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1. INTRODUCCION

Desde hace miles de afos, la cerveza ha formado parte de la humanidad.
Segun la ACERMEX, actualmente en México existen alrededor de 1200
cerveceras independientes, nUmero que afio con afio se ve incrementado. Los
sistemas de dispensacion de cerveza de barril son una potencial fuente de
contaminacion, ya que, al no realizar una apropiada sanitizacion de sus
componentes, pueden llegar a formar peliculas bacterianas que contaminen y
deterioren el producto final (Quain, 2016). Esto provoca pérdidas econémicas a
productores y comerciantes por el estropeo del producto, por lo que es de suma
importancia detectar los microorganismos causantes del deterioro de cerveza,
asi como establecer controles y buenas practicas con el fin de minimizar el

dafio que puedan ocasionatr.

La cerveza es la tercera bebida mas consumida en el mundo. Si bien se trata de
una industria sumamente préspera, existen diversos factores de riesgo para
estas empresas, sobre todo para las cerveceras independientes que elaboran
cerveza de forma artesanal. La cerveza es un liquido fermentado elaborado a
partir de agua, malta, lapulo y levadura (Sohrabvandi et al., 2020). Ha sido
reconocida como una bebida microbiologicamente estable debido a que las
sustancias presentes en ella, como el etanol, el dioxido de carbono y el lupulo,
la hacen un medio desfavorable para muchos microorganismos (Sakamoto &
Konings, 2003). Adicional a esto, procesos como la pasteurizacion y la filtracion
reducen significativamente la presencia de microorganismos que puedan

contaminar el producto y alterar su calidad (Goldammer, 2022). Algunos grupos



de bacterias tienen la capacidad de desarrollarse aun en las condiciones que se
presentan en este medio. Las principales especies de microorganismos que han
sido aisladas de muestras de cerveza deteriorada son Lactobacillus brevis, L.
lindneri y P. damnosus, todas ellas pertenecientes al grupo de Bacterias Acido
Lacticas (BAL). Entre los principales indicadores de deterioro de cerveza por
microorganismos se encuentran el incremento de turbidez, viscosidad,
acidificacion ya sea por acido lactico o acético y aromas fendlicos. La cerveza
artesanal tiene alta susceptibilidad de sufrir contaminacién por BAL
deterioradoras, ya que la mayoria no cuenta con controles estrictos de
pasteurizacion y/o filtracibn de sus productos como las cervezas
industrializadas (Goodman et al.,, 2020). La cerveza puede llegar a
contaminarse a través de distintas fuentes (Baiano, 2021). Esta contaminacién
puede dividirse en dos tipos: La primaria, originada principalmente por el uso de
materias primas en crudo y la contaminacién secundaria que ocurre una vez
gue el producto terminado es embotellado, enlatado, embarrilado o una vez que
es distribuido, ya sea por mal almacenamiento o durante el proceso de
dispensaciéon (Sakamoto & Konings, 2003). Segun Zhenbo et al. (2020), mas de la
mitad de los problemas microbiolégicos tanto de cerveza artesanal como de

cerveza industrial son causados por contaminaciones secundarias.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente proyecto fue determinar
la presencia de bacterias acido lacticas causantes de deterioro en cervezas
artesanales dispensadas en barril producidas en el estado de Nuevo Ledn.

Ademas, se disefid un procedimiento de sanitizacion para el sistema de
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dispensacion, con el objetivo de minimizar los incidentes de contaminacion y

por consecuente, la merma de cerveza.

1.1  Definicion del problema y justificacion

El presente proyecto ayudd a determinar la presencia de bacterias &cido
lacticas causantes de deterioro en cervezas artesanales en barril producidas en
Nuevo Leoén, las cuales son dispensadas en establecimientos de la Zona
Metropolitana de Monterrey. Ademas, se propuso un plan de sanitizacion para

mejorar el proceso de limpieza de los sistemas de dispensacion.

Asimismo, la presente investigacion surgid6 de la demanda expresa de
productores locales, asi como de duefios de establecimientos donde se
dispensa cerveza artesanal, para buscar estrategias que minimicen el deterioro

de producto y las mermas econdmicas que esto provoca.
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1.2  Hipotesis

Existe una correlacion entre la presencia y la capacidad de formar biopeliculas
de las cepas de BAL aisladas de muestras de cerveza artesanal dispensadas

de barril y los parametros IBU, ABV y SRM de cada estilo de cerveza.

1.3 Objetivo general

Aislar e identificar las cepas de BAL presentes en muestras de distintos estilos
de cerveza artesanal producida en Nuevo Leon dispensadas de barril y

determinar su capacidad para formar biopeliculas.

1.4 Objetivos especificos

e Establecer una base de datos actualizada de establecimientos dentro de
la Zona Metropolitana de Monterrey que cuenten con sistema de
dispensacion de cerveza artesanal de barril producida en Nuevo Leon.

e Recabar muestras de producto terminado de los principales
establecimientos de la Zona Metropolitana de Monterrey que cuenten con
sistema de dispensacién de cerveza artesanal de barril.

¢ Aislar e identificar las bacterias acido lacticas presentes en las muestras.

e Determinar la capacidad de formar biopeliculas de las cepas aisladas.

12



Comparar la capacidad de formar biopeliculas de las BAL deterioradoras
en relacion con los distintos estilos de cerveza artesanal en el mercado.
Analizar estadisticamente la relacion entre la presencia de BAL y la
capacidad para formar biopeliculas y los parametros IBU, ABV y SRM de
cada estilo de cerveza.

Evaluar la capacidad sanitizante de los productos mas utilizados para la
limpieza de las lineas del sistema de dispensacion.

Proponer acciones preventivas de sanitizacion para minimizar la carga

bacteriana en las lineas del sistema de dispensacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia de la cerveza en el mundo

La cerveza es la tercera bebida mas consumida a nivel mundial. Es un liquido
fermentado elaborado a partir de agua, malta, ltpulo y levadura (Sohrabvandi et
al., 2020). La cerveza ha sido reconocida desde hace miles de afios como una
bebida microbiolégicamente estable, debido a que las sustancias presentes en
ella, como el etanol, el diéxido de carbono y el ldpulo, la hacen un medio
desfavorable para muchos microorganismos (Sakamoto & Konings, 2003).
Adicional a esto, procesos como la pasteurizacién y la filtracion reducen
significativamente la presencia de microorganismos que puedan contaminar el

producto y alterar su calidad (Goldammer, 2022).

Segun Statista, en el afio 2022 la produccion a nivel global de cerveza fue de
1.86 billones de hectolitros en comparacion con los 1.3 billones producidos en el
afo 1998. México es uno de los principales productores cerveceros, pues ocupa
el lugar numero 4 a nivel mundial, produciendo cerca de 134.7 millones de
hectolitros; ademéas México se ha mantenido durante la Gltima década como el
principal pais exportador de cerveza, superando a paises como Bélgica,
Alemania y Paises Bajos (INEGI). En la figura 1 se muestran los principales

paises exportadores de cerveza.
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Volumen de cerveza exportada en
millones de litros
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Figura 1 Principales paises exportadores de cerveza en el afio 2022.
Datos de Statista.

Desde 1990, en Estados Unidos las cerveceras artesanales resurgieron como
una alternativa a las cervezas convencionales, desatando una tendencia global

que ha llegado a la mayoria de los paises (Gomez-Corona et al., 2016).

El término cerveceria artesanal, hace referencia a pequefias empresas
productoras de cerveza, que en comparacién con las enormes cervecerias
corporativas cuentan con las siguientes caracteristicas: son empresas
pequefias que producen en volumenes limitados, el cual, sumando todas las
cervecerias artesanales de México no sobrepasa el 1% del mercado cervecero;
son independientes de las cerveceras dominantes del mercado; son
tradicionales, es decir, utilizan los 4 ingredientes tradicionales para su

elaboracion (agua, malta, Ildpulo vy levadura) (Baiano, 2021).
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2.2 La industria cervecera artesanal en México.

En el aflo 2019, el total de cervecerias artesanales en el pais era de 1020.
Informes de la ACERMEX estiman que, para finales del 2022, México ya
contaba con mas de 1200 cerveceras independientes. Nuevo Ledn ocupa el
tercer lugar a nivel nacional en produccion de cerveza artesanal, solo detras de
Jalisco y Baja California, quienes ocupan el primero y el segundo lugar,
respectivamente. La produccion de cerveza artesanal en el afio 2021 fue de 25
millones de litros, equivalente al 0.21% de la produccion total de cerveza en el

pais.

El consumo de cervezas artesanales en México se encuentra al alza. Tan solo
en el afio 2013 el consumo de cervezas artesanales en el pais tuvo un aumento
del 25% (Gomez-Corona et al., 2016). Actualmente, la cerveza artesanal en
México esta a punto de llegar al 1% de consumo total, significando para la

industria un incremento importante de ganancias (ACERMEX).

La gran variedad de sabores, cuerpos, estilos, colores y aromas de las cervezas
artesanales, en comparacion con las cervezas producidas en masa, son por
mucho las caracteristicas que los consumidores buscan en esta bebida

(Goémez-Corona et al., 2016).
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2.3 Caracteristicas fisicoquimicas.

La cerveza es considerada un producto microbiolégicamente estable debido a
su composicion quimica. Entre los principales compuestos encontrados en esta
bebida que aportan esta estabilidad podemos destacar: etanol que va desde los
0.5 hasta 10% p/p de concentracion, diversas sustancias derivadas del lupulo
como los iso alfa-acidos, encontrados en concentraciones de 10 a 75 ppm y que
ademas tienen accion antimicrobiana, la alta concentracion de di6xido de
carbono (0.5% p/p), la baja cantidad de oxigeno disponible que generalmente
es de menos de 0.1 ppm y pH que puede ir desde 3.8 a 4.7, ademas la
cantidad de sustancias nutritivas es casi nula (Sakamoto & Konings, 2003). Las
concentraciones de estos compuestos varian en cada estilo de cerveza por las
materias primas y procesos con las que son elaboradas, sin embargo, existen
distintos pardmetros generalmente dados por fabricantes del producto, los
cuales proporcionan al consumidor informacion acerca de las caracteristicas

organolépticas de la cerveza.

