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1. RESUMEN

La cerveceria artesanal es un mercado que presenta un crecimiento de 20% anual desde el
2019. Para satisfacer la demanda del mercado, las cervecerias han desarrollado nuevos estilos
de cerveza, con menos amargor, menos CO2, alcohol (incluso cerveza sin alcohol). Estos
factores, el amargor, producido por las humolonas (alfa &cidos lupulico) que tienen efecto
perforinas en las bacterias, el alcohol (bacteriostatico), la baja concentracion de CO2, reducen
la proteccion natural de la cerveza a la proliferacion de microorganismos que deterioran la
cerveza. Se define que la le cerveza se deteriora al adquirir sabores extrafios al disefio original,
principalmente la produccion de &cido lactico por las bacterias, o una sobre atenuacion por
levaduras extrafias al cultivo principal. Este efecto ha sido reportado en la literatura los

ultimos cinco afios.

La contaminacion de un lote afecta sustancialmente los ingresos de la cerveceria. Para reducir
la probabilidad de la contaminacién de microorganismos de cerveza, es necesario el Control
de Calidad Microbiano. Los métodos microbioldgicos tradicionales que emplean medios de
cultivo y pruebas microbioldgicas, requieren de 5-14 dias para generar un resultado,
afectando la productividad de un mercado cuyos lotes son pequefios y con muy alto valor.
Existen nuevos métodos basados en metodologias como la Proteémica y la Biologia
Molecular para realizar Control de Calidad Microbiolégico en Cerveceria que toman menos
tiempo.

En este trabajo se analiza la el costo/efectividad de los nuevos métodos de Control de Calidad
Microbiolégico basado en Protedmica, métodos de Biologia Molecular comparados con la
microbiologia basados en métodos de cultivo para seleccionar el més adecuado para ser
empleado por cerveceria artesanal. Asimismo, se analiza el impacto de incluir el Control de
Calidad Microbioldgico en la produccion de cerveza artesanal considerando los costos

unitarios y el beneficio de evitar que se pierda cerveza por la contaminacion microbiana,
1



siendo el andlisis de Control de Calidad de PCR el de menor costo beneficio y el que genera
menor incremento de costos por litro de cerveza producida

PCR > MALDI-TOF> MICROBIOLOGIA BASADA EN MEDIOS DE CULTIVO.
SECUENCIAMIENTO >

La inversion en PCR para el Control de Calidad Microbiolégico, considerando la compra del
equipo, es de S/. 0.97/litro. Esto resultado aumentaria el precio de venta de 15.25 Soles/litro
(sin IGV) a S/. 16.12 por litro. Este método muestra ser eficaz y econdmico para realizar el

Control de Calidad Microbiol6gico en una cerveceria artesanal.
Palabras clave:

Microbiologia, Cerveza artesanal, PCR, Espectrofotometria de masa, Medios de cultivo



2. ABSTRACT

The craft brewery is a market that has grown 20% annually since 2019. To meet market
demand, breweries have developed new styles of beer, with less bitterness, less CO2,
alcohol (even non-alcoholic beer). These factors, the bitterness, produced by the
humolones (alpha lupulic acids) that have a perforin effect on bacteria, the alcohol
(bacteriostatic), the low concentration of CO2, reduce the natural protection of the beer
against the proliferation of microorganisms that deteriorate the beer. It is defined that beer
deteriorates by acquiring flavors foreign to the original design, mainly the production of
lactic acid by bacteria, or over-attenuation by yeasts foreign to the main culture. This

effect has been reported in the literature for the last five years.

Contamination of a batch substantially affects the brewery's revenue. To reduce the
likelihood of microorganism contamination of beer, Microbial Quality Control is
necessary. Traditional microbiological methods that use culture media and
microbiological tests require 5-14 days to generate a result, affecting the productivity of
a market whose lots are small and have very high value. There are new methods based on
methodologies such as Proteomics and Molecular Biology to carry out Microbiological
Quality Control in Breweries that take less time.

This work analyzes the cost/effectiveness of new Microbiological Quality Control
methods based on Proteomics, Molecular Biology methods compared to microbiology
based on culture methods to select the most suitable one to be used by craft breweries.
Likewise, the impact of including Microbiological Quality Control in the production of
craft beer is analyzed, considering the unit costs and the benefit of avoiding beer loss due

to microbial contamination, with the PCR Quality Control analysis being the one with the



lowest cost. benefit and the one that generates the least increase in costs per liter of beer
produced

PCR > MALDI-TOF > MICROBIOLOGY BASED ON CULTURE MEDIA.
SEQUENCING >

The investment in PCR for Microbiological Quality Control, considering the purchase of
the equipment, is S/. 0.97/liter. This result would increase the sale price from 15.25
Soles/liter (without VAT) to S/. 16.12 per liter. This method proves to be effective and

economical to carry out Microbiological Quality Control in a craft brewery.
Keywords:

Microbiology, Craft beer, PCR, Mass spectrophotometry, Culture media



3. INTRODUCCION

Experiencia profesional que condujo a la propuesta del proyecto.

En La Cerveceria, el Analista Microbiélogo de Control de Calidad analiza rutinariamente
diferentes puntos de control del proceso de fabricacidn cervecero siguiendo el Plan de
Control de Calidad Microbiologico. Este plan de calidad microbioldgico, es normado bajo
ISO 9001, varios de los puntos de control Microbioldgico del proceso de produccidn eran
considerados Puntos Criticos de Control de HACCP. Sin embargo, por el tipo de
informacién, el Plan Microbioldgico es clasificado como un documento controlado.
Ademas del muestreo rutinario, el Analista Microbidlogo también participaba en los
proyectos para el desarrollo de Procesos de Mejoramiento de la Calidad Total (PMCT),
como en el caso del proyecto en la Planta Trujillo, que tuvo como objetivo prevenir la

contaminacion de la sala de levadura.

Los andlisis de control de calidad microbioldgicos se basaban en medios de cultivo y
pruebas bioquimicas para identificar diversos microorganismos. Se analizaba si habia
presencia de flora indicadora de higiene y flora que deterioraban la cerveza como por
ejemplo bacterias Gram positivas de los géneros Lactobacillus, Pediococcus. También se
analizaba la presencia de levaduras “salvajes” que eran diferentes a las levaduras de
cultivo propio de la cerveceria. Una oportunidad de mejora que se identificé en el control
rutinario y en un proyecto de mejora de la calidad fueron los tiempos para obtener los
resultados mediante los medios de cultivo, los que demoran de 5-14 dias (4). La
experiencia de proyectos de mejora de la calidad y el manejo de las tecnologias de

deteccidn de microorganismos que deterioran la cerveza tradicional, impulsa la basqueda



de nuevas tecnologias mas y rapidas y eficaces para que sean aplicables a las cervecerias,

pero en especial, cervecerias artesanales.
4. ANTECEDENTES
El proceso de produccién de cerveza

El primer paso es la molienda de la malta en la que al moler el grano que proviene del
silo de almacenamiento y se rompe la céscara para exponer el almidon de la cebada
germinada. El segundo paso es la maceracion donde se mezcla agua caliente con la malta
molida para que el almidon sufra una sacarizacion (azucares fermentables) a través de la
activacion de las enzimas en la malta; se produce el “mash”. El tercer paso es el lautering
o filtrado del puré o “mash”. El cuarto paso es hervir ¢l filtrado o mosto en el que se
detiene la actividad enzimatica, se agrega el lupulo, se evaporan volatiles como s-metil-
metionina (SMM), que es un precursor de Sulfuro de Dimetil (DMS), y se esteriliza el
mosto. El quinto paso es la aclaracion del mosto para luego ser enfriado en el sexto paso.
En el sétimo paso, se mezcla el mosto enfriado con la levadura para iniciar la
fermentacidn que dura de 5-7 dias en donde se produce etanol y dioxido de carbono. La
cerveza madura en la que proteinas y polifenoles precipitan (0-4 °C). La cerveza puede

ser filtrada para finalmente ser envasada y dependiendo del proceso, pasteurizada.

Diagrama de produccion de cerveza por Anderson et al (6).
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Microorganismos Contaminantes presentes en las diferentes etapas del proceso de

fabricacion de cerveza

La produccién de cerveza ya sea artesanal o industrial es microbiolégicamente
estable debido a que la cerveza posee factores fisicoquimicos que caracterizan a la
cerveza como un medio que dificulta el desarrollo de bacterias ya que presenta etanol
(0.5-10% w/w), iso -a acidos amargos (17-55 ppm) que derivados del lupulo ( Hummus
lupulus ), que han sido isomerizado de humulonas por el proceso térmico del hervido del
mosto y que estabilizan la espuma (2), actian como iondforos impidiendo el
funcionamiento de la bacteria (8), el pH bajo (3.8-4.7) y la concentracién de diéxido de
carbono (alrededor de 0.5% w/v) (7). Sin embargo, el proceso de produccién de cerveza
puede ser contaminado por algunos microorganismos contaminantes que se pueden
cambiar sus propiedades fisicoquimicas, organolépticas, turbidez (7,8). Estos
microorganismos se pueden encontrar en diversos insumos de la produccion de cerveza
o0 en el ambiente de planta de produccién de cerveza los cuales pueden ser incorporados
en diferentes etapas del proceso desde por deficiencias en su deteccion y/o practicas en

las operaciones, como la mala sanitizacion.

La microbiota de microorganismos contaminantes de cerveza que se detectan en
los diferentes procesos de la fabricacion de cerveza industrial y artesanal se puede resumir

en el siguiente cuadro (1):



BACTERIA

Bacillus  Enterobacteriaceae
Flavobactenum Actinomycetales
Alcaligenes Lactobacillus
Pseudomonas  Acefobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Obesumbacterium

Rhanella aquatilis

Lactobacillus

Pediococcus

Selenomonas Lactobacillus
Micrococcus Pediococcus
Zyrmomonas Pectinatus
Acelobacter  Megasphaera
Gluconobacter Zymophilus

(e Wl

—

r—l

Mash/Lauter

Kettle

Pitching Yeast

Conditioning

Packaging

FUNGI

Candida
Debaryomyces
Hansenula
Hanseniaspora  Fusarium
Rhodotorula Epicoccum
Sporobolomyces Cladosporum
Trichosporon Botrytis
Aureobasidium
Absidia

Penicilhum

Aspergillus

Alternaria

Saccharomyces

Saccharomyces
Hansenula

Pichia

Hanseniaspora
Torufopsis
Schizosaccharomyces
Brettanomyces
Candida

La frecuencia de los incidentes de contaminaciones microbiolégicas en las

cervecerias fue reportada por Suzuki et al en el 2020 (9) (10) mostrando que las

contaminaciones en cervecerias europeas, eran frecuentes y los microorganismos

detectados con mayor frecuencia eran: Lactobacillus brevis y Pediococcus damnosus.

Table 1. Percentages of beer spoilage microorganisms in incident reports in Europe during 1980-2002 periods.”

Genus/species 1980-1990 1992° 1993° 1997 1998 1999 2000 2001 2002
Lactobacillus brevis 35 39 49 k] 8 4 51 Y] 51
Lactobacillus lindneri E) 12 15 5 4 10 6 13 11
Lactabacillus plantarum 1 3 2 1 4 2 1 1 2
Lactobacillus caseifparacasei 2 6 9 5 8 4 4
Lactobacillus coryniformis 3 4 1 4 1 3 6
Pediococcus damnosus 17 4 3 3 14 12 14 N 12
Pectinatus spp. 4 28 n 6 3 6 5 10 7
Megasphaera spp. 2 7 3 2 2 4 4 4 2
Saccharomyces wild yeasts NA 5 5 7 6 1 5 2 3
Non-Saccharomyces wild yeasts NA 0 0 0 3 4 5 0 2
Others n 2 2 0 1 1 0 0 0

This table is adapted from the studies conducted by Back during 1980-2002 periods ™' NA: ot available.

%I 1992 and 1993 studies, L. plantarum, L. casei, L. paracasei and L. coryniformis were placed together into one group.



Table 2. Percentages of beer spoilage microorganisms in incident reports in Europe during 2010-2016 periods.”

Genusfspel:iesb 2010 201 2012 2013 2014 2015 2016
L. brevis 49.2 354 40.0 447 36.8 311 25.6
L. lindneri 10.2 10.8 43 0.0 35 49 6.8
L. backii 5.1 138 8.6 106 8.8 115 9.4
L. collinoides/paracollinoides 0.0 15 7.1 2.1 53 1.6 6.0
L. buchneri/parabuchneri 34 7.7 14 106 53 1.6 6.8
L. rossiae 1.7 0.0 0.0 21 1.8 33 6.8
L. perolens/harbinensis 34 31 1.4 43 7.0 6.6 9.4
L. casei/paracasei 85 10.8 143 8.5 7.0 13.1 8.5
L. (para)plantarum/coryniformis 6.8 4.6 1.4 8.5 8.8 8.2 85
P. damnosus 1.7 4.6 14.3 6.4 8.8 8.2 6.8
P. inopinatus 0.0 0.0 1.4 2.1 0.0 0.0 0.0
P. claussenii 0.0 15 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Other Pediococcus spp. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.6 0.9
Pectinatus spp. 34 4.6 4.3 0.0 53 8.2 1.7
M. cerevisiae 6.8 1.5 1.4 0.0 1.8 0.0 26

This table is adapted from the studies conducted by Hutzler et al."'~'* with some modifications.
"The identification of the genus/species was performed with PCR analysis. L.: Lactobacillus; P.: Pediococcus; M.: Megasphaera.

Actualmente, el 70% de las infecciones en las que se la cerveza es dafiada,
involucran a bacterias acido lacticas (LACB) de los géneros Lactobacillus y Pediococcus
ya que generan turbidez, olor a mantequilla por la generacion de acido diacético, sabor
agrio por la formacion de &cido lactico y polisacéridos que afectan la textura de la cerveza
(12) (13). Las bacterias gran negativas como bacterias acido acéticas también se han

reportado como deteriorantes de cerveza.

La contaminacion afecta tanto cerveceras industriales como artesanales, pero en

cerveceria artesanal es mas frecuente debido a que no son pasteurizadas o filtradas (14).

Otra fuente de contaminacion microbiana de la cerveza son las levaduras extrafias
o salvajes. Tradicionalmente se emplean Saccharomyces cerevisiae o levaduras del
género Brettanomyces como in6culo para la fermentacion del mosto, pero la produccién
de cerveza puede ser contaminada con levaduras extrafias al indculo como otras levaduras
del género que cambian el sabor y aroma de la cerveza entre otros cambios, las cuales
deben de ser detectadas (2) (6). Estos factores alteran la calidad de la cerveza lo cual
implica eliminar el lote de cerveza contaminado y sanitizar la planta, causando pérdidas
econdmicas. Si la cerveza contaminada llega al consumidor, la confianza del consumidor

disminuiria , causando la no eleccién del producto, elegir un sustituto y por lo tanto,
9



generar mayores pérdidas econdmica. En el caso de las cervecerias artesanales, el riesgo
de contaminacion por levaduras extrafias es alto, como se reporté en un estudio de 17
micro cervecerias de la Patagonia Argentina a desde 2016-2019, en donde se encontraron
32 variedades de Saccharomyces cerevisiae, presentandose en la mayoria de muestras la
variedad distaticus, la cual se encuentra como contaminante primario en el proceso de

fermentacion y como contaminante secundario en el embotellado (10).

