 2011) y adaptarse progresivamente al proceso cervecero
(Garcia-Garcia, et al., 2017), primero en las condiciones éptimas del mosto en
el area de fermentacién y posteriormente en las etapas mas restrictivas del

proceso.



CONCLUSION

Aislamos bacterias acido lacticas del ambiente de una cerveceria,
principalmente especies de Lactobacillus. Estas cepas mostraron capacidad de
crecer en cerveza y poseian los genes de resistencia a lupulo horA y/o ORF5
en la mayoria de los casos. En la etapa de fermentacién es donde se encontr6
el mayor nimero de especies de BAL. Aqui, las bacterias potencialmente
contaminantes de cerveza pueden entrar en contacto con el mosto rico en
nutrientes y con otras bacterias previamente adaptadas al ambiente cervecero y
posiblemente adquirir genes de resistencia a lupulo por transferencia horizontal,
asi manteniéndose en el proceso en etapas posteriores a la fermentacion,
contaminando y alterando la cerveza terminada.



PERSPECTIVAS

La informacién obtenida en este estudio permitird un mejor control de calidad
microbiolégico en el proceso de elaboracién de cerveza rastreando las
contaminaciones bacterianas y tomando las precauciones necesarias para
evitar la alteracion del producto final. Ademas, este trabajo abre camino para el
estudio de un mayor numero de microorganismos contaminantes y no
contaminantes de cerveza habitantes del ambiente cervecero, y como se
mantienen en estos nichos ecolégicos permitiendo la posibilidad de
intercambios genéticos horizontales con nuevos microorganismos que pudieran
llegar al ambiente de elaboracién de cerveza mediante la materia prima, el aire
o los operadores y como pueden estar afectando el proceso de elaboracion de

cerveza asi como la cerveza terminada.
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