2.4 Parametros

2.4.11BU

El amargor caracteristico de las cervezas esta dado en mayor medida por el
lGpulo. El nivel de amargor es medido a través de unidades internacionales
de amargor o IBU por sus siglas en inglés, una escala que mide la cantidad

de iso alfa-acidos presentes en la cerveza. El lupulo contiene alfa-acidos,
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compuestos que durante el proceso de coccion del mosto se isomerizan
convirtiéndose en iso alfa-acidos, responsables del amargor de la bebida.
Cada IBU es equivalente a 1 mg de alfa acidos isomerizados por cada litro
de cerveza. En la actualidad se conocen alrededor de 80 especies diferentes
de lupulo, cada uno aporta un perfil de aroma y sabor diferente, ademas de

concentraciones variadas de alfa acidos.

2.4.2 SRM

Es una escala estandarizada expresada en valores de van del 2 al 40, que
determina la coloracién que posee una cerveza. Las tonalidades de cada
estilo de cerveza son producto de las materias primas utilizadas, el tipo y
grado de tostado de las maltas y el tipo de proceso utilizado para su

elaboracion. En la figura 2 se muestra esta escala.

2 4 6 8 10 1 4 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Figura 2 Escala SRM
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2.4.3 ABV

El termino ABV es el acronimo de Alcohol by Volume, el cual es una medida
estandar que expresa la cantidad de alcohol presente en una bebida
generalmente expresado en forma de porcentaje. El etanol presente es
resultado del proceso de fermentacién de los azucares disponibles en el
mosto por accion de la levadura. Por lo tanto, el contenido de alcohol
dependera de la cantidad de azucares fermentables presentes, asi como de

la especie de levadura utilizada en el proceso.

2.5 Proceso de elaboracion de cerveza.

La mayoria de las cervezas son elaboradas a partir de granos malteados. El
proceso de malteado consiste en inducir el brote de los granos de cebada
sumergiéndolos en agua, luego aplicarles un tratamiento de aire caliente para
secarlos (Bokulich & Bamforth, 2013). Durante la germinacion, se producen
enzimas que actuaran sobre las moléculas de almidon de la malta,
convirtiéndolas en azucares fermentables durante el proceso de maceracion.
Una vez que el grano germina, se seca para detener la germinacién, eliminando
la humedad de las semillas. La malta obtenida se hornea a distintas
temperaturas para asi obtener diferentes grados de caramelizacion y tostado, lo
cual le dara un perfil diferente en cuanto a color, aroma y sabor a cada cerveza

en la que sean utilizadas.
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Durante la maceracion, los granos quebrados son remojados en agua caliente,
provocando una serie de reacciones enzimaticas, de las cuales la principal es
gue las enzimas presentes en la malta actien transformando el almidon en
azucares fermentables. Después el liquido resultante (ahora llamado mosto) es
separado de los granos gastados y es hervido afadiendo lupulo, el cual le
conferira aroma y amargor. Las proteinas coagulan en este paso, lo que
favorece a la obtencion de una cerveza mas transparente. Finalizada la coccion,
el mosto se enfria rapidamente y pasa de una temperatura de 100°C a 18-24°C
para que la levadura pueda ser inoculada y comenzar el proceso de
fermentacion, en el cual los azlUcares seran convertidos en etanol y dioxido de
carbono. La fermentacion requiere de 7 a 10 dias aproximadamente. Luego de
esto, la cerveza pasa por otros tratamientos, como la clarificacion, la
carbonatacién y embotellado, enlatado o embarrilado (Bamforth, 2017). En la

figura 3 se muestra el proceso general de elaboracion de cerveza.
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Malta o Agua Lupulo
Coccién de Enfriamiento del

Separacién del
Macerado mosto mosto mosto

Recirculacion

Tanque de Tanque de Tanque de
presién Filtro almacenamiento fermentacion ~ Levadura

Molienda

Levadura
cultivada

Figura 3 Proceso general de elaboracion de cerveza. Imagen
tomada y modificada de www.chromacademy.com

2.6 Bacterias acido lacticas (BAL).

Las BAL son un grupo de microorganismos capaces de producir acido lactico
como primer o Unico metabolito de la fermentacién de carbohidratos (Wang et
al., 2021). Las BAL contribuyen con el sabor, aroma y textura de algunos
alimentos fermentados, gracias a la hidrdlisis de proteinas presentes, asi como
la produccion de exopolisacaridos. Algunos alimentos también elevan su valor
nutricional una vez ocurrido el proceso de fermentacién, por lo que las BAL
desempefian un papel muy importante en la industria alimentaria (Goldammer,

2022).

Las bacterias acido lacticas son generalmente cocos o bacilos Gram positivos,
catalasa negativos, no esporuladas. Son aerotolerantes, sin embargo, también

se han encontrado géneros anaerobios estrictos, incapaces de sintetizar
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citocromos y llevar a cabo la fosforilacion oxidativa. Son &acidotolerantes,

soportando niveles de pH de 4.

A pesar de sus caracteristicas, el crecimiento indeseado y descontrolado de
distintas cepas de BAL representa un serio problema en la produccién y manejo
de algunos alimentos y bebidas a nivel mundial, sobre todo en la industria

cervecera (Bergsveinson & Ziola, 2017).

2.7 Bacterias &cido lacticas deterioradoras.

La cerveza es un medio hostil para el desarrollo microbiano. A pesar de ello,
algunos grupos de bacterias tienen la capacidad de desarrollarse en las

condiciones que se presentan en este medio.

Los géneros mas comunes de BAL encontradas en cerveza son Lactobacillus y
Pediococcus, siendo las especies predominantes L. brevis, L. linderni y P.
damnosus (Bergsveinson & Ziola, 2017). Solo algunas especies de bacterias
Gram negativo tienen la capacidad de deteriorar cerveza. Debido a la
implementacion de nuevas tecnologias en las cerveceras modernas, el oxigeno
presente en el producto final se ha visto reducido drasticamente, por lo que
géneros de bacterias anaerobias estrictas como Pectinatus spp y Megasphaera
cereviceae han comenzado a producir deterioro en cervezas, debido a la

creacion de ambientes favorables para su desarrollo (Sakamoto & Konings, 2003).
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Entre algunos de los indicadores de deterioro de cerveza por microorganismos
se encuentran el incremento de la turbidez, viscosidad, acidificacion ya sea por
acido lactico o acético, aromas fendlicos, diaceti o a mantequilla. Otras
caracteristicas menos comunes son los aromas producidos por el sulfuro de
hidrogeno, aromas afrutados producidos por ésteres o a “calcetas sudadas”

producido por acidos grasos de cadena corta (Schneiderbanger et al., 2020).

Los principales microorganismos deterioradores encontrados en cerveza son

los siguientes:

o Lactobacillus
Lactobacillus representa la especie mas prevalente en casos reportados de
deterioro de cerveza, estimando un 60 - 70% de todos los casos (Goldammer,
2022). Es importante mencionar que solo un pequefio grupo de Lactobacillus
son capaces de crecer y deteriorar este medio. L. brevis es el principal
deteriorador de esta especie, siendo detectado frecuentemente tanto en
cervezas como en equipos Yy utensilios dentro de las cervecerias. Generalmente
es resistente a los componentes del ldpulo (Sakamoto & Konings,

2003).

L. lindneri es la segunda especie de lactobacilo mas comunmente aislado al
cual se le adjudica el 25% de todos los incidentes de deterioro de producto.
Todas las cepas de L. lindneri son capaces de producir deterioro de la cerveza,
en comparacion con otros lactobacilos que tienen cepas que lo causan y otras
que no lo hacen. Crece de manera Optima a 19-23°C, ademas sobrevive a
tratamientos de calor mas altos que otras BAL (Sakamoto & Konings, 2003).
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« Pediococcus
Bacteria homofermentativa encontrada en arreglos de pares o tétradas. Causa
acidez y viscosidad en el producto, asi como grandes cantidades de diacetil lo
gue ocasiona que adquiera un olor parecido a la mantequilla. Pueden
encontrarse en distintas etapas del proceso de produccion. P. damnosus es la
especie mas comun dentro de los Pediococcus que puede causar deterioro de
la cerveza. Es responsable del 90% de todos los casos de deterioro causados

por este género (Goldammer, 2022; Schneiderbanger et al., 2020)

Como ya se mencion6 anteriormente, la cerveza artesanal tiene alta
susceptibilidad de sufrir contaminacion por BAL deterioradoras, ya que la
mayoria no cuenta con controles estrictos de pasteurizacion y/o filtracion de sus
productos como las cervezas industrializadas (Goodman et al., 2020). Hoy en
dia, no existe una Norma Mexicana que regule el proceso de producciéon de
cerveza artesanal, asi como tampoco que establezca las especificaciones
fisicoquimicas y microbiolégicas que deba cumplir el producto terminado. La
contaminacion microbiolégica puede comprometer no solo la calidad del
producto, sino también tener efectos negativos en su comercializacién y gusto
por los consumidores. Ademas, el deterioro del producto provoca a las
cerveceras independientes importantes pérdidas econémicas, por lo que dicha
regularizacibn ayudaria no solo a detonar la industria de las cervezas

artesanales, sino también a la produccion de bebidas de calidad superior.
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2.8 Fuentes de contaminacion.