Ademas de las bacterias y las levaduras extrafias, ciertos géneros de hongos crecen
en la cebada y otros granos de los que se produce cerveza, producen diversas micotoxinas
que producen efectos dafiinos en la salud humana. Estas micotoxinas sobreviven el

proceso cervecero y pueden encontrarse en la cerveza terminada (6) (7).

Las micro cervecerias 0 cervecerias artesanales son mas propensas a infecciones
microbioldgicas que deterioran la cerveza debido varios factores: no se filtra la cerveza,
no se pasteuriza la cerveza, se incluyen otras fuentes de azucares como frutas, lo que
genera diferentes microbiotas contaminantes en la cerveceria artesanal comparadas con

la industrial (12).

El costo econémico a nivel mundial debido a contaminacion por microrganismos
que deterioran cerveza no se conoce con exactitud debido a que no todos los casos son
reportados por las empresas privadas, pero se estima que son altos (1) (4). Usando los
costos de produccién de cerveza reportados en el Peru, se estima que, si el precio de
cerveza artesanal es de PEN 20/ litro y si el lote promedio de 1000 litros, la pérdida del
lote por contaminacién seria de PEN 20,000 (15) (16) (17). Las cervecerias artesanales
producen un promedio de 40,000 | al afio, por lo que la pérdida de un lote de 1000l

representa el 2.5% de la produccion anual. La pérdida de lotes de cerveza afecta tanto las

10



cervecerias industriales como las artesanales ya que disminuye la productividad y

afectaria la disponibilidad del producto al mercado.

La frecuencia de las infecciones en las cervecerias industriales y las micro
cervecerias en el mundo han ido en aumento en los dltimos afios al igual que la
complejidad de los microbiotas causando grandes pérdidas econdmicas debido a los lotes
de cerveza contaminados. Por este motivo, se han estado desarrollando métodos més
rpidos y eficaces basadas en biologia molecular y protedbmica de deteccion de
microorganismos contaminantes de cerveza que demoran horas en generar un resultado
comparadas con la microbiologia basada en medios de cultivo que tarda dias en generar
el resultado (18) (5). Si se lograse evaluar otros metodos de analisis microbioldgico més
rapidos basados en biologia molecular, permitiria tomar decisiones en horas en vez de
dias, como por ejemplo, determinar rapidamente si la sanitizacion de un tanque fue

realizada correctamente, para que de lo contrario se repita la sanitizacion.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La detecciobn de microorganismos contaminantes de cerveza se basa
tradicionalmente en medios de cultivo cuyos protocolos toman de 5-14 dias para
identificar microorganismos que deterioran cerveza en el proceso de produccién de
cerveza. Adicionalmente, se realizan pruebas bioguimicas para identificar los organismos
a nivel de especie (17) (18). Por ejemplo, el medio de cultivo NBB producidos por
Dohler, el cual permite identificar principalmente bacterias que deterioran la cerveza
como Lactobacillus y Pedioccocus, Obseobacterium, E. coli. Segun el protocolo se
requieren de 3 a 5 dias de incubacion anaerdbica a 28°C para determinar si la prueba es

positiva 0 negativa en cervezas clara y de 7-14 dias en el caso de cervezas opacas (7)

11



(15) (16). En el caso de la identificacion de levaduras salvajes, el tiempo de incubacion
para la identificacion de levaduras es de 5-7 dias (1) (20). Los protocolos de analisis
demoran dias para determinar la presencia de microorganismos contaminantes de
cerveza, lo que afecta el tiempo de implementacion de acciones correctivas como lavado

de tanques o eliminacion de la cerveza contaminada.

El tiempo del proceso de fabricacion de cerveza industrial y artesanal dura en
promedio 7- 30 dias, dependiendo del tipo de cerveza; Ale (7-14 dias), Bock (4 semanas),
Stout (4 semanas), Lager (4 -8 semanas). El tiempo de los procesos de produccién de
cerveza son los siguientes: la fermentacion dura de 5-7 dias, la maduracion dura 3
semanas en promedio, ademas de las etapas de filtrado y envasado que demoran horas,
dependiendo del volumen. Al tomar en cuenta el tiempo de analisis microbiolédgico
basado en medios de cultivo, el resultado usualmente se conoce cuando la cerveza se
encuentra en la siguiente etapa del proceso de produccion. Si ocurriese la contaminacion
microbioldgica de un tanque de cerveza o levadura, esta contaminacion podria infectar
toda la cerveceria debido a que la cerveza se trasiega de tanque a tanque tanto en

cerveceria industrial como artesanal.

La probabilidad de que ocurra una contaminacion de microorganismos que
deterioran la cerveza, (como por bacterias &cido lacticas, bacterias aceto acidas o
levaduras extrafias). Esta probabilidad es mayor en una cerveceria artesanal debido a que
usualmente no se filtra o pasteuriza, ademas de la reduccion de los alfa-iso acidos del
lUpulo, la disminucion del etanol. El impacto de la contaminacion microbioldgica es un
factor importante debido a que en el Peru se ha reportado un aumento de la demanda de

cerveza industrial y artesanal en los ultimos cinco afios, aumentado la importancia de esta
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industria (3) (4) (5). Sin embargo, en el Per(, las cervecerias artesanales normalmente no
realizan Control de Calidad Microbiologico de sus procesos. Esto es debido a los costos
de produccién que en las cervecerias industriales son de S/. 3 por 1 L comparados con los
costos de las cervecerias artesanales que en promedio son S/. 10 por 1 L. Sin embargo,
la pérdida de un lote de cerveza tiene un mayor impacto en la economia de una cerveceria

artesanal que en promedio seria 2.5% de su produccion anual.

Por estos motivos se propone analizar y seleccionar nuevos métodos que se
caractericen por ser mas rapidos, sensitivos, exactos, precisos, y economicos, comparados
con la microbiologia basados en medios de cultivo (o microbiologia tradicional). Se
enfocard en la industria cervecera artesanales en especial pueda realizar controles de
calidad microbiol6gico en sus plantas y evite tener pérdidas econémicas ya que las
cervecerias industriales tienen Laboratorios de Control de Calidad y procedimientos

implementados.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General:

Analizar los métodos de deteccidn e identificacion de microorganismos que deterioran la
cerveza producida por micro cervecerias (cervecerias artesanales) en el Perd, para
seleccionar un método a la medida para esta industria.

6.2. Objetivos especificos:

Analizar los métodos de deteccion e identificacion, de microorganismos que deterioran la
cerveza considerando su rapidez analisis y exactitud para seleccionar uno a la medida de

la industria cervecera artesanal.
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Realizar una evaluacion econdémica de los métodos de deteccion de microorganismos que
deterioran la cerveza para seleccionar el método a la medida de la industria cervecera

artesanal.

7. JUSTIFICACION

Microbioldgica:

v Existen diversos microorganismos que se desarrollan en la cerveza, pero algunos
deterioran la cerveza.
Las bacterias acido lacticas se agrupan en 18 géneros con mas de 200 especies. Sélo
algunas de estas especies deterioran la cerveza (16). De estos 18 géneros, alrededor
del 70% de las bacterias que generan incidentes de deterioro de cerveza pertenecen a
los géneros de Lactobacillus y Pediococcus (4,16). Dentro de estos géneros, solo
algunas especies pueden deteriora la cerveza debido a que poseen genes de resistencia
a los alfa-iso acidos del lapulo (1,6). Las especies mas comunes que deterioran
cerveza son: Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri, and Pediococcus damnosus
pero las especies de L paracollinoides, L. backii, Pediococcus claussenii también
pueden deteriorar cerveza Lager. Es el caso de cervezas artesanales, un estudio
identificd otras especies de bacterias adicionales a las reportadas comunmente: L.
brevis, L. Plantarum, L. acetotolerans, P. damnosus, Staphylococcus xylosus y
Bretanomyces cerus (18).

v" Los hongos filamentosos como Fusarium, Aspergillus y Penicillium pueden
generar micotoxinas bajo ciertas condiciones
Las micotoxinas que tienen efectos en la salud humana (como intoxicaciones como

hepatotoxicidad, immunotoxicidad entre otros efecto, por lo que las concentraciones
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maximas presentes en los granos y cerveza son reguladas internacionalmente (1) y
generacion extrema de espuma en la cerveza.

El Fusarium spp. produce micotoxinas que no son destruidas por el proceso
cervecero, e incluso por la pasteurizacion. Las toxinas que genera el Fusarium spp se
denominan deoxynivalenol (DON; también conocida como ‘“‘vomitoxin”). El
Aspergillus y el Pencillium producen nivalenol, T-2 toxina, HT-2 toxina, Yy
diacetoxyscirpenol. (1,18). Estos hongos y sus respectivas micotoxinas deben de ser
detectadas y cuantificadas

La produccion de cerveza puede ser contaminada por “levaduras salvajes”

Las “levaduras salvajes”, son levaduras que no corresponden al estilo de cerveza
producida, se introducen durante la inoculacién, la fermentacion, maduracion y el
envasado incluyen los géneros de Saccharomyces y Brettanomyces. En el caso de la
Brettanomyces bruxellencis, genera acido acético y en el caso de Saccharomyces
pecitnatus, ésta fermenta dextrinas sobreatenuando la cerveza, lo que reduce el
extracto, ademas de generar sabores extrafios (1, 18).

Existe un microbiota que deteriora la cerveza que no ha sido estudiada

Se han detectado nuevos microorganismos que pueden deteriorar cerveza
ocasionalmente incluyen Staphylococcus, Bacillus, Enterobacter, and Zymomonas
genera, los que cambian el pH del producto final, crean sedimentos, sabores extrafios,
opacidad y cambios en la textura de la cerveza. (6,18 )

Aumento de la presencia de microorganismos que deterioran cerveza

Se ha reportado un incremento de bacterias que deterioran la cerveza en los Gltimos
afios. La revision de Suzuki et al en el 2020 (4) describe que, en los ultimos afios, se

han incrementado a 30 especies de microorganismos que deterioran cerveza de los
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que siendo la mayoria bacterias acido lacticas y un aumento de bacterias anaerobicas
estrictas como Pediococcus y Megasphera. Este incremento se debe la produccion de
bebidas bajo en alcohol, lupulo y la produccion de cerveza sin alcohol, los que poseen
mas nutrientes disponibles para microorganismos (19). El estudio por La Torre et al.
en el aflo 2022 en cervecerias artesanales en Argentina, determind que el nimero de
especies ha aumentado en 30 en categorias tradicionales, y un aumento de 10 especies
de Pectinatus y Megasphera, que son anaerobios estrictos. Estas especies fueron
detectadas mediante PCR (20). En el caso de la cerveceria artesanal, la cual
tipicamente no realiza filtrado y/o pasteurizacion, el problema de contaminacion y
deterioro de cerveza por Lactobacillus, Pedioccous, o Leuconostoc (bacterias acido
lacticas) puede generar aminas biogénicas, como histaminas, que pueden generar
reacciones inmunoldgicas en las personas (21).

Se han detectado especies que deterioran cerveza que no pertenecen a los géneros de
Lactobacillus y Pediococcus, como en el estudio de Yu et al en 2019, determina que
Staphylococcus xylosus cepa BS7 crece en condiciones de cerveceria artesanal, bajo
amargor, alto pH, bajo alcohol (22).

El problema de deteccion es notable ya que se ha reportado un incremento de
microorganismos contaminantes de cerveza a lo largo de los afios. (5)

v Instrumental: Desarrollo de tecnologias mas eficaces y rapidas.

La tecnologia disponible para la deteccion de microorganismos contaminantes de
cerveza actualmente se basa en protedmica, biologia molecular (como PCR,
inmunoprecipitacién, Ribo blotting), o una combinacién de medios de cultivo y
métodos moleculares los que tienen diferentes grados de precision, sensibilidad,

costos y complejidad para los analistas (17). Sin embargo, la mayoria de estos
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métodos se enfocan en su uso en la gran industria cervecera o se desarrollan en
laboratorio. Asimismo, y no se evallUa directamente el uso de estas tecnologia para
para el contexto de cerveceria artesanal.

La siguiente tabla por Xu et all 2020 (23) muestra la diferencia de rapidez entre los

5métodos basada en medios de cultivo, PCR y Espectrofotometria de masa.

e A =

Spoilage LAB Detection method Detection time  References
Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. acetotolerans, De Man Rogosa Sharpe (MRS) culture 2-5days [53]
P damnosus Medium with catalase added
Lb. acidophilus LAMP* 55h [66]
Lb. acetotolerans RCA" 2.5h [68]
Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb. plantarum, MALDI-TOF MS§° ND [74-76]

Lactococcus spp., Leuconostoc spp.

“LAMP = loop-mediated isothermal amplification

"RCA = rolling circle amplification

‘MALDI-TOF MS = matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
ND = not defined

Los hongos que producen micotoxinas en la cebada y la malta como Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Alternaria y Clavices, se pueden identificados mediante
inmunoensayos, MALDI-TOF g-PCR (2). Para la deteccion de las micotoxinas
producidas por hongos que contaminan la cebada, éstas son analizadas mediante HPLC
/GC, pero actualmente se esta probando la espectrofotometria de masa para su deteccién
LC MS-MS o HPLC y MS-MS (3)

Las levaduras salvajes son identificadas mediante medios de cultivo y pruebas de

bioguimica, PCR y espectrofotometria de masa. (2) (3) (5)
Econdmica

En 2022, se espera que el mercado de cerveza genere 600 mil millones de euros con un
crecimiento anual de 6.8%. Sin embargo, las pérdidas por la contaminacion en el proceso
cervecero, a pesar de no ser publicas, se estiman que son altas. Las fallas de calidad por

contaminacion durante el proceso cervecero que son detectadas por el Control de Calidad,
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generan pérdidas econdmicas del producto como mermas. Pero si la cerveza contaminada
llega a los consumidores, no sélo habra una pérdida financiera, sino que se generara el

rechazo y la pérdida de confianza del consumidor. (Suiker & Wasten, 2022).

