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Resumen

La cerveza es el alimento resultante de la fermentacion, mediante levaduras
seleccionadas, de un mosto cervecero obtenido a partir de materias primas
naturales: el agua, la cebada malteada o malta y el lupulo.

Los problemas microbioldgicos asociados a la produccion de cerveza son, en
su préctica totalidad, aquellos relacionados con la presencia de malos olores y
alteraciones visibles causadas por el crecimiento de microorganismos ajenos a
los que participan en la fermentacion, bien durante la elaboracion de la cerveza
o bien en la cerveza como producto terminado. Los contaminantes microbianos
gue encontramos pueden incluir desde las denominadas levaduras y mohos
salvajes hasta una serie de géneros bacterianos como Lactobacillus,
Pediococcus, Pectinatus.

En el proceso de produccion de la cerveza, la estabilizacion microbiolégica del
producto elaborado tiene por funcion la eliminacion de todos los
microorganismos que pudieran producir alteraciones en las cualidades
organolépticas de la cerveza y/o suponer una modificacién en la calidad del
producto. La estabilizaciéon térmica del producto o pasteurizacion puede
realizarse antes del envasado (pasteurizacién flash, ultrafiltracion), o
estabilizacion después del envasado (tuneles de pasteurizacion).

La simulacion de la pasteurizacion flash a 75 °C de muestras de cerveza
especial y sin alcohol, permiti6 el aislamiento de microorganismos
termorresistentes representados Unicamente por bacterias Gram-positivas.

Las bacterias Gram-positivas con forma de coco representan la mayoria de la
poblacion termorresistente, y se caracterizan todas ellas porque un pequefio
porcentaje de la poblacion es capaz de sobrevivir a tratamientos térmicos flash
de 80 - 85 °C en 1,5 min. Ninguna de ellas fue capaz de soportar tratamientos
térmicos a 90 °C en 2 min.

También se aislaron bacterias bacilares Gram-positivas formadoras de
esporas. En este caso, la forma vegetativa no soporta el tratamiento a 75 °C,
pero la espora es viable en tratamientos a 100 °C de temperatura final.

Son necesarios nuevos estudios que nos permitan identificar las especies,
caracterizar bien el comportamiento de las bacterias cocoides en los
tratamientos entre 75 y 85 °C, asi como determinar la capacidad de estas
bacterias de crecer en el producto final y de aqui dar lugar a su alteraciéon
microbioldgica.

Resumo

A cervexa € o alimento resultante da fermentacion por lévedos seleccionados ,
dun mosto de cervexa obtido a partir de materias primas naturais: auga, malta
e lupulo.

Os problemas microbioloxicos asociados coa producion de cervexa son, case
enteiramente, aqueles relacionados coa presenza de cheiros e cambios
visibeis causados polo crecemento doutros microorganismos que non son
agueles implicados na fermentacion, ben durante a fabricacién da cervexa ou



ben na cervexa como produto acabado. Os contaminantes microbianos que
atopamos poden incluir dende lévedos e fungos silvestres ata unha serie de
xéneros bacterianos, como Lactobacillus, Pediococcus, Pectinatus.

No proceso de producion da cervexa, a estabilizacion microbioléxica do produto
procesado ten a funcidn da eliminacion de todos aqueles microorganismos que
son capaces de causar alteracions nas cualidades organolépticas da cervexa
e/ou conducen a unha modificacion na calidade do producto. A estabilizacion
térmica do produto ou a pasteurizacion pode realizarse antes do envase
(pasteurizacion flash, ultrafiltracion), ou despois do envasado (pasteurizacion
tunel).

A simulacion da pasteurizacion flash a 75 °C das mostras de cervexa especial
e sen alcohol, permitiu o illamento de microorganismos termorresistentes
representados Unicamente por bacterias Gram-positivas.

As bacterias Gram-positivas con forma de coco representan a maioria da
poboacién termorresistente, e caracterizanse todas elas porque un pequeno
porcentaxe da poboacion € capaz de sobrevivir a tratamentos térmicos flash
de 80 — 85 °C en 1,5 min. Ninguna delas foi capaz de soportar tratamentos
térmicos a 90 °C en 2 min.

Tameén illaronse bacterias bacilares Gram-positivas formadoras de esporas.
Neste caso a forma vexetativa non soporta o tratamiento a 75 °C, pero a
espora € viable en quentamentos a 100 °C de temperatura final.

Son necesarios novos estudos que nos permitan identificar as especies,
caracterizar ben o comportamento das bacterias cocoides nos tratamientos
entre 75 e 85 °C, asi como determinar a capacidade destas bacterias de
crecer no producto final e dar lugar a sua alteracion microbioldxica .

Abstract

Beer is the food resulting from the fermentation, by selected yeasts, of a
brewer's wort obtained from natural raw materials: water, malted barley or malt
and hops.