La cerveza puede llegar a contaminarse a través de distintas fuentes y asi
perder su estabilidad microbiolégica (Baiano, 2021). La contaminacion del
producto puede dividirse en dos tipos. La contaminacion primaria, originada
principalmente por el uso de materias primas en crudo, asi como por la
utilizacion de tanques u otros materiales e instrumentos que no fueron
debidamente lavados y sanitizados, y la contaminacién secundaria que ocurre
una vez que el producto esta terminado, durante las etapas de embotellado,
enlatado o embarrilado o una vez que el producto es distribuido, ya sea por mal
almacenamiento o durante la dispensacion (Sakamoto & Konings, 2003). Segun
Zhenbo et al. (2020), méas de la mitad de los problemas microbiolégicos tanto de
cerveza artesanal como de cerveza industrial son causados por
contaminaciones secundarias, siendo L. brevis la especie deterioradora

predominante en la mayoria de los casos.

2.8.1 Contaminacion primaria de cerveza.

Durante el proceso de elaboracién de la cerveza, es posible que las bacterias
puedan llegar a contaminar el producto debido a que el contenido de azucares,
cereales y agua del mosto lo convierten en un ambiente muy nutritivo para los
microorganismos (Bokulich & Bamforth, 2013). La malta, el ldpulo y otros
cereales no malteados suelen traer consigo microorganismos causantes de esta

contaminacion. El mismo caso se presenta con el agua utilizada durante el
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proceso de maceracion, por lo que esta suele ser hervida antes para evitar una
contaminacion. En general los microorganismos presentes en estas materias
primas no representan un gran problema, ya que una vez que el mosto entra en
el proceso de coccion se esterilizara. Sin embargo, después de este paso,
durante la etapa de enfriamiento y adicion de la levadura, el mosto es muy
vulnerable a microorganismos oportunistas que pueden afadirse junto con la
levadura o por una mala desinfeccion de los equipos y materiales utilizados
(Goldammer, 2022). Una vez que el mosto es convertido en cerveza por accion
de la levadura, la probabilidad de una contaminacién disminuye, sin embargo,
bacterias acido lacticas aun pueden causar una contaminacion del producto
durante el almacenamiento, trasvase, embotellado, llenado de barriles y
dispensacion del producto final. En la figura 4 se muestran los principales
microorganismos encontrados en las distintas etapas del proceso de produccion

de cerveza.
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Figura 4 Principales géneros bacterianos involucrados en la contaminacion de cerveza
en distintas etapas de produccion.
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2.8.2 Contaminacion secundaria de cerveza.

Buenas préacticas de higiene y una limpieza regular de las lineas son clave para

garantizar la calidad del producto (Mallett & Quain, 2019).

Aumentos en la temperatura de almacenamiento, exposicion a la luz, excesiva
agitacion y deficiente hermeticidad son algunos de los factores que pueden
interferir en la calidad de la cerveza una vez que esta abandona el lugar de
produccién, promoviendo el desarrollo de microorganismos. Aun almacenado a
Optimas condiciones, el tiempo que permanece el producto en almacén

aumenta también la probabilidad de deterioro por microorganismos.

Inevitablemente toda la cerveza que es dispensada tiende a presentar
contaminacion microbiolégica, aun asi, la higiene de los sistemas de
dispensacion ha recibido muy poca atencion a través de los afios (Mallett &
Quain, 2019a). Los sistemas de dispensacion representan una amenaza para la
estabilidad microbiolégica del producto, ya que el sistema involucra la
introduccién de piezas dentro del barril, por lo que la calidad de la cerveza
dependera en gran medida de las condiciones de almacenamiento e higiene del
sistema de dispensacion (Bokulich & Bamforth, 2013). Al encontrarse en
establecimientos como bares o restaurantes, los sistemas de dispensacion
pueden permitir la entrada de microorganismos presentes en el ambiente en
momentos clave, al abrir las llaves del dispensador o al realizar los cambios de
barriles y, debido a la presencia de concentraciones altas de oxigeno y
temperaturas mayores en ciertos puntos del sistema, los microorganismos
pueden lograr establecerse y desarrollarse (Quain, 2016). En muchas
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ocasiones, los barriles de cerveza han demostrado estar libres de
microorganismos contaminantes al ser entregados en los establecimientos. Sin
embargo, después de estar acoplados al sistema de dispensacion, comienzan a
mostrar signos de deterioro (Bokulich & Bamforth, 2013; Storgards, 2000). Los
lugares en el sistema de dispensacion donde generalmente se encuentra
contaminacion microbiana es en las “areas muertas” como las tapas del barril,
llaves dispensadoras y colectores; aunque la contaminacion persistente siempre
estd asociada a la adhesion de microorganismos a superficies, por lo tanto, la
linea de dispensacion, al ser el area mas grande del sistema, representa la
principal superficie en la cual las bacterias pueden adherirse y formar
biopeliculas (Storgards, 2000). Generalmente, los procedimientos de limpieza
realizados rutinariamente no son suficientes para la alta carga microbiana
presente en los sistemas de dispensacion. Buenas practicas de higiene y una
limpieza regular y eficiente de las lineas de dispensacion son clave para

garantizar la calidad del producto (Mallett & Quain, 2019; Storgards, 2000).

2.9 Formacion de biopeliculas en los sistemas de dispensacion.

Las biopeliculas son un consorcio funcional de microorganismos adheridos a
una superficie. Representan una real amenaza para el proceso y la calidad del
producto; su formacién generalmente se da en las lineas de llenado, asi como
en los sistemas de dispensacion de cerveza de barril. (Jevons & Quain, 2021,

Quain, 2016). Las lineas de los sistemas de dispensacion generalmente estan
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fabricadas de policloruro de vinilo (PVC), polietileno y nylon, materiales que
tienden a favorecer la produccion de biopeliculas por microorganismos
deterioradores (Storgards, 2000). El control de estos microorganismos es
logrado mediante la eliminacion de las fuentes de contaminacién. Requerir de
limpiezas muy frecuentes indica que el sistema no ha sido completamente
sanitizado, por lo cual, el recrecimiento de las biopeliculas es inevitable. Los
conectores, asi como las lineas del sistema suelen ser fuentes de recrecimiento

(Quain, 2016).

La matriz de biopeliculas producidas por bacterias del género Lactobacillus no
han sido lo suficientemente investigadas, sin embargo, han demostrado tener
capacidad de resistencia a ciertos quimicos que comunmente son utilizados

como desinfectantes y sanitizantes (Fernandez Ramirez et al., 2015).

2.10 Productos sanitizantes.

El uso de productos sanitizantes es un paso esencial dentro de las practicas de
higiene de cualquier empresa dedicada al area de alimentos. Estos productos
reducen la cantidad de microorganismos patégenos y deterioradores que
pueden estar presentes tanto en utensilios como en equipos, minimizando la
probabilidad de una contaminacion microbiana. Entre los sanitizantes mas
utilizados en el area alimenticia podemos mencionar a los productos con base

acido y yodo.
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2.10.1 Sanitizantes acidos.

Los acidos inorganicos, asi como algunos organicos son comunmente utilizados
en la industria de alimentos durante procesos de limpieza y sanitizacion de
equipos y superficies. En el mercado existen formulaciones de acido fosforico
en conjunto con acidos organicos efectivos en la eliminacion de biopeliculas de
microorganismos, asi como en la remocion de residuos minerales. Suelen ser

utilizados en concentraciones de 500 ppm.

El &cido fosférico actia desnaturalizando proteinas presentes en la membrana
celular y en otras estructuras microbianas, haciendo que estas pierdan su
actividad. También provoca una disminucion drastica del pH del medio,
condicién en que la mayoria de los microorganismos no puede sobrevivir. Con
respecto al EPS presente en las biopeliculas, el 4cido fosforico provoca que los
polisacaridos se desestabilicen, la biopelicula pierda cohesién y finalmente sea

eliminada.

2.10.2 Sanitizantes base yodo.

Comercialmente existen tres formas de sanitizantes a base de yodo: Lugol,
soluciones alcohdlicas de yodo y yoddéforos, siendo estos ultimos los mas
utilizados y efectivos. Los sanitizantes a base de yodo actian en contra de la
mayoria de las bacterias, hongos y levaduras cuando es utlizado a
concentraciones de 25 ppm. Un dato importante es que los yoddéforos actian
efectivamente en un rango muy amplio de pH que va desde 2 hasta 10, ademas

de ser menos corrosivos en comparacion con el cloro.
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El yodo actia penetrando a treves de la membrana celular e interfiriendo en la
sintesis de proteinas bacterianas, ademas al ser un compuesto oxidante puede
causar cambios irreversibles en distintas biomoléculas dentro de la célula. En
cuanto a los EPS que conforman las biopeliculas, el yodo puede adentrarse en
esta matriz e interaccionar con los polisacaridos haciendo que las uniones entre

estos se debiliten y sea mas susceptible la degradacion.

Al ser utilizados adecuadamente, estos compuestos son muy efectivos, sin
embargo, algunas de las desventajas que presentan este tipo de productos es
Su costo, ya que suelen ser mucho mas costosos que el cloro. Asi mismo, los
compuestos a base de yodo suelen manchar los equipos y utensilios de un

color amarrillo ocre.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Puntos de muestreo.

Se realiz6 una busqueda exhaustiva de los establecimientos dentro de la ZMM
gue cuentan con venta de cerveza artesanal dispensada de barril. Dicho listado
estd basado en establecimientos operando hasta octubre del afio 2023. Los
negocios fueron monitoreados por un periodo de 6 meses para observar cuales
de ellos se mantenian trabajando de manera continua, asi como el movimiento

de los estilos de cervezas dispensadas en el mercado.
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3.2 Elaboracion de base de datos.

Se elaboré una base de datos de las cervezas artesanales encontradas en
establecimientos dentro de la ZMM que cuentan con dispensacion de barril.
Toda la informacién fue obtenida mediante visitas a establecimientos, paginas
web y redes sociales de estos. La base de datos se dividié en dos partes. La
primera muestra las cervezas artesanales disponibles en cada establecimiento
y la segunda detalla el estilo de cerveza, asi como los parametros IBU, SRM y

ABV de cada una de ellas.