El mercado de cerveza artesanal en la muestra un crecimiento en los ultimos afios. En el
afio 2019 se produjeron 2 millones de litros, 2.5 millones en el 2021 y se espera que
produzcan 3.4 millones de litros en el 2022, segun la Unién de Cerveceros Artesanales
del Peru. Esto se traduce en una participacién de mercado por las 150 cervecerias (65%
en Limia) de 0.2%. Esta baja produccion afecta el precio final, siendo el precio de la
cerveza artesanal de S/.10 comparado con S/.3.5 de una cerveza industrial. (7) (8) (9)
Estos datos muestran que tanto la produccion de cerveza industrial como la cerveza
artesanal pueden sufrir pérdidas econdmicas por contaminacion del proceso de
produccion debido a los menores méargenes de la produccién de cerveza artesanal, les es
dificil puede costear el control de calidad microbiol6gicos y en asumir el costo de la

perdida por la contaminacion de un lote de cerveza.

Actualmente se emplea en el control de calidad microbioldégico medios de cultivo y
técnicas bioquimicas (prueba de catalasa, fermentacion de azlcares, produccion de gas,
morfologia y tincion de Gram) tradicionales para identificar las especies de
microrganismos que deterioran cervezas tradicionales como Lactobacillus y Pediococcus,
“Sin embargo, estos métodos consumen mucho tiempo con largos periodos de
incubacion. Los métodos moleculares, como la elaboracion de perfiles comunitarios o la
secuenciacion de alto rendimiento, se utilizan mejor para identificar poblaciones enteras
de cerveza.” (6). Estas contaminantes no distinguen si es una cerveceria industrial o

cervecera artesanales (24).
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8. MARCO TEORICO
Definicién de cerveza

La Norma Técnica Peruana NTP 213.014.2016, la cerveza se define como “...a la bebida
resultante de un proceso de fermentacion controlado, mediante levadura cervecera de un
mosto de cebada malteada o de extracto de malta, sometido previamente a un proceso de
coccidn, adicionando ldpulo. Una parte de la cebada malteada o de extracto de malta

podra ser reemplazado por adjuntos cerveceros.”.
v" Normativa Peruana de contaminantes en bebidas

Segun DIGESA, para la determinar la inocuidad microbioldgica de cerveza, se emplea la
norma, “Criterios Microbioldgicos Calidad Sanitaria y e Inocuidad para los Alimentos y
Bebidas de Consumo Humano “aprobados por el MINSA mediante la NTS 071

MINSA/DIGESA se establece que la cerveza es clasificada como bebida carbonatada.

Los valores los contaminantes y limites permitidos se muestran en la siguiente tabla.

Agente Clase N C Limite Agente microbioldgico
microbiologico por 100 | Minimo(m)

ml Méaximo(M)
Aerobios 2 3 5 2 10 10?
mesofilos
Mohos 2 3 5 2 1 10
Levaduras 2 3 5 2 1 10
Coliformes 2 3 5 0 <8 |-
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Siendo 1,2,3: Microorganismos que generan alteracion y 4,5,6 son indicadores de
higiene.

n: Namero de unidades de muestra seleccionadas al azar de un lote, que se analizan
para satisfacer los requerimientos de un determinado plan de muestreo.

¢: NUumero maximo permitido de unidades de muestra rechazables en un plan de
muestreo de 2 clases 0 numero maximo de unidades de muestra que puede contener
un numero de microorganismos comprendidos entre “m” y “M” en un plan de
muestreo de 3 clases. Cuando se detecte un numero de unidades de muestra mayore
a “c”, se rechaza el lote.

v Desarrollo de microrganismos patégenos en cerveza

Microrganismos patogenos como E. coli, Salmonella typhymurium, Virbrio cholerae,
usualmente no sobreviven en las condiciones tradicionales de produccion de cerveza,
siendo inhibido el desarrollo por el etanol (3-10%v/v) durante la fermentacion, la
presencia de lGpulo ( iso-alfa &cidos 17-55 ppm) inhibe principalmente bacterias Gram
positivo, pH (3.9-4.4) , CO2 (0.5%w/w), baja concentracion de O2 ( <0.1ppm) y baja
concentracion de nutrientes ( 8). Asimismo, procesos de filtracion y pasteurizacion
reducen ain mas el desarrollo de los microorganismos patégenos. (25, 26). Estas
condiciones varian a medida que se desarrollan cervezas artesanales con menores
concentraciones de amargor, alcohol y otros adjuntos como frutas, que aumentan los

nutrientes en la cerveza.
v" Bacterias que deterioran la cerveza

A pesar de que la cerveza posee propiedades anti microbianas, esta se sufre el deterioro
por microorganismo, afectando la calidad y el rechazo del consumidor que finalmente
hace que el producto sea eliminado. Estos microorganismos generan descoloracion,
cambios en la textura, pérdida de la estabilidad coloidal, ritmos de atenuacién anormales,
defectos en el sabor, defectos en la fermentacion, defectos en la apariencia, defectos en

el aroma, turbidez, aumento de la viscosidad (15). Bacterias del género Lactobacilus
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producen acido lactico (sabor agrio) generan una textura viscosa y produce turbidez,
ademas de diacetilos (sabor a mantequilla), cambiando el sabor y aroma de la cerveza
original. Otros microrganismos pueden afectar al metabolismo de la levadura, afectando

la fermentacion.

En la cebada se puede encontrar hongos Fusarium spp. que producen micotoxinas
termoestables, que sobreviven a la coccion de la malta y el resto del proceso cervecero,
las cuales pueden ser encontradas en el producto final. En el proceso de malteado de la
cebada (maceracion, germinacion y horneado) pueden permitir el crecimiento de
microbiota e incluso Fusarium spp. Fusarium, Nigrospora y Trichoderma y se ha
demostrado que acttiian como factores de efusion (excesiva espuma) en la cerveza. (Sarlin
et al., 2005) (4) . Sin embargo, estas contaminaciones son controladas al mantenerse la
humedad la cebada y la malta en 3% y evitar superar el limite de 0.04 mg/L de aflatoxins,
ochratoxin A, zearalenone, and deoxynivalenol (4). En la produccion de mosto, la
presencia de Lactobacillus puede ser beneficiosa para la acidificacion de éste. Sin
embargo, al enfriarse el mosto, y aumentar el pH a 5.5. microorganismos oportunistas
como bacterias Gram (-) como Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Obesumbacterium,
and Escherichia se pueden desarrollar las que producen compuestos como DMS, &cidos

organicos, and 2,3-butanediol, que generan sabores y aromas no propios de la cerveza (3).

Sin embargo, el proceso de produccién de cerveza (fermentacion y maduracién), la
cerveza puede contaminarse con bacterias a pesar de estas condiciones. Se identifica la
contaminacion por bacterias Gram positivos y Gram negativos. Las especies de Gram
positivos identificadas son Lactobacillus spp, Pediococcus spp. En el caso de cerveza

caseras deterioradas se han encontrado Bacillus cereus, B. licheniformis, Staphylococcus
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epidermidis, y Paenibacillus humicus (7) . En el caso de las baterias Gram negativos se
identifican en cerveza Acetobacter y Gluconobacter. Pectinatus, Megasphera,

Zymomonas (3).

La produccion de cerveza también puede contaminarse durante la fermentacion y
maduracion por “levaduras salvajes”, como variedades diferentes a las empleadas por la

cerveceria como de Saccharomyces cerevisiae o Brettanomyces (8).

De microorganismos presentes en la produccion cervecera, estos microorganismos se
clasifican de acuerdo a su efecto en la calidad de cerveza: deterioro obligado de cerveza,
deterioro potencial, deterioro indirecto, flora indicadora de sanitizacién, flora latente,

flora de produccion.

Los microorgansmos deteriorantes son clasificados por Turevey et al (7) (basados en

Back (36, 37)) en :
Deteriorantes obligados: la infeccion siempre conducira al deterioro de la cerveza.

Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri, Pediococcus damnosus, Megasphaera cerevisiae,
Pectinatus frisingensis (7)

Deteriorio potencial: Las infecciones solo pueden afianzarse bajo condiciones

especificas (por ejemplo, bajo contenido de alcohol, ausencia de lupulo, pH elevado):

Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Leuconostoc ssp

Deterioro indirecto: organismos que no pueden crecer en la cerveza, pero pueden estar

presentes en las materias primas y causar sabores desagradables.

Candida kefyr, Obesumbacterium proteus
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Flora indicadora: No causa deterioro, pero indica limpieza insuficiente, errores de
produccién, a menudo coinciden con cepas de deterioro.

Acetobacter pasteurianus, Klebsiella pneumoniae (7)

Flora indicadora: Organismos inofensivos presentes en el entorno de la cerveceria
Micrococcus ssp, Bacillus ssp, Clostridia ssp (7)

Flora en la produccion: Organismos introducidos intencionalmente para procesos de

fermentacion o acidificacion de la cerveza.

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus, Lactobaccillus amylolyticus,
Brettanomyces ssp (7)

v" Hongos contaminantes

El proceso cervecero no sélo se contamina y/o deteriora por bacterias acido lacticas
(BAL) o Acido Acéticas (BAA) (3) (27) (28) (29). Hongos filiformes y levaduras salvajes
son contaminantes del proceso de produccion de cerveza. Los hongos filiformes como los
del género Fusarium contaminan la cebada y generan micotoxinas durante el malteo.
Levaduras que no pertenecen al cultivo primario del estilo de cerveza producida, las que
alteran las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de la cerveza, se clasifican como
“levaduras salvajes”. (5) (6) (7)

¥v" Hongos que producen Micotoxinas

Las especies contaminantes de hongos presentes en la produccion de cerveza pueden
producir micotoxinas tienen efectos hepatotdxicos, carcinogénico, immunosupresivo y
antinutricional (Williams et al 2004). La presencia de estas micotoxinas debe reducirse
del proceso (23). Las legislaciones requieren un méaximo de 0.001 mg/l (33). Aunque
algunas micotoxinas aparecen durante el remojo, el crecimiento del moho Fusariumy la
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produccién de micotoxinas aun son posibles en las primeras etapas de la elaboracién de
la cerveza, y estas especies pueden transferirse de la malta a la cerveza terminada (12 ).

Hongos filiformes que producen micotoxinas incluyen a los géneros Fusarium,
Cladosporium, Aspergillus y Penicillium. Las micotoxinas producidas por Fusarium,
Aspergillus y Penicillum pueden sobrevivir el proceso cervecero (como el hervido de la
malta en la produccion del mosto, el alto porcentaje de alcohol, el bajo pH y la
pasteurizacion) por lo que los controles de calidad como porcentaje de humedad en el
almacenaje en los silos y cultivo de muestras de cebada para detectar los hongos es un

proceso estricto.(Suiker & Waosten, 2022).

Estas toxinas son detectadas mediante HPLC-UV 218 nm (1) siendo los limites aceptado

por el Codex Alimentarius son mostrados en la siguiente tabla (10):

Mycotoxins Commodity/Product Maximum Level (ug/kg) Adoption Year
Peanuts for further processing 15 1999
Almonds for further processing 15
Almonds “ready to eat” 10
Hazelnuts for further processing 15 2008
Total aflatoxins Hazelnuts “ready to eat” 10 -
(B1, B2, G1, G2) Pistachios for further processing 15
Pistachios “ready to eat” 10
Brazil nuts for further processing 15 2010
Brazil nuts “ready to eat” 10 -
Dried figs 10 2012
Aflatoxin My Milk 0.5 2001
Patulin Apple juice 50 2003
Raw wheat 5
Ochratoxin A Barley 5 2008
Rye 5
Cereal-based foods for infants and 200

young children (dry matter basis)

Deoxynivalenol Flour, meal, semolina and flakes 1000 ,
coxynivaleno derived from wheat, maize or barley 2015

Cereal grains (wheat, maize and barley)

2
destined for further processing 2000
Fumonisins By, Raw maize 4000 2014
B Maize flour, maize meal 2000 =

En el Peru la determinacion de ocratoxina A en cebada se realiza mediante el método

HPLC con purificacion en columna de inmunoafinidad (NTP 205.049:2016)
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Levaduras salvajes

Las levaduras que se emplean tradicionalmente en la produccion de cerveza pertenecen a
los géneros Saccharomyce y Brettanomyces. Sin embargo, la presencia de estos hongos
en la produccién es contaminantes de las producciones de cerveza debido a que poseen
metabolismos diferentes, afectando la calidad de la cerveza. Especies de estas levaduras
deterioran la cerveza al generar “off flavors” o sabores y aromas que no corresponden al
estilo de la cerveza producida o efectos fisico-quimicos de la cerveza como reduccion de
la concentracion. Las principales especies que deterioran la cerveza son: Brettanomyces
bruxellensis, Brettanomyces anomalus, Brettanomyces custersianus, Brettanomyces
naardenensis, Brettanomyces nanus. Brettanomyces acidodurans y Saccharomyce
cereviciae var diastaticus. Los efectos de las levaduras varian de acuerdo al metabolismo
de cada una. El Brettanomyces bruxellensis produce compuestos fendélicos que son
volatiles, que generan aromas a humo y sudor. La Saccharomyces diastaticus realiza una
fermentacion secundaria en la que al secretar la enzima 1,4- a-D-glucan glucohydrolases
(producto por 3 genes homdlogos STAL, STA2, STA3) que se rompe el enlace o 1-4
glucosidico final de los almidones y dextrinas residuales, liberando glucosa que es
metabolizada por la levadura. Esto que genera una super atenuacién (aumento de alcohol,
sobre carbonatacion y reduccion del cuerpo o concentracién) de la cerveza. Asimismo,
genera sedimentacion y emparfia la cerveza, ademas de generar compuestos fendlicos
volatiles. (L6pez et al., 2021), (Suiker & Wosten, 2022), (Stulikova et al., 2021). A pesar
de que el metabolismo de las “levaduras salvajes” tienen efectos fisicoquimicos y
organolepticos en la cerveza producida, se debe tener en cuenta que el término de

“levadura salvaje” es relativo ya que algunos de los efectos de estas levaduras son
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caracteristicos de ciertos estilos de cerveza. Un ejemplo es el caso de ciertas variedades
de Saccharomyces cereviciae diastaticus producen aromas semejantes al clavo de olor
debido a que producen enzimas descarboxilan el &cido fenilacrilico produciendo 4-
vinilguaiacol en la malta. La descarboxilasa es expresada por el gen POF-1 en estas
variedades de levaduras. Este fenol es clasificado como “off flavor” en ceverzas lager,
pero es caracteristico en las cervezas de trigo (Stulikova et al., 2021)

v"  Fuentes de contaminantes del proceso cervecero

Se clasifican las fuentes de contaminacidn en primarias y secundarias. Las fuentes
primarias de contaminacién incluyen la materia prima (malta, el agua, levadura) y la
maquinaria (bombas, mangueras, tanques, etc.). Las fuentes secundarias de
contaminacion se encuentran en el envasado (embotellado, enlatado, kegging). Se estima
que el 50% de contaminacién en una cerveceria ocurre debido a la contaminacién
secundaria, pero la contaminacion primaria compromete a todo el lote de produccién por
lo que puede generar grandes pérdidas. Este es el motivo por el cual el control de calidad

microbioldgico temprano es importante. (14) (Ciont et al., 2022)
8.1. Estado del arte de métodos de deteccion de microorganismos cerveceros.