The microbiological problems associated with the beer production are almost
entirely those related to the presence of bad smells and visible alterations
caused by the growth of microorganisms outside of those that participate in
fermentation, either during the brewing process or in the beer as a finished
product. The microbial contaminants include from the so-called yeasts and wild
fungi to a number of bacterial genus such as Lactobacillus, Pediococcus,
Pectinatus.

In the brewing, the microbiological stabilization of the beer has the function of
preventing the growth of microorganisms that may cause alterations in the
sensory characteristics of the beer and/or provoke a change in the final quality
of the product. Thermal stabilization of the product or pasteurization can be
carried out before packaging (flash pasteurization, ultrafiltration), or after
packaging (pasteurization tunnels).



The simulation of the flash pasteurization at 75 °C of special and alcohol-free
beer samples allowed the isolation of heat-resistant microorganisms, only
represented by Gram-positive bacteria.

Gram-positive coccus bacteria represent the foremost heat-resistant population
and they are characterized by being able to survive up to 80 - 85 °C/1.5 min
heat flash procedures. Nevertheless none of them were capable of withstanding
90 °C / 2 min heat treatment.

Bacillary spore-forming Gram-positive bacteria were also isolated. But in this
case, the vegetative state does not survive to the 75 °C treatment, otherwise
the spore is feasible in 100 °C process.

Further research is needed to identify species, to characterize the behaviour of
coccus bacteria (75 and 85 °C treatments) and to determine the growth of these
bacteria in the final product.

Palabras clave: pasteurizacién, Bacterias Gram-positivas, cerveza, industria
cervecera.

Palabras clave: pasteurizacién, Bacterias Gram-positivas, cervexa, industria
cervexeira.

Keyword: pasteurization, Gram-positive bacteria, beer, brewing.






Introduccion

La cerveza es el alimento resultante de la fermentacion, mediante levaduras
seleccionadas, de un mosto cervecero obtenido a partir de materias primas
naturales, tal y como se define en el Real Decreto 678/2016 por el que se
aprueba la norma de calidad de la cerveza. Mosto cervecero es aquel
procedente de malta de cebada, sola o0 mezclada con otros cereales (maiz,
arroz,...), en el que el almidén se transforma en azucares por digestion
enzimatica, sometido a un proceso de coccién y aromatizado con flores de
[Gpulo.

Cuatro son los elementos imprescindibles para la fabricacion de una cerveza,
tal y como hoy la conocemos: el agua, la cebada malteada (la malta), la
levadura y el lupulo. Se permite la utilizacién de otros productos amilaceos o
también azucares siempre y cuando la malta represente, al menos, el 50 % en
masa del total de la materia prima empleada (Real Decreto 678/2016 por el que
se aprueba la norma de calidad de la cerveza).

El almacenamiento y conservacion de estas materias primas debe realizarse a
una temperatura adecuada, por debajo de los 20 — 22 °C para evitar la
contaminacion y desarrollo de microorganismos que crezcan y puedan alterar
la calidad de los ingredientes. Por este motivo, las salas de almacenamiento
cuentan con camaras refrigeradas con controles de temperatura (Calleja
Colorado, 2013).

El proceso de produccion (Figura 1) del que se obtiene como resultado el
producto final llamado cerveza es muy complejo. Se inicia en el malteado y
termina en el envasado. Entre ambos, destacan otros procesos como la
molienda, la maceracion, la filtracion, la coccion, el enfriamiento del mosto, la
fermentacién, la maduracion, la clarificacion, la carbonataciéon y el pre-llenado
(Hijos de Rivera, 2010a).

Tal y como se define en el Real Decreto 678/2016 por el que se aprueba la
norma de calidad de la cerveza, segun las caracteristicas fisico-quimicas
podemos distinguir, entre otros, los siguientes tipos de cerveza:

- Cerveza especial: Cerveza con un extracto seco primitivo superior o
igual al 13 por 100 en masa e inferior al 15 por 100 en masa.

- Cerveza sin alcohol: Cerveza cuya graduacion alcohdlica sea menor al 1
por 100 en volumen.



MALTEADO TRITURADO
A

remojo germinacion secado al horno

cebada

grano triturado

ENFRIADO FABRICACION DE CERVEZA [~

~ MACERADO
(brewing) &

= \ )

mosto turbio ‘
I bagazo agua__

Ll i J — = Yy '\’,\,_\ '/ N e ¥
- y g i i‘;: "N mosto @ ) T\‘ ¢ =S
| i - (AJ_R ¥ < ‘J 477‘ Lo 1<7
ey 7)~ d | - -4 N 8 = 4 o

intercambiador
de placas

separador hervidor recipiente de macerado mezcladora
(whirlpool)

FILTRADO

‘ excedente

= ) & >
= / cerveza
verde [ i} j

! 7

FERMENTACION MADURACION

r ;‘? levadura
=

Figura 1: Proceso de elaboracion de la cerveza (Enclycopaedia Britannica, Inc, 2012).