3.3 Seleccidon de muestras.

Analizando la informacion obtenida en la base de datos, fueron seleccionadas
las cervezas artesanales que mejor se adaptaban a los requerimientos de esta
investigacion. Se tomaron en cuenta distintos criterios para hacer dicha

eleccion:

e Cervezas de estilos diferentes que presentaran valores de parametros
IBU, ABV y SRM distintos.

e Cervezas de linea, que no fueran de temporada y se pudieran encontrar
en cualquier época del afio.

e Cervezas encontradas en al menos dos establecimientos diferentes,
esto para realizar una comparativa de la calidad del mismo producto en

diferentes sistemas de dispensacion.
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Las muestras de cerveza artesanal fueron recolectadas durante los meses de
agosto, septiembre y octubre del 2023. Cada estilo de cerveza fue muestreado
en dos diferentes establecimientos, se realizaron tres rondas de muestreos
dejando alrededor de tres semanas entre cada ronda. EI nimero total de

muestras analizadas fue de 42.

3.4 Toma de muestras

Para realizar la toma de muestras se utilizaron jeringas estériles y vasos para
muestra estériles. Las muestras fueron tomadas directamente del vaso en que
la cerveza fue dispensada y se transportaron en una hielera manteniéndose a

una temperatura de 4°C hasta el momento de ser procesadas.

3.5 Aislamiento e identificacién de microorganismos

Para el aislamiento de las cepas de BAL deterioradoras de cerveza presentes
en las muestras se realiz6 una combinacién entre las metodologias descritas
por Mallett et al. (2018) y Goodman et al. (2020). Se realiz6 un método de
forzado, el cual fue disefiado para amplificar el estado microbiol6gico de la
cerveza al momento de la dispensacion y que refleja la calidad de limpieza del
sistema de dispensacion en su totalidad. Este método se realiz6 tomando 50mL
de cada muestra, se colocaron en tubos estériles de fondo coénico y se
incubaron a 30°C por 4 dias. Luego se sembro en placas de agar MRS que fue
modificado afiadiendo 100 mg/L de cicloheximida y ajustando el pH a 5
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utilizando acido tartarico al 10%. Las muestras fueron incubadas a 30°C en
condiciones anaerébicas por aproximadamente 5 dias. Se hizo tincion Gram a
las colonias resultantes. Las colonias Gram positivo fueron resembradas en

agar MRS+ hasta la obtencion de cultivos puros.

Una vez que se obtuvieron cepas puras, se realizaron pruebas bioquimicas
para identificar las especies aisladas. Se realizé prueba de catalasa a todas las
cepas. Para la prueba de fermentacién de azucares fue utilizado caldo rojo de
fenol y los azucares: maltosa, rafinosa, celobiosa, lactosa, galactosa, manitol,
D-arabinosa, xilosa, sacarosa y manosa. Las muestras positivas mostraron un
vire en la coloracién del medio, de rojo a amarillo. Para identificar las especies
aisladas fue utilizado el software ABIS. ABIS es una base de datos online que
puede ser una herramienta Util en la identificacibn de especies bacterianas
basandose en la morfologia, caracteristicas bioquimicas, caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de los cultivos. ElI software hace
recomendaciones de las mejores pruebas bioquimicas a realizar. La calidad de
los resultados dependera del nimero de pruebas realizadas, siendo requeridas
al menos 8 pruebas para que el programa de un resultado confiable. Una vez
realizadas las pruebas bioquimicas, los resultados se descargaron en el
software, el cual proporcioné el género y especie de las bacterias que tenian

una mayor coincidencia con las presentes en la base de datos.

3.6 Capacidad de las BAL para producir biopeliculas
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La determinacion de la capacidad para formar biopeliculas se realiz6 con base
en la metodologia descrita por Jevons & Quain (2021). Se prepararon tubos con
5mL de caldo Lactobacillus y se inocularon cada una de las cepas aisladas. Los
tubos se incubaron a 30°C por 48 horas. La absorbancia de todos los cultivos
fue ajustada con la ayuda de un espectrofotometro a Ass0=0.2 para tener una

concentracion de microorganismos de aproximadamente 3x108 UFC/mL.

En una microplaca de 98 pocillos se afiadieron 20uL del cultivo que contenia la
cepa aislada y 180uL de cada cerveza. La cerveza utilizada como medio de
cultivo fue previamente filtrada al vacio usando membranas de 0.45um. El
volumen total fue de 200uL en todos los pocillos. Como control negativo se
utilizaron 20uL de caldo sin inocular y 180uL de cerveza filtrada. Cada muestra

se sembro por sextuplicado.

Las microplacas fueron incubadas en condiciones anaerobias a 30°C por 7
dias. Después, cada pocillo se lavo utilizando agua destilada y la placa se dejo
secar a temperatura ambiente. Se agregaron 180uL de cristal violeta a cada
uno de los pocillos y se dejé actuar por 45 minutos. Los pocillos se lavaron con
agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez que las
biopeliculas fueron tefiidas, a cada pocillo se le agregaron 180uL de etanol al
96% por 45 minutos para extraer el cristal violeta retenido, luego con la ayuda
de una micropipeta se mezclé el contenido de los pocillos y se transfirid a una
microplaca nueva. La concentracion de cristal violeta extraido es proporcional a

la cantidad de biopelicula formada, es decir, una mayor absorbancia
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corresponde a una cantidad mayor de biopelicula producida por las bacterias

presentes en la muestra.

Para cuantificar la concentracion de cristal violeta retenido por las biopeliculas,
la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 570nm en un lector de

microplacas.

3.7 Andlisis estadistico

Para determinar la correlacion entre la presencia de bacterias acido lacticas y
los parametros de cada marca de cerveza se realizé un analisis de correlacion
biserial puntual. Para determinar la relacion entre la produccién de biopelicula 'y
los valores IBU, ABV y SRM de cada estilo de cerveza se realizé un andlisis de

correlacion de Pearson.

3.8 Efectividad de sanitizantes

La determinacion de efectividad de sanitizantes se bas6é en la metodologia
descrita por Jevons & Quain (2021). Se hicieron crecer biopeliculas de cada
cepa de Lactobacillus identificado por periodos de 7, 14 y 21 dias usando
microplacas de 96 pocillos usando cerveza Lager light como medio de cultivo.
Se probaron los tres productos mas utilizados para sanitizar los sistemas de
dispensacién de barril imitando el proceso de sanitizaciébn de acuerdo con el

tiempo y concentracién recomendados por los fabricantes de los productos.
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Los ingredientes activos de los productos analizados son: 1) yodo (lo-star), 2)
acido fosforico con acido dodecilbenceno sulfénico (Starsan) y 3) acido fosforico

con &cido oléico sulfonado (Saniclean).

Para el ensayo con el producto de yodo se prepararon soluciones de 25y 50
ppm (0.078 y 0.156mL de producto en 50mL de agua destilada). Se retiro el
contenido de la microplaca y se realizé un lavado suave con agua destilada
para retirar por completo cualquier resto de medio de cultivo. Se hizo un pre-
enjuague con la solucion de 50 ppm, luego se retiré de nuevo el contenido y se
afiadieron 180 pL de la solucion de 25 ppm dejandolo actuar por dos minutos.

Pasado el tiempo se retir6 el producto y se dejé secar a temperatura ambiente.

Para la prueba con Starsan se prepard una solucién de 780 ppm de H3POas en
agua destilada. Se retir6 el contenido de la placa, se realizé un lavado suave
con agua destilada para retirar las células sésiles y se dej6 secar a temperatura
ambiente. Luego se afiadieron 180 uL de la solucion de &cido fosférico y se dejé
actuar por un minuto. Pasado el tiempo se retiré el producto y se dejé secar a

temperatura ambiente.

Por dltimo, para probar la eficiencia de Saniclean se preparé una soluciéon de
130uL de producto en 50mL de agua destilada. Se retir6 el contenido de la
microplaca, se lavé suavemente con agua destilada, luego se afiadieron 180uL
de la solucion sanitizante y se dejo actuar por tres minutos. Después el

contenido se retird y se dejo secar a temperatura ambiente.
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Una vez que las placas secaron, se agregaron 200uL de caldo Lactobacillus a
cada pocillo y las microplacas se incubaron por 7 dias a 30°C en condiciones
anaerobias. Después de este periodo de incubaciéon, el contenido de cada
pocillo se recombiné con la ayuda de una micropipeta, luego se midid la
absorbancia utilizando un lector de microplacas a una longitud de onda de
660nm para determinar el nivel de recrecimiento bacteriano y por lo tanto la

efectividad de los productos para eliminar las biopeliculas formadas.

3.9 Disposicién de residuos

La disposicion de residuos generados se llevd a cabo siguiendo los
lineamientos establecidos por la Facultad de Ciencias Quimicas (PR-CLB-
SRR/002) utilizando el sistema de identificacion y disposicion en contenedores
asignados para cada uno de los reactivos utilizados y/o generados. Estos
siendo principalmente la neutralizacion de acidos y esterilizacion de material

con residuos celulares.
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4 RESULTADOS

4.1 Seleccién de muestras

La figura 5 muestra los establecimientos dentro de la ZMM que hasta octubre

del afio 2023 contaban con venta de cerveza artesanal dispensada de barril.
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Figura 4 Establecimientos que cuentan con cerveza dispensada de barril.
Elaborado en: www.zeemaps.com

Los marcadores color naranja muestran la ubicacion de estos establecimientos.

La base de datos completa puede encontrarse en el Apéndice A.

A partir del andlisis de la informacion recabada, identificamos siete cervezas
con las caracteristicas necesarias para llevar a cabo este proyecto de

investigacion.
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Las marcas de cervezas, asi como los nombres de los establecimientos fueron
omitidos por cuestiones de confidencialidad, en su lugar se utilizaron claves
para identificar cada muestra. Los datos de cada cerveza utilizada en esta

investigacion se encuentran en la tabla 1.