Se han desarrollado métodos de alto desempefio ( high throughput) pueden detectar con
mayor sensibilidad, velocidad y precision basado en espectrofotometria de masa
(proteémicos), métodos moleculares (que incluyen PCR, Microarrays Yy
immunodetecciénes) y una combinacién de métodos, que incluyen medios de cultivo
microbioldgicos y pruebas bioguimicas para la deteccion de bacterias que deterioran
cerveza, hongos que producen micotoxinas y levaduras extrafias ( o salvajes) al in6culo

inicial de la fermentacién.
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Metodos de deteccion de microorganismos que deterioran la cerveza durante su

produccién

Estos métodos son empleados rutinariamente por las cervecerias industriales (18).

8.1.1. Métodos tradicionales basado en medios de cultivo y bioquimica

empleada por cerveceria industrial

Los meétodos de microbiologia tradicional cervecera basada en diversos medios de cultivo
estan documentadas y son empleados universalmente en las cervecerias (18,19,20). Se
emplean diversos medios ya que todos no detectan todas las bacterias que deterioran
cerveza. Algunos de los medios selectivos empleados son: el MRS y el VLB-S7, que
detectan cepas de Lactobacillus (recomendados por la American Society of Brewing
Chemists (ASBC), la European Brewery Convention (EBC) y la Brewery Convention of
Japan (BCQOJ). También se emplea el NBB de Doéhler, (recomendados por la European
Brewery Convention (EBC) y la Brewery Convention of Japan (BCOJ)) (34), parala
deteccidn de Lactobacillus (G+), Pediococcus(G+), Megasphera (G+), Pectinatus (G-) y
bacterias gram negativas a nivel de género y que se incuba a 28°C de 5-7 dias para una
prueba negativa confirmatoria. Andlisis posteriores incluyen la morfologia de las colonias
y de células, coloracién Gram, fermentacion de alcohol, produccion de gas y prueba de

catalasa para determinar la especie (37).

La identificacion y enumeracion de la presencia de microorganismos que deterioran la
cerveza se basa en la siembra de una muestra sobre un medio solido que contiene
nutrientes especificos para el desarrollo de los microorganismos que luego se cultiva bajo
condiciones  especificas para el microorganismo (temperatura, humedad,

aerobico/anaerobico). Se realizan diluciones de acuerdo a la muestra para cuantificar el
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grado de contaminacion en unidades formadoras de colonia (ufc) que crecen en el medio
por volumen sembrado. Para realizar la cuantificacion/enumeracion de los
microorganismos en una muestra liquida, como por ejemplo cerveza filtrada, se realiza la
filtracion a través de una membrana de 0.22 um y esta membrana es sembrada sobre el
medio de cultivo y luego incubada. ElI método es sensible ya que detecta hasta una unidad
formadora de colonia (ufc) por volumen filtrado, que se normalmente son 100 ml, por lo
que la unidad de contaminantes es de : ufc/100ml. Si la muestra no es liquida y/o posee
una gran concentracion de microorganismos, como en la levadura recuperada, cerveza en
fermentacion o maduracion, la muestra se siembra en caldo de cultivo como en el NBB-

B o NBB-C de Ddller (Turvey et al., 2017).

En la siguiente imagen se muestran algunos de los métodos clésicos para la identificacion
microbiana.” Las muestras de cerveceria se cultivan en medios de cultivo sélidos
(nutritivos, selectivos, diferenciales, enriquecidos) y el grado de contaminacién se evalla
mediante la enumeracion de la formacion de colonias. La identificacion de especies se
realiza mediante un panel de ensayos fenotipicos y bioquimicos discriminatorios.”

Tomado de (Turvey et al., 2017).

Raka-ray Lactic Acid Bacteria media
LMDA - coliform selective
WLN - yeast selective
WLD - bacteria selective ;
MacConkey Agar - enteric bacteria selective
LCSM - wild yeast selective

l_ Count coloni < Selective growth media

Preliminary identification

L

Y

Morphology Catalase Alcohol Gas
Gram staining activity fermentation production

I

Species identification
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Bluml S, Fischer S. 2004. Handbuch der Fulltechnik: Grundlagen und Praxis fur das

Abflllen flissiger Produkte. Auflage 2004. Behr' s GmbH.

Este método posee varias ventajas. Los medios de cultivos han sido implementados por
décadas y la técnica de filtracion por membrana posee una sensibilidad que permite
detectar trazas de microorganismos 1-100 ufc/100 ml, siendo usado normalmente en
Control de Calidad Microbiolégico en cerveceria. Al comparase con meétodos
moleculares, el error de falsos negativos es mayor en los métodos moleculares. Esto es
debido al volumen de muestra ya que, si se asume que en 100 ml de muestra hay 100 ufc
de bacterias contaminantes, al filtrarse por la membrana y luego ser sembrada sobre el
medio de cultivo, crecerdn 100 ufc. En el caso de los métodos moleculares, si se 20 ul,
solo se podran detectar 1 ufc. Permite identificar especies de bacterias, hogos y levaduras.

Finalmente, en promedio, el costo promedio es de 5$. (17, 18, 37) (Turvey et al., 2017).

Las desventajas de este método es el periodo de incubacion (5-14 dias) para realizar la
identificacion y la enumeracion (morfologia de las colonias y generacion de cambios en
el medio de cultivo como secrecién de acido lactico, visualizado por un indicador en el
medio). Se suma el tiempo adicional para las pruebas bioquimicas para la identificacion
fisiolégica del microorganismo (Tincion de Gram, presencia de catalasa, produccién de
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gas, fermentacion de azucares), mostrando un proceso complejo y especializado. Se
requiere que el microorganismo sea cultivable y exprese fenotipos, por lo que se requiere

entrenamiento por el personal técnico. (1)

Especies como el Lactobacillus pastotianus, Lactobacillus lidneri, Lactobacillus
paracollinoides y Pediococcus damnosus , son dificiles de cultivar y sub cultivar, por lo
que el Control de Calidad Microbioldgico estaria generando falsos negativos . Para
detectar estas Bacterias Acido Lacticas, se desarrollo el medio ABD ( Advanced Beer
Spoiler Medium) , una modificacion del MRS que contiene acetato de sodio,
Cyclohexamida 5, cerveza, agar a un pH de 5. y no requiere pruebas confirmatorias.
(Suzuki etal., 2008) (Suzuki etal., 2020). EI medio puede prepararse en la misma

cerveceria.

En la siguiente gréafico, se muestra el desempefio del medio ABD para cultivar Bacterias
Acido Lacticas, comparado con medios de cultivo recomendados por la European
Brewery Convention and American Society of Brewing Chemists. La incubacion se

realizé a 25°C en condiciones anaerdbicas. Tomado de (Suzuki et al., 2020) (2)

ABD —_—
MRS
NBB-A -
BMB
VLB-S7
Raka-Ray
0 20 40 60 80

Colony forming units/100 ml beer

8.1.2. Métodos Proteémicos

La primera estrategia se basa en la protedmica, basada en la deteccion de secuencias de
péptidos que corresponden a proteinas especificas de los microorganismos (10). Se han
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desarrollado métodos protedmicos que empleando la desorcion/ionizacion laser asistida
por una matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo (MALDI TOF) para
detectar microorganismos como Lactobacillus, levaduras en cerveza (12,13,14,15) con
diversas eficiencias. Esta tecnologia se esta aplicando en la identificacion de bacteria,
hongos y levaduras de las que muestrea 10°-10° células y se les extrae las proteinas
mediante una solucién que forma una matriz cristalina la cual es expuesta en vacio a un
laser (9). Las proteinas de la matriz generan péptidos tras la desorcion e ionizacion,
con una relacion masa/carga ( m/z) para luego ser aceleradas en vacio, midiéndose el
Tiempo de Vuelo ( TOF) (9). Se genera un espectro de masas o fingerprint para cada
péptido de cada proteina, como 16 rDNA, en la matriz almacenandose en bases de
datos como el Biotyper para luego identificar los péptidos que corresponden a la
proteina de interés , la cual es caracteristica del organismo por identificar ( (9), 12,13,

14, 23). .

Esta tecnologia posee un 92% de certeza de deteccion e identificacion de especies, e
incluso variedades, pero en ciertas condiciones no elimina el enriquecimiento mediante
filtracion y/o cultivo previo. El analisis de Espectrofotometria de masas demora un
promedio de 1 hy el costo por analisis en promedio es de 0.15 euros 0 $1 (9)(17).

Se ha desarroll6 un método que identifica cepas de Saccharomyces cereviciae durante la
etapa de crecimiento libre células o, “cell free”, en la que no es necesario realizar el
cultivo de células. EI método analiza el sobrenadante de una muestra de levadura y se
identifican péptidos caracteristicos que son secretados por cada cepa empleando

MALDI-TOF. (1)

31



El potencial de deteccion de especies de microrganismos fue mostrado por Wieme et al,
en el que empleé un MALDI-TOF para identificar bacterias que deterioran la cerveza.
Identifico muestras que correlacionaban a 32 especies de las 348 especies que deterioran
cerveza. EI método se compar6 con secuencias de genes como fenilalanil tRNA
sintetasa (pheS) para bacterias acido lacticas (BAL) o rpoB para bacterias acido acético
(BAA). (4) (5). La identificacion se realiz en cerveza contaminada. Se muestran los

resultados en la siguiente tabla de por Wieme et. al (17).

Cluster Representatives BS Query Sequence Type strain with highest pairwise sequence similarity
to query sequence
Cluster 1 74 isolates
Acetobacter cerevisiae/ R-49601 10 rpoB KF910097 A. cerevisiae 98.3% KF537492
Acetobacter malorum® R-49602 11 rpoB KF910098 A. cerevisiae 98.3% KF537492
Cluster 2 7 isolates
Acetobacter fabarum R-50650 37 dnak KF910092 Afabarum 98.5% HG329542
Cluster 3 11 isolates
Acetobacter indonesiensis R-50362 37 rpoB KF910108 A. indonesiensis 97.4% KF537503
R-50645 37 rpoB KF910109 A. indonesiensis 97.4% KF537503
Cluster 4 8 isolates
Acetobacter orleanensis R-49862 14 rpoB KF910101 A. orleanensis 99.4% KF537507
Cluster 5 1 isolate
Acetobacter persici R-50064 14 rpoB KF910096 A. persici 98.7% KF537531
Cluster 6 7 isolates
Gluconobacter cerevisiae R-50419 36 dnak KF910090 G. kondonii 98.4% HG329571
36 groEL HG329605 G. kanchanaburiensis 97.2% HG329598
36 rpoB KF910104 G. kondonii 89.0% HG329607
Cluster 7 2 isolates
Gluconobacter sp. R-50361 37 dnak KF910093 G.uchimurae 97.9% HG329581
37 rpoB KF910110 G.roseus 95.2% HG329613
Cluster 8 7 isolates
Gluconobacter cerinus R-50416 36 rpoB KF910102 G. cerinus 98.2% FN391790
R-50417 36 dnak KF910091 G. cerinus 98.0% FN391644
R-50417 36 rpoB KF910103 G. cerinus 98.1% FN391790
Cluster 9 19 isolates
Gluconobacter japonicus R-50363 37 rpoB KF910105 G. japonicus 98.9% HG329615
R-50643 37 rpoB KF910107 G. japonicus 99.0% HG329615
Cluster 10 5 isolates
Gluconobacter oxydans R-49860 6 rpoB KF910112 G. oxydans 99.9% FN391799
R-49861 6 rpoB KF910110 G. oxydans 99.9% FN391799
Cluster 11 21 isolates
Lactobacillus backii R-49483 4 pheS KF910133 L. backii 99.6% AB769496
R-49484 4 pheS KF910132 L. backii 99.7% AB769496
R-50069 4 pheS KF910147 L. backii 99.5% AB769496
Cluster 12 100 isolates
Lactobacillus brevis” R-49531 11 pheS KF910129 L. brevis 89.9% AMO87680
R-49856 15 pheS KF910143 L. brevis 99.0% AMO87680
R-49857 15 pheS KF910144 L. brevis 99.0% AMO87680
R-49864 10 pheS KF910155 L. brevis 98.9% AMO87680
R-49877 16 pheS KF910146 L. brevis 98.9% AMO87680
R-49879 13 pheS KF910156 L. brevis 98.9% AMO87680
Cluster 13 59 isolates
Lactobacillus malefermentans R-49868 12 pheS KF910142 L. malefermentans 99.8% AM263505
R-50644 37 pheS KF910149 L. malefermentans 99.7% AM263505
R-50646 37 pheS KF910150 L. malefermentans 99.7% AM263505
R-50647 37 pheS KF910151 L. malefermentans 99.7% AM263505
R-50649 37 pheS KF910152 L. malefermentans 99.7% AM263505
Cluster 14 5 isolates
Pediococcus claussenii R-49863 7 pheS KF910145 P. claussenii 100.0% AMB99832
Cluster 15 22 isolates
Pediococcus inopinatus R-50648 37 pheS KF910153 P. inopinatus 100.0% AMB99821
R-50651 37 pheS KF910154 P. inopinatus 100.0% AMS899821

BS = beer sample.
@ Also retrieved from BS5, BS6, BS9, and BS35.
© Also retrieved from BS4 and BS14.

Biotyping: Protein finger printing (Harnpicharnchai et al 2020)
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8.1.3. Métodos basados en Biologia Molecular

8.1.3.1. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Los métodos se basan en biologia molecular como DNA-PCR , RT-qPCR y han sido
usado en varios estudios académicos en cerveceria (21, 22, 23,35). Este método se basa
en la amplificacion de regiones de DNA de los microorganismos (bacterias, hongos y
levaduras), usualmente genes especificos de las especies a identificar, habiéndose
disefiado primers especificos para estas secuencias. La efectividad del método depende
de la existencia de los primers. El limite de deteccidn para los métodos basados en PCR
es del 100-1000 células/ml (6)

En el siguiente diagrama se muestra el mecanismo del PCR.

Genomic DNA
extracted from microorganism

TTTTTTITTIITT DNA strands are denatured
Al nannnesngl (separated) by heating

b' TTTITITTITITT Small primers bind to specific region

within genomic DNA

NERERRRRT I‘/\I (e.q. 165 rRNA coding region)
W >
ﬁ’ = =f DNA polymerase enzyme facilitates
o : J= the addition of new DNA units
(nucleotides) to extend the DNA strands

mmm‘!‘ One PCR cycle results in amplification
of the region specific to the primers
i i i l i H H i i H i i Multiple cycles results in exponential
amplification of the target region

(Tomado de Turvey et al 2017)

Este método posee ventajas como la identificacion de los microorganismos en una
mezcla, lo que evita el paso de cultivar la muestra para enriquecerla de microorganismos.
Sin embargo, para reducir los falsos negativos, se recomienda este paso. El tiempo de
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analisis demora entre 2-5 h y el costo por andlisis es de $30 el del termociclador es de
$10,000-12,000. (32,33,41). La sensibilidad del método es de 10 células/ml y permite
cuantificar directamente la contaminacion por el microorganismo. Este método no
requiere la expresion fenotipica como en el caso de la deteccion mediante medios de
cultivo. Permite la deteccidn de bacterias, levaduras salvajes y Bacterias Acido Lacticas
en su estado Viable pero No Cultivable (VBNC), en el que la bacteria reduce su
metabolismo y realiza cambios en su membrana y pared celular para sobrevivir
condiciones hostiles como falta de nutrientes o la exposicion a desinfectantes. (Xu et al.,
2020) (1)

Las debilidades de esta tecnologia es que requiere un mayor entrenamiento, no se
considera de alto rendimiento ya que el nimero de muestras procesadas es relativamente
bajo. El disefio y produccion de primers para todas las especies de microorganismos que
dterioran la cerveza es costoso, pero existen kits para las bacterias y levaduras mas
importantes (Lactobacillus, Pedicoccus, Brtanomyces, PEctinatus, Megasphera, Dekera)
que reducen el costo. ( (2)Turvey et al., 2017). Actualmente, el nimero de especies que
se pueden detectar mediante PCR oscila entre 20-30 especies dependiendo de la

existencia de los primers (23).

8.1.3.2. Secuenciamiento de DNA:

Se emplea un secuenciador para determinar la secuencia de nucle6tidos de una molécula
de DNA. Se pueden analizar diversos genes, pero el analisis del DNA ribosomal o rDNA
se emplea generalmente para la identificacion de especies desconocidas. EI método se
basa en que las secuencias de rDNA son conservadas y especificas entre especies de

bacterias. El secuenciamiento del rDNA de la subunidad 16 (bacteriana) emplea primers
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universales para las regiones de la subunidad 16, para luego secuenciar el amplicon para
luego ser comparado con las bases de datos. (2). Las ventajas incluyen que no es necesario
el enriquecimiento del cultivo y es muy preciso. Por otro lado, es un método costoso.

El secuenciador de tercera generacion, MinlON, no solo secuencia rDNA sino, genes de
Lactobacillus y Pedicoccus ( Hor A, un transportador multidroga ABC y Hor C,
transportador ~ multidroga  dependiente de PMF) o en  Saccharomyces
(STA1L, SbKEX2 and GEX1) cual cuesta $1000 pero es necesario otros sistemas, como
el PCR y computadoras. Este sistema tarda 3.5 horas desde la extraccion de DNA y una
precision del >98.5% (3) (Kurniawan et al., 2021), (Kurniawan et al., 2022) (4). El costo
es de $3 por cada “barcode” o secuencia gendmica tnica de la especie . ((5) Srivathsan
et al., 2021), ( Suzuki et al 2020) (6)

El siguiente diagrama muestra el Sistema nanopore MilON :

“Este dispositivo de mano es portatil y funciona con USB desde una computadora portatil
(Peso: 87 g, Ancho: 105 mm, Altura: 33 mm, Profundidad: 23 mm). La molécula de ADN
en el amplicén de PCR se traslada al nanoporo por el adaptador que lleva la proteina
motora enzimatica. Luego, la molécula de ADN pasa a través del nanoporo, provocando
cambios en la corriente eléctrica. valores que se transforman en las secuencias de

nucleotidos” ( tomado de (Suzuki et al., 2020) (4).

PCR amplicons Identification of nucleotide bases
N by changes of current value as

the bases pass through the pore.
.
—
adapters
_—
nanopore

MinION
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En el caso de las levaduras, se ha desarrollado una metodologia que emplea primers para
realizar el PCR de secuencias interdelta de LTR (Long Terminal Repeats) en transposones
Tyly Ty?2 para realizar Fingerptint sequencing . (7) (Cottrell, Matthew T., s. f.)

Existen métodos que se basan en el uso de anticuerpos para la identificacion de los
antigenos presentes en microorganismos que deterioran la cerveza. A pesar de ser una
tecnologia sencilla y rapida, posee un grado de error, comparado con otros metodos.

(24,25,26).

8.1.4. Enriquecimiento de las muestras

Los métodos protedmicos y moleculares requieren actualmente un enriquecimiento
de microorganismos mediante el cultivo de a muestra en medios liquidos o solidos o
combinacion de medios microbioldgicos y PCR es empleado por la compaiiia Doller
(10), la cual desarroll6 un método que combina el enriquecimiento de microorganismos
deteriorantes de cerveza por medios cultivos para concentrar y seleccionar los
microorganismo deteriorantes de cerveza de otros microorganismos para luego ser
identificados mediante PCR. El beneficio de esta tecnologia es que, al enriquecer la flora
microbiana en medios de cultivo selectivos, aumenta la especificidad en la identificacion,
evitando falsos positivos y negativos. Jamanga et. al (2018) emple6 un—-Dipstick Assay
for Rapid Detection of Beer Spoilage Organisms. (9). El anélisis con esta tecnologia
demora 3-14 dias de enriquecimiento y 2-4h PCR. Los costos por analisis son $5-30 (

17).
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8.2.  Deteccion de Hongos que producen micotoxinas
v" Deteccion de los hongos
Al igual que las bacterias que deterioran la cerveza, para la deteccion de hongos del
género Fusarium entre otros, se emplea la espectrofotometria de masa (MALDI
TOF), PCR, secuenciamiento y medios de cultivo en la cebada y la malta (10,11).
v" Deteccion de las micotoxinas
a. En cebada se emplea HPLC para la deteccion de las aflatoxinas. (11)
b. En cerveza HPLC de las aflatoxinas en los diferentes puntos de proceso
cervecero. (11)

8.3.  Deteccion de Levaduras Salvajes

La estrategia es similar a la deteccidn de bacterias que deterioran cerveza. Se emplean
Medios de cultivo, PCR, secuenciamiento de DNA y espectrofotometria de masa

(MALDI TOF). (10,11)

8.4. Evaluacion Econdmica

Se define como “intento sistematico de identificar, medir y comparar costes y resultados
de politicas e intervenciones publicas “cuyo objetivo es lograr la toma de decisiones
considerando la limitacién de los recursos (1).

Se definen cinco métodos son el andlisis costo-efectividad, el analisis costo
consecuencias, el analisis costo-minimizacion, el analisis costo-utilidad y el andlisis costo
beneficio.

v Anadlisis costo efectividad.

En este analisis se caracteriza por utilizar como unidad de medida de los resultados de

una politica la unidad “natural” del resultado. Se calcula el cociente Costo/resultado. (8)
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Regla de decision Costo/efectividad, tomado de (9)

SiCn<CcyRn>Rc - lanueva politica es mas coste-efectiva
SiCn>CcyRn<Rc - lapolitica actual es mas coste-efectiva
SiCn<CcyRn>Rc = trade-off
SiCn>CcyRn<Rc - trade-off

En el caso de frade-off:
serd necesario hacer un analisis incremental, ya que nos interesa saber cuanto
estamos pagando adicionalmente por una unidad extra de efectividad:
[Cn-Cc)/(Rn-Rc)

y para decidir si el incremento (ahorro] de costes compensa el aumento [disminucidn)
de efectividad, sera necesario definir Ay aplicar la regla de decision:

Si [ICn-Ccl/(Rn-Rcl] <« A = sedecide poner en practica la nueva politica

Cn = Coste de la nueva politica

Cc = Coste de la alternativa a comparar

Rn = Resultados de la nueva politica

Rc = Resultados de (a alternativa a comparar

v Andlisis costo beneficio.
En este analisis evalla el desempefio econdmico, o rentabilidad, relacionando los
beneficios (costos evitados/ahorros en términos monetarios) y los costos (monetarios).
(24)
Los costos se definen como:
Costos fijos: costos que no varian de acuerdo al nivel de unidades producidas
Costos variables: Costos que varian de acuerdo al nivel de unidades producidas
Costo marginal: el costo de producir una unidad adicional
Costo de oportunidad: el costo de no haber tomado la opcion.

Regla de decision costo/beneficio: (41)

¢ Cuando solamente se considera una intervencion:
Si Rn>Cn - beneficio neto para la sociedad - financiacidn

*» Cuando se consideran diversas intervenciones:
Si (Rn-Cn] > [Rc - Cc] = el beneficio neto de la nueva politica es mas grande que el de (a actual =
financiacién de [a nueva politica
Cn = Coste de la nueva politica
Cc = Coste de 3 alternativa a comparar
Rn = Resultados de la nueva politica
Rc = Resultados de la alternativa a comparar
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9. METODOLOGIA

v" Disefio de investigacion
Variables.

Para evaluar la idoneidad los métodos de deteccion de microorganismos de deterioro de
cerveza para cerveceria artesanal, se realizara un analisis econdmico costo/eficacia (10)
a. Variable dependiente:
a. Resultado: el método de analisis (intervencion) seleccionada mediante un
andlisis econémico
b. Variable independiente:
a. Costo del andlisis: (bottom up) insumos + mano de obra + amortizacién
de la inversion inicial del equipo
b. Eficacia del método de analisis: desempefio del analisis (nivel de deteccion
x Especificidad/ (nivel de deteccidn x tiempo de analisis)
c. Beneficio: costo evitado por la pérdida de un lote contaminado por la
deteccion no efectiva de los contaminantes.

9.1. Etapa 1: Revision sistematica
Objetivo:

Se realizara una revision sisteméatica de los diferentes métodos de deteccion y
caracterizacion de microorganismos que deterioran la cerveza, que sean apropiados para
la deteccion de contaminantes en Cervecerias Artesanales y en Cervecerias industriales.

Se consideran la eficiencia, eficacia y efectividad de los métodos.
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Pregunta Estructurada
Los elementos se aplican al contexto de cerveceria como:
Poblacion: Cervecerias artesanales

Intervencion: Los metodos de analisis para detectar microorganismos que

deterioran la cerveza

Comparacién: eficiencia (tiempo y precision) entre los métodos de deteccion de

microorganismos
Resultado/ Outcome: deteccion temprana de la contaminacion.

“¢ Cuales son los métodos de andlisis de deteccion de microorganismos que deterioran
la cerveza que sean eficientes para ser comparadas entre si para lograr una deteccion

temprana de la contaminacion empleados en cervecerias industriales y artesanales?”
Busqueda en base de datos
Se realizara las siguientes busquedas en:

e Web of Science.
https://www.webofscience.com/wos/woscc/summary/d53fa4d9-c337-
4380-b460-91974ab88764-6572c479/relevance/1

e Scopus

e Google Scholar
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Seleccion de articulos

BlUsqueda de la literatura: Base de datos:

c
2 Scopus: Beer spoilage microorganism or yeast or fungi or bacteria: 448
m©
o
E Web of Science: Beer spoilage microorganism identification: 299
5
p=)
Resultados combinados de Remocidn de duplicados
la busqueda Zotero
— —>
747 registros
Articulos filtrados en base a:
Antigiiedad: 2017-2022 Registros excluidos
o
g Scopues: 163 > 412
- Web of Science: 172
Total =335
|
Scopus: ArticIeL Review, letter
el . v . .
i} Web of Science: Article, Review,
g Early access.
2 ‘
a
- v
Revision de manuscritos y Registros excluidos
:E aplicacién de criterios de Web of Science: 40
(&}
] inclusion : "
£ Scopus: 32
S PCR, MALDI-TOF, Culture media,
o

Analysis and cost

v

Estudios incluidos en la revision

17
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Criterios de inclusion:

Caracteristica Criterio de inclusion
Poblacion: Cervecerias industriales y artesanales
Intervencion: Los métodos de andlisis para detectar microorganismos que

deterioran la cerveza:

e Microorganismos
e Bacterias

e Hongos

e Levaduras

e MALDITOF

e PCR

e Secuenciamiento

e Medios de cultivo

e Lager, Ale

e Costo de analisis
Comparacion: eficiencia entre los métodos de deteccidn de microorganismos
Resultado/ Outcome: deteccién temprana de la contaminacion.
Tipo de estudio Revisidn, investigacion

Extraccion de datos

Se generd una base de datos en Zotero (Zotero | Your personal research assistant) y luego

convertido a Excel extrayendo la informacion relevante a la pregunta.
Analisis Estadistico
El resultado se calculard como el porcentaje de documentos que analizan las diferentes

aplicaciones de cada método del total de articulos analizados.
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9.2. Etapa 2: Analisis econdmico Costo-Eficacia de los métodos de analisis de

microorganismos que deterioran la cerveza

Este método se selecciona sobre el método Costo-Beneficio ya que se evaluara los el
resultado del efecto de la efectividad del método (unidades naturales) / costos (unidades
monetarias) a diferencia del método costo/beneficio en el que se analiza en unidades

monetarias tanto el beneficio (ahorro)/ costos.

a. Laeficacia del método o su desempefio se define como:

Desempeiio del andlisis _ Exactitudx Especifidad

(Tiempo de analisis) - (Tiempo de analisis)
Siendo:
Nivel de deteccion= concentracion minima detectable por el método en
microorganismos /ml
Exactitud= % de aciertos
Especificidad= NUmero de especies detectadas
Modificado de Bogavac-Stanojevic et al (2017)
Etapa 2: Etapa 2: Anélisis Costo -Efectividad
El objetivo de este analisis es medir el mismo tipo de resultado con diferentes
alternativas. Se expresa el incremento de una unidad como el cociente costo

efectividad. La decisidn se toma en base del cociente més bajo.
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10. RESULTADOS

Tabla 1: Resultados de la revisién Sistematica

Referencia Protedmica PCR- Medios de Organismos Sensibilidad Exactitud Tiempo Costo
Secuenciamiento | cultivo detectados del andlisis del analisis del analisis del analisis

Rodriguez- - Amplificacion de | Bacterias: Lactobacilllus Crecimiento/no 273/331=82% Aislamiento:(18- | Medios de

Saavedra, M.; et. 16S rRNA brevis crecimiento 36 horas) cultivo:$ 5

al. Man, Rogose, 87% Cultivo selectivo:

Binary Logistic Sharpe (MRS) Pediococcus I(th:8|2T72dh|gzs PCR: $30 (1)

Regression damnosus '

Model as a Tool Lactobacillus

to Predict Craft -Levaduras.

Beer
Susceptibility to
Microbial
Spoilage. (2021)
(11)

yeast extract-
peptone-dextrose
(YPD)

paracasei

Lactobacilllus
plantarum

Leuconostoc
pseudomesenteroi
des

Dekkera
bruxellensis
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Costa J, Sierra-
Garcia et al.

A Culture-
Independent
Comparison of
Microbial
Communities of
Two Maturating
Craft Beers

16S rRNA V3-
V4 amplification
(procariontes)
28srRNAITS 2
spacer ( fungi)

Bacterias: 14

Levaduras: 26

Styles.