TABLA 1

CERVEZAS SELECCIONADAS EN EL PROYECTO. SE MUESTRAN LOS
PARAMETROS IBU, ABV Y SRM DE CADA CERVEZA.

Marca | Estilo de cerveza IBU SRM ABV

a Lager light 9 3 3.5
B Witbier 15 3 4.9
Y Brown ale 23 23 6

0 Stout 35 35 4.2
€ IPA 45 7 6.7
C WC IPA 70 8 6.5
n IPA imperial 103 9 9.1

4.2 Identificacion de BAL.

Se tomaron en total 42 muestras de cerveza artesanal, de las cuales 31
presentaron bacilos Gram positivos. Cada cerveza se muestreé en dos
establecimientos diferentes, identificados como Ay B. La tabla 2 muestra el total
de cervezas analizadas, las rondas de muestreo en cada establecimiento y la

presencia o ausencia de BAL en cada muestra.
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TABLA 2
RESULTADOS DE LA PRESENCIA DE BAL EN LOS MUESTREOS REALIZADOS.

Primer Segundo Tercer

muestreo muestreo muestreo
Estilo/ Establecimiento A B A B A B
Lager light v v v v v v
Witbier v X X X v X
Brown ale v v 4 4 v v
Stout v v v v v v
IPA X v v v X v
WC IPA v 4 4 X v X
IPA imperial v v X X v X

Presencia (v'), ausencia (x).

La primera ronda de muestreos fue realizada durante el mes de agosto de
2023. De las 14 muestras analizadas, 12 tuvieron presencia de BAL. Las cepas

aisladas se muestran en la tabla 3.

TABLA 3

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DE LAS CEPAS
AISLADAS EN EL PRIMER MUESTREO.

Morfologia Morfologia Observaciones

Lager light. Establecimiento A
Morfologia macroscépica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscoépica: Bacilos cortos
Gram+
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Lager light. Establecimiento B
Morfologia macroscopica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos Gram+

Witbier. Establecimiento A

Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, pequefas, redondas, cremosas
Morfologia microscépica: Bacilos Gram+

IPA. Establecimiento B

Morfologia macroscépica: Colonias
blancas, pequefias, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos Gram+

Brown ale. Establecimiento A
Morfologia macroscépica: Colonias
blanquecinas, pequefas, redondas,
cremosas

Morfologia microscopica: Bacilos Gram+

Brown ale. Establecimiento B.
Morfologia macroscopica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos Gram+

Stout. Establecimiento A

Morfologia macroscopica: Colonias
blancas, pequefias, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos cortos
Gram+
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Stout. Establecimiento B.

Morfologia macroscopica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos largos
Gram+

WC IPA Establecimiento A

Morfologia macroscopica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos largos
Gram+

WC IPA. Establecimiento B

Morfologia macroscépica: Colonias
blanquecinas, pequefas, redondas,
cremosas

Morfologia microscopica: Bacilos largos
Gram+

IPA imperial. Establecimiento A
Morfologia macroscopica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos largos
Gram+

IPA imperial. Establecimiento B
Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, pequefas, redondas, cremosas
Morfologia microscoépica: Bacilos Gram+

Macroscopicamente se observaron colonias blancas, ligeramente traslicidas,

pequefias 0 medianas, cremosas,

redondas y algunas irregulares.

Microscopicamente se encontraron bacilos Gram positivos individuales o

formando cadenas cortas. En las muestras Stout B, WC IPA A e IPA imperial A

los bacilos se observaban mas delgados y alargados en comparacion a los
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encontrados en las muestras de Lager light Ay Stout A que eran mas cortos y

redondeados.

Durante la segunda ronda de muestreo, realizada en el mes de septiembre del

2023, 9 de las 14 muestras tuvieron presencia de bacilos Gram positivos. Se

observaron colonias blancas, pequefias 0 medianas, redondas o de forma

irregular y de consistencia cremosa. En cuanto a la morfologia microscopica se

encontraron bacilos Gram positivos, individuales y formando cadenas cortas. En

la tabla 4 se muestra la morfologia macroscopica y microscopica de las cepas

aisladas.

TABLA 4

CEPAS AISLADAS DEL SEGUNDO MUESTREO. EN LA COLUMNA IZQUIERDA SE
MUESTRAN LAS COLONIAS EN AGAR MRS+ Y ENSEGUIDA SE MUESTRA LA
MORFOLOGIA MICROSCOPICA OBSERVADA A 100X USANDO TINCION GRAM.

Morfologia Morfologia

microscoépica

Observaciones

macroscoépica

'

Lager light. Establecimiento A
Morfologia macroscépica: Colonias
blanquecinas, medianas, redondas,
cremosas

Morfologia microscépica:
cortos Gram+

Bacilos

Lager light. Establecimiento B
Morfologia macroscépica: Colonias
blancas, pequefas, redondas,
cremosas

Morfologia microscopica:
Gram+

Bacilos
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Brown ale. Establecimiento A
Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, pequefias, redondas,
cremosas

Morfologia microscépica: Bacilos
Gram+

Brown ale. Establecimiento B
Morfologia macroscépica: Colonias
blancas, medianas, redondas,
cremosas

Morfologia microscépica: Bacilos
largos Gram+

Stout. Establecimiento A

Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, medianas, redondas,
cremosas

Morfologia microscépica: Bacilos
Gram+

Stout. Establecimiento B

Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, medianas, redondas,
cremosas

Morfologia microscopica: Bacilos
largos Gram+

IPA. Establecimiento A

Morfologia macroscépica: Colonias
ligeramente blanquecinas,
pequefias, redondas, cremosas
Morfologia microscépica: Bacilos
Gram+

IPA. Establecimiento B

Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, medianas, redondas,
cremosas

Morfologia microscopica: Bacilos
largos Gram+
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il ~ WC IPA. Establecimiento A

E Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, pequefas, redondas,
cremosas

Morfologia microscépica: Bacilos
largos Gram+

El ultimo muestreo fue realizado durante el mes de octubre del afio 2023. De las
14 muestras que fueron recolectadas, 10 mostraron presencia de bacilos Gram
positivos. Las cepas aisladas formaron colonias blancas o ligeramente rosadas,
redondas o irregulares y de consistencia cremosa. MicroscoOpicamente se
encontraron bacilos individuales y formando cadenas cortas. En la tabla 5 se
muestran las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las cepas

presentes en las muestras.

TABLA 5

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DE LAS CEPAS
AISLADAS DURANTE EL TERCER MUESTREO. SE DESCRIBEN
CARACTERISTICAS COLONIALES EN AGAR MRS+ Y OBSERVACION AL
MICROSCOPIO 100X TINCION GRAM.

Morfologia Morfologia Observaciones
macroscopica microscopica

Lager light. Establecimiento A

Morfologia macroscopica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscépica: Bacilos cortos
Gram+
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Lager light. Establecimiento B
Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos Gram+

Brown ale. Establecimiento A
Morfologia macroscépica: Colonias
ligeramente rosadas, medianas,
redondas, cremosas

Morfologia microscépica: Bacilos Gram+

Brown ale. Establecimiento B

Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscépica: Bacilos cortos
Gram+

Stout. Establecimiento A

Morfologia macroscoépica: Colonias
ligeramente rosadas, medianas,
redondas, cremosas

Morfologia microscopica: Bacilos Gram+

Stout. Establecimiento B

Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscépica: Bacilos largos
Gram+

IPA. Establecimiento B

Morfologia macroscépica: Colonias
blancas, pequefas redondas, cremosas
Morfologia microscépica: Bacilos largos
Gram+
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WC IPA. Establecimiento A

Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, pequefias, irregulares,
cremosas

Morfologia microscépica: Bacilos largos
Gram+

IPA imperial. Establecimiento A
Morfologia macroscoépica: Colonias
blancas, medianas, redondas, cremosas
Morfologia microscopica: Bacilos Gram+

Witbier. Establecimiento A

Morfologia macroscoépica: Colonias
blanquecinas, medianas, irregulares,
cremosas

Morfologia microscépica: Bacilos cortos
Gram+

Las caracteristicas macro y microscopicas de las cepas coincidieron con las
descritas por la literatura, ademas de las observadas en la cepa de

Lactobacillus casei utilizada como referencia (Fig. 6)

“-' ..: \# ' L e
A e
& 'f,g.. Figura 6 Morfologia macroscépica y
L ..L £ microscopica de Lactobacillus casei. Se
e N ~ observan colonias blancas, redondas,
~ medianas y cremosas en agar MRS+,
I ™ o Microscépicamente se observan bacilos

- Gram+. Tincion Gram 100X

Una vez que se obtuvieron cultivos puros, se realizaron pruebas de catalasa y
fermentacién de azucares. Se utilizé el software ABIS (Advance Bacterial

Identification Software) para conocer la identidad de las cepas aisladas. Luego
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de introducir al programa los datos obtenidos de las pruebas de catalasa y
fermentacion realizadas, este proporcion6 el género y especie del
microorganismo que mejor coincidia con los resultados almacenados en su
base de datos. Conforme a estos resultados, se encontraron altas coincidencias
con seis cepas de diferentes especies del género Lactobacillus, siendo L.
parabrevis la especie mas recurrente con una presencia del 64.5% de las
muestras, seguido de L. brevis el cual represent6 al 19.1% del total de muestras
positivas. En la tabla 6 se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas,
asi como el género y especie de cada cepa, ademas del porcentaje de

coincidencia con los géneros presentes en la base de datos ABIS.

TABLA 6

RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS A LAS CEPAS
AISLADAS. SE OBSERVA LA PRESENCIA DE 6 DIFERENTES ESPECIES DE
LACTOBACILLUS.