2022

(12)

LauterbachA,Usb | MALDI-TOF - Saccharomyces - 52/52=100% - -

eck etal. (2017) cerevisiae (Biotyper)

MALDI-TOF MS Saccharomyces

typing enables cerevisiae var.

the classification diastaticus

of brewing yeasts Saccharomyces

of the genus pastorianus

Saccharomyces to

major beer styles. 52 variedades de

(13) levaduras:

Condina, Mark & | MALDI-TOF - Mezcla de 90-100% 20 min-2 horas Microfluidic

Dilmetz, Brooke | +inertial microorganismo (Analisis y chip=$4

& Razavi Bazaz, | microfluidics s ( Biotyper) clasificacion por Analisis de la
Sajad & Meneses, | (separation) Especie: 1 ufc/4 mi Biotyper de la muestra = $1

Jon & Ebrahimi
Warkiani, Majid

Lactobacillus
brevis

mezcla)

45




& Hoffmann, Género:
Peter. (2019). Pediococcus /1 ml
Rapid separation damnosus
and identification
of beer spoilage Individualmente
bacteria by : Biotyper
inertial Especie:
microfluidics and Saccharomyces -
MALDI-TOF pastorianus 1 ufc/2 ml
mass
spectrometry. Lab Lactobacillus 3 ufc/ml
on a Chip. 19. brevis
(14) Pediococcus 3 ufc/ml
damnosus
M. Latorre, M.C. RT-PCR+ Deteccion y Identificacién por | Medios de BAL (RT-PCR): | Medios de PCR
etal. electroforesis cuantificacion: RT-PCR: cultivo: cultivo: equipo: 10,0000-
Contaminantes capilar Bacterias Acido BAL >99.25% 48-72 h 15,000
microbianos en 16s rDNA lactico (BAL): Bacterias
cervezas WLD, HSU Lactobacillus 10 ufc/ml ( segun Anédlisis PCR:
artesanales brevis Hill) Levaduras $30
embotelladas de Levaduras Lactobacillus crecimiento en contaminantes ( (Turvey 2017)
la Patagonia contaminantes: backii 43/75 muestras= | RT PCR)
andina argentina, medio de sulfato 57% >99.51%

Revista Argentina
de Microbiologia,
(15)

de cobre de Lin
(LCSM)

Especies de
Acetobacter y
Asia

Total 14 especies
Levaduras

contaminantes
5 especies

Levaduras
contaminantes
10 ufc/ml ( segun
Hill)

crecimiento en
31/75 de
muestras= 41%
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Kurniawan YN et Secuenciador 30 especies de 98.9% Analisis =
al Applications of MinlON+PCR hongos y Parte de una $3+$30
the Third- rDNA, levaduras: libreria de
Generation DNA genes de Brettanomyces, microorganismos. | Minion = >$1000
Sequencing Lactobacillus ( Candida, +PCR y software
Technology to Hor Ay Hor C) o Dekkera, 3.5h desde la y computadora
the Detection of en Hanseniaspora, extraccién de 9
Hop Tolerance Saccharomyces Lanchaena, DNA
Genes and (STA1L, SbKEX2 Pichia,
Discrimination of and GEX1) Saccharomyces,
Saccharomyces Torulasphera,
Yeast Strains. Zygosaccharomy
(20) ces.
Distingue
levaduras:
Saccharomyces
cerevisiae
S. pastorianus
Kurniawan, Y. Secuenciador 30 especies de 98.7% Andlisis = $3

N., Shinohara, et
al

(2021). Develop
ment of a Rapid
and Accurate
Nanopore-based
Sequencing
Platform for on-

MinlON+PCR
16 rDNA,
genes de
Lactobacillus y
genes Hor Ay
Hor C

Lactobacillus,
Pectinatus,
Megasphera,
Pediococcus.

Parte de una
libreria de

microorganismaos.

3.5h desde la
extraccion de
DNA

Minién = >$1000
+PCR y software
y computadora

©)
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Field
Identification of
Beer-Spoilage
Bacteria in the
Breweries (21)

Sohlberg E, et al. Enriquecimiento Levaduras: Secuenciamiento | Hisopados de ~15 000 single-

Fungal diversity liquido o sélido 29 especies Sanger/ NCBI: superficies: end reads per

on brewery filling de 74 muestras 98-100% analizados el USD$1

hall surfaces and para luego ser Hongos mismo dia.

quality control aislados en agar filiformes: Caporaso, J.,

samples. 2022 YM 26 Muestras de QC Lauber, C.,

a7 135 levaduras cultivadas Walters, W. et
79 hongos previamente: 48 h | al. Ultra-high-
filamentosos Anélisis:1.5 hora | throughput
gPCR microbial

community
Levaduras: region analysis on the
D1/D2 [llumina HiSeq
and MiSeq

Hongos: region platforms
ITS 10.1038/ismej.20
Secuenciamiento 12.8
Sanger

Turvey ME, MALDI-TOF Aislamiento y Base de datos: > 1 ufc/ml 98.5% 24-48 h

Weiland F, enriquecimientoe | Biotyper 1 ufc>10° enriquecimiento

Meneses J, n medios de células en cultivo 1h de andlisis

Sterenberg N, cultivo:tras Bacterias solido

Hoffmann P. filtracion por identificadas :

Identification of membrana, NBB | 7 especies

beer spoilage por 24-48h Lactobacillus En cerveza:

microorganisms paracasei > 105 ufc/100ml

using the MALDI
Biotyper
platform. Appl

Lactobacillus
brevis
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Microbiol
Biotechnol.
marzo de
2016;100(6):2761
-73.

Lactococcus
lactis

Hongos y
levaduras
identificadas:
8 especies

Candida
pelliculosa
Candida
guilliermondii

Shimokawa M, et
al. Development
of Culture-
Independent
Detection Method
for Beer Spoilage
Lactic Acid
Bacteria. Journal
of the American

PCR

( independiente
de cultivo) y
filtracion a alta
presion por
membrana

Lactobacullus
brevis

1-10
células/300ml

100/100 muestras

No se enriquece
8 horas

Society of
Brewing
Chemists. (21)
Se obtuvo g-PCR ( Tomita PDA ( Potato- PCR: PCR: Medios de
mediante una et al protocol) Dextrose-Triton Alternaria DNA Hongos. Cultivo:
busqueda x100 Agar) alternata, Picogramos
secundaria: Cladosporium Cebada y malta: Hongos:

. cladosporioides, | nanogramos Semillas: 24/24
Brettrager, M.; et horas de
al, M. Scree_nlng_ Epicoccum luz/oscuridad
of Mycotoxigenic nigrum,, para su

Fungi in Barley

germinacién a20-
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and Barley Malt
(Hordeum
vulgare L.) Using
Real-Time
PCR—A
Comparison
between
Molecular
Diagnostic and
Culture
Technique: 2022

(24)

Penicillium
verrucosum,

Aspergillus niger,
Hordeum vulgare

Medio de
Cultivo (en
cebada y malta):
Fusarium spp.
Alternaria spp.
Cladosporium
spp.

Penicillium spp.
Aspergillus spp.
Epicoccum
nigrum
Rhizopus spp.
Mucor spp.
Ulocladium spp
otros

24°C. Se
identifica
taxonémicamente
tras 7, 10, 14 dias

PCR:

1.5 hora total:

0.5 hora
extraccion+1 hora
amplificacién

Se obtuvo
mediante una
busqueda
secundaria

Schneiderbang
eretal.
Statistical
evaluation of
beer spoilage

g-RT-PCR

Enriquecimiento
en caldo de
cultivo NBB-B
antes del PCR

Especies: 13
L. brevis

L. lindneri

L. backii

L. (para-)casei
L. collinoides
L. (para-)
buchneri

L. rossiae

L. perolens/
harbinensis

10-100
células/mL
Tamafio de
muestra 100uL de
caldo o 1 ufcen
agar

Enriquecimiento:
2 -14 dias
PCR:
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bacteria by

real-time PCR
analyses from
2010 to 2016:

(25)

M. cerevisiae

Pd. Damnosus
Grupos:

L. (para-
)plantarum, L.
coryniformi

P. cerevisiiphilus,
P. frisingensis, P.
haikarae;

Pd. parvulus, Pd.
pentosaceus, Pd.
acidilactici.
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Tabla 2: Resumen de las tecnologias mas relevantes para la deteccion e identificacion de microrganismos contaminantes de cerveza

Tecnologia Tiempo de cultivo o Exactitud del NuUmero de especies Limite de Costo de Analisis Costo del
enriquecimiento + tiempo de | andlisis detectadas deteccion en USD equipo en
analisis (horas) (porcentaje) (ufc/ volumen ml) usb

Microbiologia tradicional

Medios de cultivo y 48h-120h (hasta 240h 57% Bacterias (BAL, BAA):19 | 10 ufc/1ml $6 23,950 2

pruebas bioguimicas dependiendo del tipo de No se detecta Hongos/Levaduras: 3 $15 si se emplean
cervezay las especies de con facilidad pruebas bioguimicas
microorganismaos) bacterias en (23) API (11)

estado latente o
VBNC

Protedmica

Protedmica: 24-48h 98.5%-100% Bacterias: > 10° ufc/100ml $1 100,000-

Espectrofotometria de Se requiere aislamiento en Dependiendo de | 7 10°— 106 celulas 150,000

masa MALDI-TOF colonias en medio s6lido o en | la complejidad Hongos/levaduras: por placa de
caldo nutritivo de la mezcla 8 MALDI- TOF (11)

Tiempo de analisis: 1 h
Total: 49h

Total 15 especies
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52 variedades de
Saccharomyces cereviciae
Weime et al 2014: 32

especies

Métodos moleculares

PCR+MinION: 3.5h

Lactobacillus, Pectinatus,

Megasphera, Pediococcus.

Levaduras y hongos: 30

especies

el nivel de
deteccién se asume

que es comparable.

PCR con Con enriguecimiento: 82-99.25% Bacterias: 14 100-1000 ufc/ml $30 10,000-
enriguecimiento/cultivo 48-72 h Hongos y levaduras: 9 15,000
previo g-PCR: 2 horas Total: 23 especies

Total: 79 h
Secuenciamiento de DNA | Secuenciamiento 98.-98.9% Bacterias: 30 especies de Al basarse en PCR, | $50 (31) >1000

1 Se asumira 48h de cultivo de enriquecimiento para efectos de comparacion

2 Setting Up A Homebrew Laboratory | MoreBeer
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Tabla 3: Costos y Eficacia de las tecnologias de deteccion e identificacion de microorganismos

contaminantes de cerveza, empleando un servicio de analisis de microbiologia

Tecnologia Tiempo de Exactitud Numero de Desempefio del andlisis | Precio por analisis USD?
Eficacia
cultivo o del andlisis | especies ( ) (tercerizado)
enriquecimiento | (porcentaje) | detectadas (Exactitudx Especifidad )
(Tiempo de analisis)
y tiempo de (especificidad) ]
Especies detectadas
analisis® (horas)
correctamente/hora
Protedmica: 48+1 =149 98.5 32 (0.985x32) /49 =0.64 72.5 (www.midilabs.com)
MS-MALDI
TOF
Biologia 48+1=49 (82+99.25) 23 (0.9625x23) /49 = 0.45 www.murphyandson.co.uk
Molecular: /2=90.625 61.92-74.83: levadura recuperada, fermentadores,
PCR cerveza terminada (varios andlisis:

86.69 (un solo analisis)

www.midilabs.com

176.6 (un solo analisis)
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Biologia 48+3.5=51.5 98.45 30 (0.9845x30) /51.5 = 0.57 200

Molecular:

Secuenciamiento

de DNA

Microbiologia 120 57 23 (0.57x23)/120 =0.11 40.70 ( cerveza sin filtrar, mosto y agua; 4 medios

tradicional:
Medios de

cultivoy
pruebas

bioquimicas

de cultivo por muestra)
49.54 (cerveza filtrada)

www.murphyandson.co.uk

Lab Services - Short's Brewing Company - Short's Brewing Company (shortsbrewing.com), Beer Testing - Beer Contamination Testing (brewingscience.com)
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Analisis de muestras por terceros.

Se considera analizar muestras microbiologicas por terceros enviados a los EEUU ya
que estos servicios no existen en el Per(. No se han considerado los costos de envio a
EEUU. Se consideran los precios de analisis de una corrida por muestra. Se considera
el costo de priorizar el analisis de la muestra, siendo mayor en este caso, obteniéndose
resultados el mismo dia, al dia siguiente o en 2-3 dias en promedio, en MALDI-TOF y
PCR. El desempefio del MALDI-TOF es superior al PCR, Secuenciamiento y
Microbiologia tradicional. EI PCR identifica un niumero menor de especies, que los
otros métodos, sin embargo, las especies identificadas incluyen a las especies de
microorganismos que deterioran la cervezay las especies que estan apareciendo en
cerveceria artesanal. La microbiologia basada en medios de cultivo tiene dificultad de

identificar especies de bacterias que entran en estado vegetativo. (Grafico 1)

Grafico 1
Desempefio del andlisis ( Eficacia) Microorganismos/hora
0.8
0.6
0.4
.
0
Microbiologia MS-MALDI TOF Secuenciamiento de
tradicional: DNA

Los precios por terceros son realizados por MIDILab,com y Murphyandson.co.uk. El
precio (MIDllabs.com) por cada andlisis es menor en el caso del MALDI-TOF, es un
precio promedio que considera la prioridad en el proceso, que puede ser reportado el
mismo dia de analisis hasta después de dos dias. Los precios de PCR de MIDILab,com

son los mismos para bacterias ( 16 S) y hongos/levaduras ( 28s) variando en la prioridad
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del envio del reporte pudiendo ser el mismo dia o dos dias después, tomandose el
promedio de estos precios. En el caso de Murphyandson.co.uk , los precios de PCR
varian si se realiza un sélo analisis o son varios ( 1o que reduce el precio), tomandose el
promedio. El precio del analisis mediante medios de cultivo por

www.murphyandson.co.uk consideran el promedio del analisis de cerveza sin filtrar y

el andlisis de cerveza filtrada. No se encontrd proveedores que realicen el servicio de
secuenciamiento de DNA para la identificacion de microrganismos que deterioran la
cerveza (Gréfico 2).

Grafico 2
Precio por analisis USD (terceros)

120

99.9
100
80 72.5
60
45.1225
40
20
0
0
Microbiologia MS-MALDI TOF PCR Secuenciamiento de
tradicional: DNA

La relacién costo/eficacia de los métodos rapidos, muestra que el MALDI-TOF es el
método con el menor costo para identificar especies, seguido por el secuenciamiento y
finalmente el PCR. El método de microbiologia posee en términos absolutos, el menor
costo. No se encontrd proveedor que realice secuenciamiento de DNA para la

identificacion de microorganismos. (Gréafico 3)
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Grafico 3
Costo/Eficacia (USD/Especie) terceros

450.00 410.20

400.00
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250.00 221.91
200.00

150.00 113.28

100.00
50.00 0.00
0.00

Microbiologia MS-MALDI TOF PCR Secuenciamiento de
tradicional: DNA

El criterio de seleccidn de la metodologia de QC Microbioldgico empleado el
costo/eficacia seria:

MS-MALDI TOF> PCR> Microbiologia tradicional (basada en medios de cultivo).

Costos de los anélisis si la Cerveceria Artesanal realiza la inversion en las
tecnologias de Control de Calidad Microbiolégico

Se analiza el escenario en la que la Cerveceria Artesanal ( Macro, Mini, nano) decide
realizar el analisis en su planta, por lo se establece una estructura de costos para
comparar los métodos de analisis en el Perd.

Equipos

El costo de la adquisicidn de los instrumentos se amortiza en cinco (5) afios. No se
incluye la depreciacién ni el valor de recuperacion de los instrumentos. Tampoco se
considera el leasing del instrumento. En el caso de las amortizaciones de los equipos (o

inversion inicial), éstas se realizan en 5 afios, considerando su uso dos veces por semana
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por cada lote en produccion y que cada lote toma 30 dias en producirse. La inversion
inicial de la Microbiologia tradicional (basica) es la implementacion del laboratorio que
incluye microscopio, incubadora, material de vidrio y otros insumos. El costo
amortizacion disminuira al aumentar el namero de analisis, pero esto aumentara los
costos directos de los insumos al aumentar el nimero de analisis, por lo que el método
Cuyos insumos sean mas baratos, tendrd menos impacto en el costo final.

Insumos del analisis.

En el caso de los insumos, estos se basan en los costos académicos y comerciales.

El MALDI-TOF requiere 200 ul de matriz para realizar el analisis, “(...10°~10° células;
células intactas o extractos de células) se transfiere a una placa. A continuacion, una
solucién matriz que contiene acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico, acido 2,5-dihidroxi-
benzoico o acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cinamico (acido sinapinico, SA) en una mezcla
de disolventes: se aplica a la muestra agua, acido trifluoroacético (TFA) al 25 %y
acetonitrilo (ACN) al 50 %, etanol o metanol.” (14).

El PCR requieren kits de primers (USD 481.22 para 24 tests = $ 20.05 test) por
Microbiologique, en las que se consideran 2 controles.

Microbiologia tradicional se basa en medios de cultivo como MRS, Agar lysina, ADM
y NBB. El medio, NBB-A de Dohler cuesta $144 por 6 botellas de 250 ml y se requiere
10 ml por cada placa para 5 puntos de muestreo por lote, costando $4.8 por placa. Se
consideran 4 placas de diferentes medios cultivo para la deteccion de levaduras, hongos
y bacterias. Por este motivo, el costo aumenta.

La mano de obra contempla a un profesional con un sueldo de S/. 3000 mensuales.

Se asume un 10% de costos indirectos para cada analisis.
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La mano de obra es el salario de un analista microbiélogo en el mercado peruano (S/.
2500 Bumeran, Tusalario.org). El método que requiera menos horas de mano de obra o

que no sea especializada, tendra menos impacto en el costo final.

El volumen de produccion de cerveza artesanal es 2 millones de litros (2022) producida
por 150 empresas formales (Gestion 2021), por lo que en promedio, las plantas
producen 13,333 litros al afio en promedio, por lo que se producen en promedio 1100
litros al mes. En el caso de la cerveceria Hopps, los lotes son de 1000 litros,

produciéndose 3 lotes al mes.
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Amortizacion de
la tecnologia en
5 afios( costo

por analisis) Costos

para5 analisis Costo de Mano de Costo Directo indirectos Costos Costo

40 lotes de insumos / obra/hora ( Horas de mano Total PEN/ (10% de costos totales total en
Metodologia produccién analisis (PEN) PEN/hora) de obra Analisis directos) (PEN) dolares
Microbiologia 92.21 77.00 12.5 8.00 269.21 26.92 296.13 76.92
MALDI-TOF 577.50 3.85 12.5 8.00 681.35 68.14 749.49 194.67
PCR 57.75 77.20 12.5 8.00 234.95 23.49 258.44 67.13
Secuenciamiento 81.81 573.65 12.5 8.00 755.46 75.55 831.01 215.85

*Los costos de insumos empleados por Protedmica, PCR, Secuenciamiento de DNA y Microbiologia basados en medios de cultivo son los reportados en la literatura.
* Los costos de insumos de PCR se basan en el kit de Microbiologique

*USD=S/. 3.85
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El costo de MALDI-TOF es afectado por el costo de los insumos y el tiempo de
analisis, lo que disminuye el costo de mano de obra. En ciertos casos, el analisis no
requiere enriquecimiento, lo que disminuiria el tiempo a 1 hora.

El costo de PCR es afectado por que en cada kit hay 24 tests, disminuyendo el costo por
analisis de cada muestra comparado con el analisis realizado por terceros. En ciertos
casos, el andlisis no requiere enriquecimiento, lo que disminuiria el tiempo a 1 hora. El
kit permite reconocer, “Deteccion simultanea de organismos que deterioran la cerveza:
Brettanomyces bruxellensis/B. anomala, bacterias del acido lactico (incluidas las cepas
resistentes al lupulo), Megasphaera, Pectinatus, Saccharomyces diastaticus y
Aceticacid.” (Microbiologique)

El costo de Secuenciamiento + PCR requiere el secuenciador, una PC, software y un
PCR.

El costo de la microbiologia basado en medios de cultivo es intensivo en la inversion
del laboratorio, los multiples medios de cultivo y la mano de obra es afectada por la
duracion de analisis de 5-14 dias. EI Control de Calidad mediante Microbiologia
tradicional requiere pruebas bioquimicas adicionales, ademas de emplear multiples
medios de cultivo.

Se grafican los costos de analisis por la cerveceria si se compra el equipo (inhouse o

produccién de analisis).
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Grafico 4
Precio por analisis USD (inhouse)
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Microbiologia MS-MALDI TOF Secuenciamiento de
tradicional: DNA

Comparacion de costos de analisis
Se realiza una aproximacion en al compararlas metodologias realizadas por la

cerveceria artesanal inhouse o por terceros. Esta comparacion es solo referencial ya

que no son comparables debido a que la estructura de costos es diferente en EEUU

y Peru. No se han encontrado servicios de terceros en el Per( para estos analisis.

Grafico 5
Costos De Andlisis (USD)
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Microbiologia tradicional: MS-MALDI TOF PCR Secuenciamiento de DNA
H Precio por analisis USD (terceros) B Precio por andlisis USD (inhouse)
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Grafico 6
Comparacién Costo/ Eficacia (USD)
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Microbiologia MS-MALDI TOF PCR Secuenciamiento de
tradicional: DNA
M Costo/Eficacia (USD/Especie) terceros B Costo/Eficacia (USD/Especie) inhouse

Estos resultados muestran que al analizar el costo/ eficacia de los métodos de QC

Microbiologico realizado por terceros, se seleccionaria en este orden:

1.

2.

3.

4.

MS-MALDI TOF
PCR
Secuenciamiento de DNA

Microbiologia Tradicional

Sin embargo, si la cerveceria adquiere la instrumentacion, la seleccién se realizaria en

este orden:
1. PCR
2. MALDI-TOF
3. Microbiologia Tradicional (basada en medios de cultivo)

Secuenciamiento de DNA+PCR
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Efecto cada metodologia de Control de Calidad Microbiologico en los costos de
produccion de cerveza en el Cervecerias Artesanales en el Peru

Tras medir el indicador costo/ beneficio de las metodologias de Control de Calidad
Microbiologico, se calcula el efecto de incluir el costo del Control de Calidad (QC)
Microbiologico en los costos de produccion de cerveza artesanal con el objetivo de
detectar la contaminacion tempranamente y evitar la pérdida de cerveza por esta
contaminacion y mantener la calidad del producto.

Para analizar el efecto las metodologias de control de Calidad Microbioldgica en los
costos de produccion, se emple6 la informacion de produccion fue proporcionada por el
cervecero, Ing. Franco Cruz, que labora en una cerveceria artesanal peruana, con
operaciones en Lima, Trujillo y Cuzco.

Datos generales de la micro cerveceria Artesanal

Produccidn de cerveza al afio (litros) 40,000.00
Costo de produccidn (soles/I) 5.00
Tamafio de lote (litros) 1000.00
Costo del lote 5000.00
Numero de lotes al afio 40.00
Numero de lotes al mes 33
Precio de venta (soles/l): Draft 18.00
Precio de venta sin IGV (S/. por litro):

Draft 15.25
Valor de produccién de cerveza al aio (

sin IGV) S/. 610,000
Margen Bruto = (precio sin IGV-costo de S/. 410,000

produccidn) x volumen anual

*USD=S/. 3.85

En cervecerias artesanales, la sanitizacion de los tanques, lineas cerveza, mangueras,
Ilenadoras y otros sistemas de produccidn de cerveza son sanitizados mediante una

ejecucion de Clean In Place (CIP) (37), en el que deben mantenerse correctas las
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temperaturas, concentracion y tiempo de aplicacion de las soluciones de limpieza como
NaOH, &cido fosférico, acido nitrico y el agua. El tltimo paso del CIP es el enjuague
del tanque del cual se toma una muestra para el analisis microbiologico. El reporte del
analisis basado en medios de cultivo se genera en 3-5 dias. El tanque es llenado con
cerveza en proceso, para luego tomar una muestra para su analisis microbioldgico
empleando medios de cultivo y se reporta tras 5 dias. Estos procesos hacen de que el
tanque de cerveza esté en “cuarentena” hasta que se generen los resultados
microbioldgicos, liberandose el lote para el siguiente proceso si no presenta
contaminacion o es desechada si esta contaminada. Esto reduce la productividad de la
planta y en el caso de una contaminacién, una pérdida econémica.

El Ing. Franco Cruz comento que actualmente, las cervecerias artesanales en el Peru
generalmente no realizan Control de Calidad Microbiolégico en la produccion de
cerveza por los altos costos de implementar un laboratorio de microbiologia, por lo que
se enfocan en realizar el CIP. Sin embargo, al no existir Control de Calidad
Microbioldgico que confirme el correcto CIP o el manejo correcto de las tuberias,
mangueras, ambientes, llenadoras, las micro cervecerias quedan expuestas al desarrollo
de biofilms, bacterias en estado vegetativo, infecciones por levaduras extrafias y
contaminaciones cruzadas.

Para evaluar el incremento en los costos y margenes al implementar el QC por las
diferentes metodologias, se realizan los calculos de margenes de contribucién para
calcular el Margen Bruto ( diferencia entre el precio de venta sin impuesto y costo de
produccidn) y costos/beneficios presentados en las siguientes tablas. La unidad de venta

es una jarra de 1 litro de cerveza.

66



QC Microbiologia Tradicional
Precio de venta (soles/litro)

Precio sin IGV

Costo Produccion (soles/litro)
Costo analisis por litro

Margen Bruto

Costo de analisis/margen unitario

QC MALDI-TOF

Precio de venta (PEN/litro)

Precio sin IGV

Costo Produccion (PEN s/litro)
Costo analisis por litro

Margen Bruto

Costo de analisis/margen unitario

PCR

Precio de venta (PEN / litro)
Precio sin IGC (PEN/litro)

Costo Produccion (PEN)

Costo analisis por litro (PEN/I)
Margen Bruto

Costo de analisis/margen unitario

QC Secuenciamiento+PCR

Precio de venta (soles/litro)

Precio sin IGV

Costo Produccidn (soles/litro)
Costo analisis por litro

Margen Bruto

Costo de analisis/margen unitario

18.00
15.25
5.00
0.30
9.95
0.03

18.00
15.25
5.00
0.75
9.50
0.08

18.00
15.25
5.00
0.26
9.99
0.03

18.00
15.25
5.00
0.83
9.42
0.09

Los analisis de Control de Calidad Microbiologico (QCM) que reducen menos el

margen, generan un menor Costo de analisis/margen unitario. Al evaluar el costo de

analisis/margen unitario de los métodos de QC en el siguiente orden:

1. PCR

2. Microbiologia tradicional basada en medios de cultivo

3. MS-MALDI TOF

4, Secuenciamiento de DNA-PCR
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El PCR se califica sobre la microbiologia tradicional debido a que el costo/efectividad es
menor del PCR es mejor que el de microbiologia tradicional. EI MS-MALDI-TOF, a
pesar de poseer un Costo/efectividad menor que la microbiologia tradicional, sus costos
de amortizacion del equipo son mayores.

Al calcular los margenes para la produccion anual, considerando las “cuarentenas” por los
andlisis de QCM, se obtiene la reduccién de la produccion por el tiempo de las

“cuarentenas”.EFECTOS DE LOS METODOS DE CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGICA EN LA
PRODUCCION

Produccioén al Margen al
ano (litros) Margen/ litro  afio (PEN)
Produccién sin QCM 40,000.00 10.25 410,000.00
Producciéon con MALDI-TOF (49h) 39,777.50 9.50 377,886.25
Producciéon con MALDI-TOF (1h) 39,995.43 9.50 379,956.63
Produccién con PCR (49h) 39,777.50 9.99 397,377.23
Produccién con PCR (1h) 39,995.43 9.99 399,554.39
Produccién con Secuenciamiento DNA
(51.5h) 39,777.50 9.42 374,704.05
Produccién con Microbiologia Tradicional (7
dias) 39,029.00 9.95 388,338.54

COMPARACION DE MARGENES POR TECNOLOGIA

PEN
PCR- Microbiologia Tradicional 9,038.69
MALDI-TOF -Microbiologia Tradicional -10,452.29
Secuenciamiento -Microbiologia Tradicional -13,634.49

Se ha considerado enriquecimiento por medios de cultivo por 48 horas para MALDI-
TOF y PCR. El algunas muestras el analisis puede realizarse sin el enriquecimiento, por
lo que el analisis dura un promedio de 1 hora y por lo que la disminucién de produccién

por la “cuarentena “microbioldgica disminuye.
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En la comparacion de margenes entre cada tecnologia, el PCR ahorra PEN 9,038.69,
mientras que el MALDI-TOF y el Secuenciamiento reducen los margenes con respecto a
la Microbiologia tradicional basada en medios de cultivo.