Muestra = Especie

— c | — | = o c | = -

2=z |2|8|8|8|8|2|2)|8
Brown ale Al -+ + - - - - - - + - L. parabrevis 92%
Brown ale A2 -+ + - - - - - - + - L. parabrevis 92%
Brown ale A3 -+ + - - - - - - + - L. parabrevis 92%
Brown ale B1 -]+ + - - - - - + + - L. senioris 83.9%
Brown ale B2 -]+ + + - + - + - + - L. brevis 81.5%
Brown ale B3 -1+ + - - - - - - + - L. parabrevis 92%
IPAA2 - |- + - + + - - - + - L. brevis 80.2%
IPAB1 -+ + - - - - - + - L. brevis 81.5%
IPA B2 - + - - - - - + - L. brevis 81.5%
IPAB3 - ]- + - + - - - - + - L. kisonensis 92%
IPAimp Al +|+ + - - + - - + + - L. fuyuanensis 90.8%
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IPAImp A3 -]+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
IPAimpB 1 -]+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Lager light Al -]+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Lager light A2 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Lager light A3 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Lager light B1 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Lager light B2 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Lager light B3 -]+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Stout A1 +] - + + + + + + - L. fermentum 82.7%
Stout A2 -]+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Stout A3 +] - + + + + + + - L. fermentum 82.7%
Stout B1 -]+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Stout B2 -+ + - + - + - L. brevis 81.5%
Stout B3 -+ + + - - + - L. brevis 87.2%
WC IPAA1 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
WC IPAA2 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
WC IPA A3 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
WC IPAB1 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Witbier A1 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Witbier A3 -+ + - - - - + - L. parabrevis 92%
Control (L. casei) |+ - - - + - + - - L. paracasei 92%

Positivo (+), Negativo (-).

Para determinar el grado de

correlacion entre la presencia de BAL y los

pardmetros de cada cerveza se realiz6 un analisis biserial puntual, andlisis

estadistico util para verificar la correlacion existente entre una variable

dicotomica (en este caso presencia/ausencia de BAL) y una variable continua

(parametros IBU, ABV y SRM). La tabla 7 muestra los resultados de dicho

analisis. Se observa que los valores del coeficiente de correlacién para los

pardmetros IBU, ABV y SRM son: -0.10, -0.09 y 0.09 respectivamente.
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TABLA 7

CORRELACION ENTRE LA PRESENCIA DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y LOS
PARAMETROS IBU, ABV Y SRM

Parametros Presencia de BAL
IBU Valor R: -0.1041
ABV Valor R: -0.0992
SRM Valor R: 0.0941

4.3  Produccion de biopeliculas.

El cristal violeta extraido de las biopeliculas tefiidas fue cuantificado con el uso
de un lector de microplacas. Las cepas aisladas de cerveza Lager light
produjeron la mayor cantidad de biopelicula con valores de absorbancia entre
1.5y 1.19. Las cervezas Witbier, WC IPA e IPA tuvieron valores de entre 1.2 y
0.3. Por ultimo, las muestras de IPA imperial, Stout y Brown ale mostraron la

menor produccién de biopelicula con valores de absorbancia menores a 0.27.

Las biopeliculas producidas por las distintas cepas aisladas de Lactobacillus se

muestran en las figuras 7, 8 y 9.
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Figura 7 Biopeliculas producidas por cepas aisladas de Withier (Wt), West Coast IPA
(WC), Stout (St) e IPA. Blanco (B).

Ba IPA imp

Figura 8 Biopeliculas producidas por cepas aisladas de Brown ale (Ba), IPA imperial
(IPA imp). Blanco (B).
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Figura 9 Biopeliculas producidas por cepas aisladas de Lager light (LL).

La comparacion de las absorbancias obtenidas de cada estilo de cerveza es

mostrada en la figura 10.

Formacion de biopeliculas
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Figura 10 Comparacion de la produccion de biopelicula de los distintos estilos de cerveza.
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Para probar la existencia de relacién entre la produccion de biopeliculas y los
parametros IBU, SRM y ABV de cada estilo de cerveza analizada en este
proyecto se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson. La tabla 8 muestra

los resultados del analisis estadistico.

TABLA 8
CORRELACION ENTRE LA PRODUCCION DE BIOPELICULA Y PARAMETROS IBU,
ABV Y SRM.
Wariable BIOFILM SEM IBU ABV
1. BIOFILM Fearson'sr —
p-valus —
2. 5BM Fearson's r -0.768 —
p-valus = 001 —
3. IBU Fearson'sr -0.471 -0.038 —
p-valug 0.008 0351 —
4 ABV Fearson's r -0.451 -0.147 0.844 —
p-valus 001 0439 = 001 —

Se muestran también las graficas de dispersion (figuras 11, 12 y 13) donde se
observa gréficamente la relacién entre la produccion de biopelicula y los
diferentes pardmetros de las cervezas. Con respecto a la relacién entre la
concentracion de cristal violeta y el porcentaje de etanol, se obtuvo un valor de
coeficiente R de -0.451, lo que sefiala la existencia de una correlacion negativa
moderada. El valor P fue de 0.011 por lo que se considera que la correlaciéon es

estadisticamente significativa.
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Figura 11 Relacion entre la concentracion de cristal violeta y la concentracion de
etanol de cada estilo de cerveza.

Para la concentracion de iso alfa-acidos o parametro IBU, el valor del
coeficiente R arrojado por el programa estadistico fue de -0.471 lo que indica
que, al igual que el caso anterior, si bien no hay una correlaciéon directa entre

ambas variables, si existe una relacién negativa moderada. El valor P para este

Absorbancia
2
2

0o 20.00 40.00 80.00 80.00 100.00 12000

IBU

Figura 12 Relacion entre absorbancia de cristal violeta y la concentracion de iso
alfa-4cidos de cada estilo de cerveza.
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analisis fue de 0.008 por lo tanto la correlacion es estadisticamente significativa.

Por ultimo, la relacion entre el parametro SRM y la presencia de biopeliculas
mostro un valor de coeficiente R de -0.768 y un valor P de <0.001, lo que indica
la existencia de una correlacion negativa fuerte entre estas dos variables,

ademas de una alta y confiable significancia estadistica.
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Figura 13 Relacion entre concentracién de cristal violeta y el parametro SRM de
cada estilo de cerveza

4.4 Efectividad de sanitizantes

El crecimiento en las placas fue medido utilizando un lector de microplacas y los
resultados fueron graficados para visualizar el comportamiento de los
sanitizantes contra biopeliculas de 7, 14 y 21 dias de crecimiento producidas
por las 6 cepas de Lactobacillus aisladas. Las figuras 14, 15 y 16 muestran el

comportamiento de los tres productos analizados.
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En el caso del producto a base de yodo, se presento la eliminacion casi total de
las biopeliculas de 7 dias de crecimiento de todas las cepas. Para las
biopeliculas de 14 y 21 dias, el recrecimiento varié entre las diferentes cepas
(fig. 14), sin embargo, en todos los casos se presentd un incremento
considerable de recrecimiento bacteriano conforme aumentaron los dias de

crecimiento de la biopelicula inicial.

Yodo
14
12
1
5 06
n 0.6
=
0.4
02
0
Odias 7dias 14 dias 21 dias
Biopelicula
—_|_ brevis ——|[ parabrevis =—L. seniors —[ . kisonensis
—| fuyuanensis =——|[_ femmenfum =———Blanco — Control positivo

Figura 14. Recrecimiento de biopeliculas de 7, 14 y 21 dias después de la
sanitizacién realizada con el producto a base de yodo.

Los productos elaborados con base en acido fosférico mostraron un
comportamiento muy similar al observado con el producto de base yodo. En el
caso de Starsan (Fig. 15), la eliminacion de las biopeliculas de 7 dias de
crecimiento fue casi completa, pero el recrecimiento fue evidente para el dia 14,
aumentando aun mas cuando el producto se probé contra peliculas de 21 dias

de crecimiento.
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Starsan (H;PO, + acido dodecilbenceno sulfénico)
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Odias 7 dias 14 dias 21dias
Biopelicula
—|. brevis —|. parabrevis =L, senioris —L. kisonensis
—[. fuyuanensis =——L. fermentum =——Blanco —Control positivo

Figura 15. Efectividad del producto a base de &acido fosforico y acido dodecilbenceno
sulfénico contra biopeliculas de 7, 14 y 21 dias.

En las muestras tratadas con Saniclean, las peliculas de 7 dias de crecimiento
formadas por la cepa de L. fermentum tuvieron un recrecimiento ligeramente
mayor al observado en el resto de las muestras las cuales mostraron una
eliminacién casi total. Para las muestras de 14 y 21 dias de crecimiento el
comportamiento fue similar al observado con los productos de yodo y acido
fosférico + acido dodecilbenceno sulfonico, donde el recrecimiento aumento

conforme aumentaron los dias de crecimiento de la pelicula inicial (Fig. 16).
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Saniclean (H;PO, + acido oléico sulfonado)
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Figura 16. Efectividad del producto a base de &cido fosforico y acido oleico sulfonado
contra biopeliculas de 7, 14 y 21 dias de crecimiento.

4.5 Propuesta del plan de sanitizacién

De acuerdo con los resultados obtenidos en este proyecto y las referencias
consultadas, se recapitularon los puntos clave para implementar un proceso de
sanitizacion efectivo, capaz de minimizar la carga microbiana presente en las
lineas de dispensaciéon de cervezas artesanales en barril. Con esta informacion
se elabor6 un procedimiento estandarizado que puede ser implementado en
establecimientos que utilicen estos sistemas de dispensacién. Este documento

se encuentra en el Apéndice B.
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5 DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Identificacién de bacterias &cido lacticas (BAL)

La deteccion de bacterias acido lacticas deterioradoras presentes en las
muestras recolectadas se realizo utilizando agar MRS+. De las 42 muestras, 31
mostraron presencia de bacterias Gram positivas, lo cual representa el 73.8%.
Investigaciones realizadas por Goodman et al. (2020) y Menz et al. (2010)
mostraron la presencia de BAL en el 44 y 30% de las muestras de cervezas
embotelladas analizadas, respectivamente. Esta diferencia tan significativa

puede atribuirse a la falta de higiene en los sistemas de dispensacion.