11.  DISCUSION

Analisis costos y la eficacia de los métodos

El analisis de costos/eficacia permite seleccionar la metodologia con menor costo y mayor
eficacia, lo que significa que requiere menor costo para mejorar su eficacia. Al tomar
como referencia los costos internacionales para los andlisis y sus eficacias, el QC por
MALDI-TOF es costo eficaz, seguido por PCR y finalmente por microbiologia
tradicional. Los resultados de MALDI-TOF y PCR se pueden generan el mismo dia o
entre 1-2 dias dependiendo del laboratorio, coincide con la efectividad calculada
basadndose en la literatura. También coincide el reporte del andlisis de microbiologia
basada en medios de cultivos, 5 dias, con lo reportado en la literatura. La rapidez de
reportar los resultados, reduce el impacto en la productividad de cerveza y le da la
posibilidad de prevenir contaminaciones y no detectarlas una vez que la cerveza este
contaminada. El costo/eficacia puede disminuir debido a gue se alcanzan economias de
escala (los costos fijos, como la amortizacidn del equipo, se dividen en mayor nimero de
pruebas) en el caso del laboratorio de terceros, quienes consideran “descuentos” por
maultiples muestras. Los descuentos por multiples muestras promueven el uso del servicio
de laboratorio para mas muestras del proceso de produccion de cerveza. Esta estrategia

permite mantener los costos bajos los analisis realizados.
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Al evaluar la propuesta de que la micro cerveceria realice los andlisis de Control de
Calidad Microbioldgico, se obtienen resultados diferentes al desarrollar una

estructura de costos en el Peru.

Al desarrollar la estructura de costos de los analisis microbioldgicos empleado las
diferentes metodologias, se observan que los factores que generan los mayores costos
son: la amortizacion del equipamiento, la mano de obra y las horas que requieres el
andlisis. En el caso de la micro cerveceria, debido a su relativa baja produccién, el nimero
de andlisis son menores que en una cerveceria industrial, lo que aumenta el costo por
analisis.

El estandar durante mas de un siglo es la microbiologia tradicional basada en medios de
cultivos y pruebas bioguimicas. Este sistema es costoso a pesar que el medio de cultivo
cuesta alrededor de $5, debido a que la implementacion del laboratorio implica no sélo
los diferentes medios de cultivos sino diferentes instrumentos, como una autoclave o una
incubadora. Estos factores hacen que el costo unitario por litro de estas pruebas sea de S/.
0.30 por litro que es menor que el MALDI-TOF ya que la implementacion del laboratorio

microbiologia tradicional es menor.

En el caso del QC por MALDI-TOF la principal contribucion en el costo del analisis es
por la inversion inicial del instrumento, a pesar de que la mano de obra, tiempo de analisis
y reactivos es bajo, ya que el costo unitario de analisis de S/ 0.75 por litro es mayor que

el de la Microbiologia. Este andlisis genera una pérdida de S/. -10,452.29

con respecto a la Microbiologia Tradicional.
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Teniendo en cuenta la relacion costo/efectividad, el PCR es la metodologia que posee la
menor ratio costo efectividad, es decir, el costo es bajo y es muy efectiva. El principal
factor que afecta el costo del analisis es la amortizacion del equipo. El costo de los
insumos para la PCR es de $30 (de acuerdo a la literatura), pero se reduce si se realiza
por la cerveceria ya que el kit de PCR cuesta $481.22 para 24 test, ($20.70) ya que en el
caso del tercero, solo se analiza una muestra (test) por corrida, por lo que el costo unitario
de la prueba es de S/. 0.30 por litro producido. Este costo puede reducirse mas si se
emplean los Kits de primers de Sigma Aldrich que cuestan $14 (S/.53.80). EI margen de
contribucion anual es de S/. 9,038.69, comparado con la Microbiologia Tradicional,
considerado 48 horas de enriquecimiento, que pueden reducirse a 2 horas si se evita este

paso en cierto tipo de muestras.

El servicio de secuenciamiento + PCR es una propuesta académica y no es realizado
actualmente por el mercado. En este caso, se evalla que el analisis seria realizados por la
cerveceria. El costo unitario del andlisis es de S/. 0.83 por litro, siendo la instrumentacion
y los insumos los principales contribuyentes al costo del andlisis. EI margen anual es una

pérdida de S/. -13,634.49 con respecto a la microbiologia tradicional

El analisis de los Costos/Eficacias por considerando que la cerveceria realiza los analisis,

se obtiene que:

1. PCR
2. MALDI-TOF
3. Microbiologia Tradicional (basada en medios de cultivo)

4. Secuenciamiento de DNA+PCR
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Al analizar los costos unitarios de produccion y el costo-beneficio de evitar que se pierda

cerveza por la contaminacion microbiana, se obtiene:

1. PCR

2. Microbiologia tradicional basada en medios de cultivo

3. MS-MALDI TOF

4. Secuenciamiento de DNA-PCR
Los costos unitarios de los andlisis Microbioldgicos son de PEN 0.3- 0.83 lo que
representa 3% a 10 % del margen bruto unitario, lo cual puede ser significativo si el
volumen de produccion es bajo. Sin embargo, si se compara con la pérdida por
contaminacion de un lote de 1000 | valorado en PEN 5,000 (1000 x PEN/I 15.25) se
evidencia la magnitud de no realizar el Control de Calidad Microbiol6gico en una
cerveceria artesanal.
Al elegir la metodologia mas conveniente para una micro cerveceria, se considera el
andlisis costo/efectividad y el costo de produccién. El resultado indica que PCR es el
analisis mas conveniente por la micro cerveceria, seguido por el MALDI-TOF, la
microbiologia tradicional y finalmente el secuenciamiento de DNA-PCR.
La seleccion de los métodos rapides o “high throughput” de Control de Calidad
Microbiolégico considerando factores bioldgicos
El uso de metodologias protedmicas 0 moleculares para la deteccion e identificacion de
los microorganismos son mas rapidos, tardando menos de tres dias (considerando dos dias
de cultivo de para el enriquecimiento de la muestra y horas de analisis por el instrumento)
en vez de 5-14 dias de la microbiologia tradicional basada en medios de cultivos. El

analisis genera un periodo de “cuarentena”, en el cual la produccion debe esperar hasta
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los resultados que son de 5-14 dias (que incluyen pruebas bioquimicas que aumentan la
complejidad del andlisis), si consideramos el andlisis de un tanque o linea de tuberia
recientemente sanitizado para confirmar su correcto proceso y de esta manera prevenir
que la cerveza se contamine, afectando la productividad. Estos anélisis generalmente son
de facto, es decir, reportan la contaminacion presente, mas no permite prevenir en un

ambiente de produccion continua.

Las metodologias investigadas poseen caracteristicas que las hace que unas sean mas
efectivas que otras. La microbiologia tradicional, que ha logrado identificar numerosas
especies de microorganismos que deterioran la cerveza tiene dificultad en identificar
bacterias &cido lacticas debido a la existencia de genes hor A, hor B y Hor C que proveen
resistencia al lupulo y porque algunas especies entran en estados Viables Putativas No
cultivables (VPNC) (Lactobacillus acidotolerans, Lactobacillus lidneri, Lactobacillus
plantarum ) (38) y especies de Lactobacillus sp. que forman biofilms (38) generando
falsos negativos, a pesar de la introduccion de medios de cultivos avanzados como el
ABM (36) (15). Este tipo de bacterias se detectan e identifican mediante  MALDI-TOF,

PCR (RT-PCR) y Secuenciamiento de DNA (identificacion de especies y variantes).

Los métodos moleculares rapidos pueden detectar microorganismos que deterioran
cerveza como bacterias, hongos y levaduras descritos previamente. EI PCR permite
identificar las especies de que deterioran cerveza, pero depende del disefio de los kits de
primers; en el caso de Microbiologique, el kit detecta bacterias y levaduras salvajes o el
kit de Quigen para Fusarium. Una debilidad del PCR es que no diferencia
macroorganismos vivos de los muertos. EI MALDI-TOF también es empleado para

detectar no sélo el hongo filiforme que produce micotoxinas sino la micotoxina en la
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cebada o malta (37), lo que muestra una mayor capacidad y flexibilidad de la tecnologia
del analisis comparado con las metodologias moleculares. El secuenciamiento de DNA-
PCR es similar al PCR pero permite identificar variedades de microorganismos y realizar
analisis filogenéticos. (39) (2) En la practica, es necesario identificar el tipo de
contaminante hasta la especie, ya que no todos las bacterias acido lacticas deterioran la

cerveza y estos métodos son eficaces.
Impactos ambientales por las metodologias

Los efectos ambientales por las metodologias se reportan por las hojas de MSDS

MALDI-TOF MSDS

Fischer Scientific, Sigma Aldich

MALDI-TOF Matrix Solution - alpha- | Toxico:

CHC Matrix “Evite la dispersion ] del material
derramado y la escorrentia y el contacto
con el suelo, las vias fluviales, los
desagues y las alcantarillas. Informar a las
autoridades pertinentes si el producto ha
causado contaminacion ambiental
(alcantarillas, cursos de agua, suelo o

aire)”
trifluoroacetic acid (TFA) Posee efectos adversos a la vida acuatica.
Acetonitrile (CAN) 50% Posee toxicidad en peces:

Ensayo dinamico CL50 - Pimephales
promelas (Piscardo de cabeza gorda) -
1.640 mg/I - 96 h Observaciones: (ECHA)

70% biodegradable

En el caso del MALDI-TOF, los reactivos deben eliminarse considerandose como

compuestos toxicos.
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PCR MSDS

PIKA Weihenstephan

4e Detection Kit™ B ( primers) No se considera toxico

El PCR no genera residuos toxicos, pero si genera plasticos que pueden lixiviar

compuestos toxicos como BPA, en rellenos sanitarios o generarlos al aire al ser

quemados.

Microbiologia tradicional MSDS
Ross Scientific. Dohler

MRS Agar No se considera toxico. Se debe
autoclavar para esterilizar el medio

NBB No se considera toxico. Se debe
autoclavar para esterilizar el medio

Se emplea energia para autoclavar los medios de cultivo y ser esterilizados. Los agares
son sélidos que deben ser eliminados como residuos solidos, afectando los rellenos
sanitarios. Los medios liquidos contaminan los efluentes industriales aumentando los

solidos, la demanda bioquimica de oxigeno, aumentando la eutroficacion.

Importancia empresarial de Control de Calidad Microbioldgico (QCM) para las

cervecerias artesanales e industriales
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En el Peru, no la gran mayoria de las 160 cervecerias artesanales no realizan control de
calidad microbioldgico de sus procesos. En los Estados Unidos, se reporta una tendencia
similar ya que, de las 7000 cervecerias artesanales, alrededor del 10% realizan analisis de
Control de Calidad Microbiologico (QCM) empleando instrumentos debido a los costos
de operacion, aunque algunos tercerizan el servicio (3). En las cervecerias artesanales, se
crean los diferentes estilos de cervezas cuyos perfiles tienden a la diminucion del
porcentaje de alcohol, la reduccién de lGpulo, aumento de pH e incluso se crean cervezas
sin alcohol. Estos factores, que normalmente reducen la proliferacion de los
microorganismos que deterioran la cerveza, habiéndose reportado un incremento en el de
especies que deterioran la cerveza, e incluso baterias patdgenas a largo de la tltima década
(3) (40). Esto hace que las cervezas artesanales sean mas propensas a la contaminacion
microbiologica y su pérdida econdmica (un lote puede representar 2.5% de a produccion
anual en una cerveceria artesanal) por lo que la deteccion, el QCM es necesario en las

Cervecerias artesanales.

La deteccion rapida de microorganismos que deterioran la cerveza es de gran importancia
ya una vez que se contamina la cerveza en proceso, el lote estara comprometido y debera
de ser separado para determinar cambios fisicoquimicos y organolépticos e incluso
desechado, generando pérdida como merma (38). Los cambios fisicoquimicos y
organolépticos debido a la contaminacion microbiana en los lotes de cerveza
generalmente son eliminados para no comprometer la calidad del producto e incluso la
salud (debido a la presencia de micotoxinas) la cual cambia la perspectiva del cliente (39).
Luego, el sistema debe ser sanitizado y analizado nuevamente por Control de Calidad,

causando retrabajo. En la toma de decision sobre el lote comprometido, es necesaria la
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identificacion de la especie debido a que no todos los microrganismos que crecen en

cerveza la deterioran ademas de la concentracion de la contaminacion ( Q-RT-PCR).

El muestro de control de calidad de se realiza en tanques lavados, agua de enjuague,
mangueras, superficies de llenadoras, etc. para determinar si el CIP (Clean In Place) fue
correcto y de esta manera evitar la contaminacion de la cerveza en proceso. Si los anélisis
son répidos, se puede determinar que el proceso de CIP fue adecuado y se evitaria la
contaminacion de cerveza. De lo contrario, al contaminarse la cerveza, el lote estd

comprometido. (41)

12. CONCLUSIONES

a. Se han identificado cuatro tecnologias que se emplean para la deteccion de
microorganismos que deterioran cerveza las que pueden ser empleada en cerveceria
artesanales: Microbiologia basada en medios de cultivo, Proteémica ( MS -MALDI
TOF), Métodos moleculares ( PCR y Secuenciamiento de DNA).

b. El andlisis costo/efectividad de las metodologias indica el costo de una tecnologia
mejore la eficacia en la deteccion de microorganismos que deterioran la cerveza. Si
la micro cerveceria realiza el analisis se obtiene el siguiente orden
1. PCR
2. MALDI-TOF
3. Microbiologia Tradicional (basada en medios de cultivo)

4. Secuenciamiento de DNA+PCR
La metodologia PCR, comparada con las otras tecnologias, es la que posee mejor indice
Costo/efectividad tanto realizada por terceros o por la misma cerveceria, por lo que se

resulta ser la metodologia mas efectiva. Esta metodologia interrumpe la produccion entre
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1 hora a 49 horas para generar resultados afectando poco la productividad. La PCR puede
ser empleado para la identificacion de hongos, levaduras, bacterias mostrando que
contaminan cerveza, dependiendo de los primers.

La PCR es un método que genera un bajo impacto ambiental comparado con los otros
métodos.

El costo de no emplear Control de Calidad Microbiolégico en Cerveceria Artesanal puede
causar la perdida de un lote de cerveza, de PEN 5000

La industria artesanal necesita emplear estrategias de Control de Calidad empleando estos
métodos debido a que, debido al cambio de estilo de cerveza, estas son mas propensas a
contaminarse y sufrir de la perdida debido a los altos costos de produccion, bajos
margenes de ganancia y volumen producido.

13. RECOMENDACIONES

Se debe evaluar los nuevos métodos basados en inmunologia los que deben mostrar que
tienen menos falsos negativos (39)

Se debe continuar con una Evaluacion de Proyectos de Inversion para evaluar la
factibilidad de realizar el proyecto considerando los ingresos y egresos asi como el
financiamiento de la instrumentacion en un tiempo determinado.

La cerveceria artesanal, al ser mas propensa de contaminacion de microorganismos y
toxinas, se recomienda determinar Puntos Criticos de Control (HACCP) dentro de un

esquema de ISO 9001 y asi determinar el nimero de analisis por realizar. (41)

Se debe considerar métodos que no requieren cultivo, mediante ultra presion.
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