Las colonias observadas en placas de agar MRS+ son caracteristicas del
género Lactobacillus segun lo descrito en la bibliografia. Bajo el microscopio la
morfologia observada concuerda también con lo descrito por Menz et al. (2010)

asi como con las caracteristicas de la cepa control utilizada, Lactobacillus casei.

Se realizaron las pruebas bioquimicas a las cepas aisladas y con la ayuda del
software ABIS, se logré6 encontrar una alta coincidencia con 6 especies
diferentes de bacterias del género Lactobacillus: L. parabrevis, que fue la
especie predominante, aislada en el 64.5% de las muestras, L. brevis (19.1%),
L. fermentum (6.5%), L. kisonensis (3.2 %), L. fuyuanensis (3.2%) y L. senioris
(3.2%). L. brevis es el microorganismo con mas reportes de aislamiento en
problemas de contaminacion y deterioro de producto en la industria cervecera a
nivel mundial. Koob et al. (2020) también reportan casos de deterioro de

cerveza causado por L. parabrevis y L. fermentum.
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Actualmente no existen reportes de deterioro causado por L. senioris, L.
fuyuanensis y L. kisonensis, sin embargo, Koob et al. (2020) también menciona
gue actualmente nuevas especies de Lactobacillus se han adaptado a las
caracteristicas de las cervezas a las que se exponen, lo que ha llevado a un

aumento en el numero de bacterias capaces de deteriorar producto.

Para probar la correlacidon entre la presencia de BAL y los parametros IBU, ABV
y SRM de cada cerveza analizada se realiz6 una prueba de correlacion biserial
puntual dando como resultados valores de coeficiente R por debajo de 0.1 para
cada uno de los parametros indicando que no existe una relacién entre estos
valores y la presencia de bacterias acido lacticas. Esto concuerda con las
investigaciones realizadas por Goodman et al. (2020) donde al aislar bacterias
acido lacticas de cervezas artesanales con diferentes parametros no
encontraron una relacidén significativa entre la presencia/ausencia de estos

microorganismos y los valores IBU, ABV y pH de cada cerveza.

5.2  Produccion de biopeliculas.

La cuantificacion de cristal violeta mostr6 que las cepas aisladas de cerveza
Lager light fueron las que produjeron una mayor cantidad de biopelicula,
seguido de las muestras de cerveza Witbier. Estos resultados coinciden con lo
descrito por Cobo et al. (2023), quienes mencionan que las cervezas sin alcohol
0 con bajas graduaciones de este son particularmente susceptibles a problemas

de contaminacion por BAL. La cerveza Lager light seleccionada para esta
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investigacion tenia la concentracion de iso alfa-acidos y etanol mas bajos de
todo el grupo de cervezas analizadas; por lo tanto, era esperado que la cantidad
de biopelicula generada en esta cerveza fuera la mayor. De igual manera, la
cerveza Witbier es una bebida de baja graduacion alcohdlica y baja
concentracion de iso alfa-acidos; por lo tanto, los resultados obtenidos fueron

muy similares a los encontrados en la cerveza Lager light.

Las cervezas de los estilos Brown ale, Stout e IPA imperial fueron las muestras
con menor produccion de biopeliculas con valores de absorbancia menores a
0.27. La cerveza IPA imperial fue la bebida con los valores de alcohol e IBU
mas altos de todo el grupo de cervezas analizadas. Si bien estas caracteristicas
minimizan las probabilidades de contaminacion por BAL, no se garantiza que la
presencia de microorganismos deterioradores sea hula. Los resultados
obtenidos muestran que, aunque estas bacterias pueden estar presentes y
desarrollarse en cervezas con estos parametros, la cantidad de biopelicula que

son capaces de producir es minima.

Por otra parte, las cervezas Brown ale y Stout fueron las Unicas bebidas con
valores SRM superiores a 20. A pesar de no tener el mayor contenido de
alcohol ni de iso alfa-acidos, estas muestras mostraron una menor produccion

de biopelicula.

Las cervezas oscuras difieren de las claras en su composicion quimica.
Investigaciones realizadas por Zhang et al., (2023) y Martinez-Gomez et al.,
(2020) sefalan que algunas moléculas como las melanoidinas, compuestos
fendlicos, flavonoides y otros antioxidantes se encuentran en mayor
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concentracion en bebidas con valores SRM mayores de 20. Las melanoidinas
son el producto final de la reaccion de Maillard y tienen una fuerte relacion con
la coloracion, sabor y cuerpo de una cerveza. Estas moléculas son conocidas
por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Martinez-Gomez et al.,
2020; Zhang et al., 2023). Por otro lado, los compuestos fendlicos como los
flavonoides y el acido ferulico poseen actividad antioxidante y antibacteriana.
Estudios realizados por Ong et al. (2018) indican que los antioxidantes tanto
liposolubles como hidrosolubles tienen la capacidad de reducir y prevenir la
formacion de biopeliculas. Por lo tanto, la baja cantidad de biopeliculas
producidas en cervezas oscuras pudiera atribuirse a las propiedades de estas

moléculas.

La relacion entre la produccién de biopeliculas y cada uno de los parametros se

realizd mediante la prueba de correlacion de Pearson.

Con respecto a la correlacién entre la produccion de biopeliculas y el pardmetro
SRM, el valor del coeficiente R indica la existencia de una relacién negativa
fuerte, es decir, a medida que el valor del parametro SRM aumenta, la

produccion de biopelicula se ve disminuida.

En el caso de la relacion entre la produccién de biopeliculas y la concentracion
de iso alfa-acidos y etanol (parametros IBU y ABV), los valores del coeficiente R
muestran que, si bien existe una relacion negativa, esta no es tan fuerte como

en el caso del parametro SRM.

53 Eficiencia de sanitizantes
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Los 3 productos mas vendidos para realizar la sanitizacion de las lineas del
sistema de dispensacion se probaron imitando un procedimiento de sanitizacion
estatica segun las instrucciones dadas por los fabricantes. Dicho procedimiento
se realizo con el fin de verificar la eficacia de los productos y determinar el
tiempo 6ptimo entre cada sanitizacion que asegure la eliminacion o reduccion

maxima de las peliculas existentes en las lineas del sistema de dispensacion.

Los tres productos fueron eficaces contra biopeliculas de 7 dias de crecimiento
de todas las cepas de Lactobacillus aisladas, las cuales mostraron un

recrecimiento practicamente nulo.

Los productos a base de yodo han demostrado tener actividad en contra de
diferentes tipos de microorganismos, adhiriéndose a las membranas celulares e
inhibiendo las funciones celulares y por lo tanto la viabilidad microbiana (Chen
et al., 2023; Holah, 2014). Sin embargo, se ha observado que, al entrar en
contacto con peliculas bacterianas, como en la investigacion realizada por
Petchphayaprai et al. (2023), el yodo presenta un mayor efecto sobre las
bacterias planctdnicas y las presentes solo en la superficie de la biopelicula y
aunque el yodo actua ralentizando el recrecimiento de las bacterias, no la
elimina por completo. Esto puede explicar el comportamiento del sanitizante en
este analisis, ya que, al presentarse una biopelicula mas delgada y menos
desarrollada a los 7 dias de crecimiento, el yodo fue capaz de eliminarla casi
por completo. Sin embargo, al enfrentarse a peliculas mas desarrolladas, con
14 y 21 dias de crecimiento, el sanitizante no alcanzé el nivel de eficacia

deseada para eliminar en su totalidad estas biopeliculas.
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Los sanitizantes acidos utilizados en la industria alimentaria son formulados
generalmente con surfactantes anionicos, acido fosforico y acidos organicos
(Holah, 2014). Comunmente son utilizados como desincrustantes en
procedimientos de limpieza y sanitizacion de lineas de dispensacion de distintas
bebidas (Mallett & Quain, 2019b). Los acidos han mostrado la capacidad de
eliminar microorganismos debido a la desnaturalizacion de las proteinas de
membrana y en el caso de las biopeliculas, actian disolviendo la matriz de
EPS, debilitAndola y posteriormente eliminandola (Artasensi et al., 2021;
PRADO et al., 2015), y como un problema que generalmente se presenta en los
sistemas de dispensacion es la presencia de biopeliculas y de incrustaciones, el
uso de productos acidos pueden ayudar en la solucién de ambas probleméticas
(Habschied et al., 2023; Wagner et al., 2021). Sin embargo, en investigaciones
como la de Jan et al., se ha observado que la accién antimicrobiana de acidos
inorganicos es menor en comparacion con acidos organicos, aunque las
combinaciones de acidos organicos e inorganicos suelen tener mejor actividad

antibacteriana que el uso de productos cuyo ingrediente activo es un solo acido.

Las biopeliculas de 7 dias de crecimiento fueron eliminadas casi en su totalidad
al ser expuestas a los dos productos de acido fosférico por el tiempo y
concentracion  indicada, mostrando un recrecimiento minimo de
microorganismos. Sin embargo, al igual que lo ocurrido con el producto de
yodo, los sanitizantes acidos no mostraron suficiente eficacia frente a peliculas
maduras de 14 y 21 dias de crecimiento. Esto podria deberse a que los acidos

inorganicos tienen menor actividad antimicrobiana en comparacién con acidos
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organicos, como se mostré en los estudios realizados por Jan et al., donde el
acido fosforico fue el compuesto que presenté una menor reduccion de UFC en
soluciones de distintas cepas bacterianas conocidas. Al tener una pelicula
menos desarrollada a los 7 dias de crecimiento, el acido fosforico podria tener
la capacidad de actuar con eficacia eliminando en su mayoria las biopeliculas
formadas en la microplaca. Sin embargo, al probarse en contra de peliculas
mas desarrolladas, los productos acidos no tuvieron la capacidad de eliminar
por completo las biopeliculas; por lo tanto, se observé un recrecimiento
significativo de microorganismos en las muestras de 14 y 21 dias de desarrollo.
Esto pudiera deberse a que la carga microbiana presente en estas muestras fue
superior a la capacidad de los productos y, por lo tanto, la efectividad de estos

se vio limitada.

Comparando las graficas de la eficacia de los sanitizantes analizados se
aprecia que los tres productos tuvieron un comportamiento similar frente a las
peliculas de distintos dias de crecimiento. Por lo tanto, la eleccion del producto
adecuado para la sanitizacion en cada establecimiento puede tomarse

comparando ventajas y desventajas ofrecidas por cada ingrediente activo.

Los productos formulados con yodo tienen la ventaja de ser efectivos contra un
gran namero de bacterias y levaduras. El tiempo de accion de estos productos
es muy bajo ademas de no requerir enjuague por lo que puede reducir
significativamente los tiempos de limpieza. El yodo es efectivo en
concentraciones tan bajas como 25 ppm (Artasensi et al., 2021), por lo que al

requerir una cantidad muy pequefia de producto para la preparacion de las
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soluciones de sanitizacion los costos se ven considerablemente reducidos. Sin
embargo, la principal desventaja del uso continuo de este tipo de productos es
la aparicion de manchas color ocre en las distintas partes del sistema, lo que le
puede dar a las lineas un aspecto sucio y descuidado (Petchphayaprai et al.,

2023).

Los productos formulados con acido fosférico analizados en esta investigacion
son productos especialmente disefiados para la sanitizacion de utensilios y
equipos utilizados en la industria cervecera, siendo uno de ellos
especificamente formulado para su uso en sistemas de dispensacion de barril,
por lo que esta es su principal ventaja. Estos productos tienen actividad
antimicrobiana de amplio espectro, ademas el acido fosférico ayuda en la
eliminacién de incrustaciones que pudieran estar presentes en el sistema
(Mallett & Quain, 2019b). Al tratarse de productos especializados, los costos
son elevados en comparacion con otros grupos de sanitizantes utilizados en la

industria alimentaria.

6. CONCLUSIONES

Se detect6 la presencia de BAL en mas del 70% de las muestras analizadas.
Este porcentaje tan alto puede atribuirse a la mala higiene practicada durante
los procesos de limpieza y sanitizacion de los sistemas de dispensaciéon en los

establecimientos donde la cerveza es vendida.
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Se llevo a cabo la identificacion bioquimica de las cepas aisladas y se sugiere la
posible presencia de 6 especies del género Lactobacillus: L. parabrevis, L.
brevis, L. fermentum, L. fuyuanensis, L. senioris y L. kisonensis. Actualmente no
hay reportes de problemas de deterioro de producto ocasionado por L.

fuyuanensis, L. senioris y L. kisonensis.

La correlacion entre la presencia de BAL y los parametros IBU, ABV y SRM de
cada estilo de cerveza mostraron coeficientes R menores a 0.1, lo que indica
gue no existe una relacion significativa entre estos datos. En el caso de la
produccion de biopeliculas, se observd una correlacion negativa fuerte con el
pardmetro SRM con un valor del coeficiente R de -0.768. Los parametros IBU y
ABV mostraron valores del coeficiente de -0.471 y -0.451 respectivamente, lo
gue indica que la relacion entre estas variables es moderadamente fuerte. Por

lo tanto, la hipétesis fue parcialmente aceptada.

Los productos analizados fueron efectivos al ser empleados de la manera
recomendada por el proveedor frente a las biopeliculas de las 6 cepas aisladas
de 7 dias de crecimiento observando un recrecimiento nulo de

microorganismos.

Los tres productos no mostraron la eficacia deseada en contra de biopeliculas
mas desarrolladas, de 14 y 21 dias, observando un aumento en el recrecimiento

conforme mas dias de crecimiento tenian las peliculas.
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El procedimiento estandarizado que fue disefiado podra ser adoptado por
establecimientos con el fin de minimizar los casos de contaminacion microbiana

del producto.

7. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

A lo largo de la investigacion quedaron en duda algunos puntos que no pudieron
ser confirmados. El primero de ellos fue la identidad molecular de las cepas
aisladas, ya que si bien, se ha demostrado que el uso del software ABIS es
bastante confiable, no se puede confirmar al cien por ciento la identidad de las

especies de Lactobacillus encontradas en las muestras.

También seria interesante realizar un analisis cuantitativo y no solo cualitativo
en las diferentes muestras de cerveza, que diera informacion mas precisa
acerca de las condiciones de calidad de las cervezas dispensadas en los

distintos establecimientos en las que son ofrecidas.

Ademas, este proyecto puede complementarse con el aislamiento e
identificacion de bacterias Gram negativas que también tienen la capacidad de
causar deterioro, con lo cual se tendria un panorama bastante amplio acerca de
los microorganismos involucrados en este problema que se ha presentado en la

region.
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Por otro lado, los resultados de esta investigacion pueden servir como base
para el desarrollo de un producto sanitizante con diferente formulacién a los
existentes en el mercado mexicano, que ofrezca una mayor eficacia contra

biopeliculas producidas por BAL en el ambiente cervecero.

También, los datos obtenidos pueden contribuir en la elaboracion de una Norma
Oficial Mexicana que ayude en la regulacién de los procesos de elaboracion de
cervezas artesanales, asi como en el manejo del producto terminado y los
requerimientos necesarios en establecimientos para mantener la calidad de las

cervezas hasta el momento de ser servidas a los consumidores.
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APENDICE A

BASE DE DATOS DE CERVEZAS ARTESANALES DISPONIBLES
POR ESTABLECIMIENTO.
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APENDICE A

BASE DE DATOS DE CERVEZAS ARTESANALES DISPONIBLES

POR ESTABLECIMIENTO.

Las marcas negras corresponden a las cervezas disponibles en cada
establecimiento. Las marcas rojas indican negocios cerrados temporalmente.
Ultima actualizacion octubre 2023.
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APENDICE B

PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO DE SANITIZACION DEL
SISTEMA DE DISPENSACION DE CERVEZA DE BARRIL.
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APENDICE B

PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO DE SANITIZACION DEL SISTEMA DE
DISPENSACION DE CERVEZA DE BARRIL.

Limpieza y sanitizacion del sistema de
dispensacion de barril

Clave: Versién: XX | Fecha de Préxima Sustituye a: | Pagina:
XXXX aplicacion: revision: N/A 01

XXIXX/20XX XXIXX/20XX

1. Objetivo

Describir el proceso de limpieza y sanitizacion del sistema de dispensacion
de cerveza de barril dentro del establecimiento para garantizar la calidad del
producto.

2. Alcance

Este procedimiento aplica a los empleados cuyas funciones son el
mantenimiento, limpieza y sanitizacion del sistema de dispensacion de
cerveza de barril en el establecimiento.

3. Responsabilidades

Encargado del establecimiento. Supervisar la implementacion de este
procedimiento, asi como capacitar al personal para la correcta realizacion
del protocolo de limpieza y sanitizacion del sistema de dispensacion.

Personal del establecimiento. Realizar la limpieza y sanitizacion del sistema
de dispensaciéon de acuerdo con las instrucciones de este procedimiento.

4. Frecuencia
4.1 La limpieza y sanitizacion del sistema de dispensacion se llevara a
cabo de forma semanal.
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4.2 Se debe realizar una limpieza y sanitizacion adicional siempre que se
presenten problemas con algun producto, mal funcionamiento del
sistema o0 cuando se observe cualquier indicio de contaminacién del
producto.

5. Desarrollo del proceso
5.1 Pasos preliminares.

5.1.1

5.1.2

5.1.3

Desconectar los barriles del sistema de dispensacion y drenar
las lineas para retirar la cerveza contenida a lo largo del
sistema.

Realizar un enjuague utilizando agua potable tibia.

Desarmar las piezas del sistema que sea posible desmontar
como los conectores de los barriles y grifos.

5.2Inspeccion visual.

521

Verificar las condiciones del sistema de dispensacion,
identificando areas que requieran mayor atencion durante el
proceso de limpieza o0 componentes que necesiten ser
reemplazados.

5.3 Limpieza del sistema de dispensacion.

53.1

5.3.2

5.3.3

Preparar la solucion de limpieza de acuerdo con las
indicaciones dadas por el fabricante del producto.

Llenar las lineas del sistema con la solucién de limpieza y dejar
actuar el tiempo indicado por el fabricante del producto. Utilizar
una bomba de limpieza en caso de ser necesario.

Cepillar manualmente las llaves dispensadoras, conectores y
otros componentes que fueron desmontados. Utilizar cepillos
especiales para realizar este paso.
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5.3.4

5.3.5

Limpiar las superficies externas del sistema de dispensacion
utilizando un trapo limpio y detergente.

Enjuagar con agua potable todas las lineas y componentes
hasta eliminar cualquier rastro de detergente.

5.4 Sanitizacion del sistema de dispensacion.

5.4.1

5.4.2

5.4.3

5.4.4

5.4.5

5.4.6

Preparar la solucion sanitizante de acuerdo con las
indicaciones descritas por el fabricante.

Llenar las lineas del sistema de dispensacion con la solucion
sanitizante. Sumergir en la solucibn sanitizante los
componentes desmontables.

Dejar actuar la solucién sanitizante el tiempo indicado en las
instrucciones dadas por el fabricante del producto.

Enjuagar con agua en caso de que las instrucciones del
producto sanitizante asi lo indiquen.

Dejar secar a temperatura ambiente todas las partes del
sistema. Una vez secas, el sistema puede ser armado de
nuevo.

Conectar los barriles de cerveza y realizar una prueba de
dispensacién para asegurar el buen funcionamiento del
sistema.

5.5 Registros y revisiones.

5.5.1

55.2

Registrar en una bitacora la fecha, hora y nombre del personal
responsable de cada limpieza realizada.

Revisar y actualizar este procedimiento anualmente o cuando
sean necesarios cambios significativos en procedimientos,
productos o equipos.
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