Los problemas microbiologicos asociados a la produccion de cerveza son, en
su practica totalidad, aquellos relacionados con la presencia de malos olores y
alteraciones visibles causadas por el crecimiento de microorganismos ajenos a
los que participan en la fermentacion, bien durante la elaboracién de la cerveza
o bien en la cerveza como producto terminado (Varnam y Sutherland, 1997;
Hornsey, 2002). Esto afecta negativamente al proceso de produccion de la
misma, a la calidad del producto final y a su vida util.

A lo largo de las ultimas décadas, la adopcién por la industria alimentaria de
normas de higiene y seguridad alimentaria, asi como las mejoras en el disefio y
construccion de equipos, junto con la amplia aplicacién de la refrigeracion, la
pasteurizacion y la ultrafiltracion han reducido la incidencia de las alteraciones
por contaminaciones de origen microbiolégico. Sin embargo, siempre existe el
riesgo de sufrir una alteracion, cuyas consecuencias financieras, tanto directas
como indirectas, pueden ser lo suficientemente graves como para amenazar la
continuidad de las compafias cerveceras mas pequefias (Varnam vy
Sutherland, 1997; Hornsey, 2002).

En general, la cerveza no es un buen medio para que tenga lugar el
crecimiento microbiano, lo que se refleja claramente en el escaso numero de
microorganismos que son capaces de crecer en ella (Varnam y Sutherland,
1997). En la cerveza existen cinco factores intrinsecos que controlan el
crecimiento microbiano y que deben ser tolerados en su conjunto por cualquier
microorganismo que pretenda desarrollarse en ella, éstos son: el bajo pH, el
bajo potencial de oxido-reduccién, el relativamente bajo contenido en
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nutrientes, la presencia de etanol y de otros metabolitos, y la presencia de las
isohumulonas del lUpulo que son compuestos antimicrobianos en el sentido de
que disipan el gradiente de pH trans-membrana de los microorganismos,
inhibiendo asi el crecimiento y la posible descomposicion del producto
(Haakensen et al., 2009; Bokulich y Bamforth, 2013).

Los contaminantes microbianos pueden incluir, junto a las denominadas
levaduras y mohos salvajes, a una serie de géneros bacterianos (Tabla 1)
pertenecientes a grupos como las bacterias acido acéticas, acido lacticas,
Enterobacteriaceae o0 anaerobias Gram-negativas como el género Pectinatus
(Jespersen y Jakobsen, 1996; Sakamoto y Konings, 2003).

Tabla 1. Contaminantes bacterianos més frecuentes en una industria cervecera (Hijos de
Rivera, 2010b).

e Enterobacter, Escherichai, Citrobacter, Kleibsiella,
Serratia, Hafnia, Obesubacterium

Pseudomonas

Bacillus

Micrococcus, Kocuria

Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus

Acetobacter, Gluconobacter

Mosto

Bacterias del mosto

Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus
Kocuria

Pectinatus

Levadura

Pediococcus, Lactobacillus
e Bacterias del mosto
e  Acetrobacter, Gluconobacter

Fermentacion

Almacenamiento e Pediococcus, Lactobacillus

e Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus
Cerveza e Megasphaera, Pectinatus
embotellada e Bacillus, Pseudomonas, Kocuria

La elaboracién de cervezas con bajo contenido en alcohol es un caso
particular, ya que la eliminacion practicamente total de un factor de estrés no
solo facilita el crecimiento de microorganismos alterantes de la cerveza sino
que también permite el crecimiento de otros microorganismos. Las cervezas
bajas en alcohol requieren un tratamiento de pasteurizacion para ser estables,
pero a su vez la ausencia de etanol provoca que la pasteurizacion sea menos
eficaz que en el caso de cervezas normales (Varnam y Sutherland, 1997;
Hornsey, 2002).

La pasteurizacion es un tratamiento térmico que tiene por objeto la
estabilizacion biolégica de la cerveza y asi evitar el desarrollo de
microorganismos. La cerveza se puede pasteurizar después de haber sido
envasada (lata o botella) utilizando tuneles de pasteurizacién, o antes del
envasado (barril o botella) mediante un pasteurizador-flash.



Durante el proceso de pasteurizacion en tunel, las botellas o latas deberan
pasar por un tunel pasteurizador donde seran sometidas al siguiente
tratamiento térmico:

- Precalentamiento hasta 60 °C.
- Pasteurizaciéon a 60 - 62 °C durante 20 min.
- Enfriamiento hasta 20 °C.

En la pasteurizacion flash, la cerveza, antes de ser envasada, es sometida a
una brusca subida de temperatura hasta alcanzar los 75 °C seguida de una
bajada brusca hasta los 4 °C (Hijos de Rivera, 2010c). La cerveza se mantiene
a 72 — 75 °C durante unos treinta segundos en un tubo de mantenimiento, de
modo que el tratamiento total en el pasteurizador lleva s6lo unos dos minutos,
con lo que las cualidades organolépticas de la cerveza no se ven tan afectadas
como en el tunel (Guia de mejores técnicas disponibles en Espafa del sector
cervecero, 2005).

Debe tenerse en cuenta que la modificacion de los factores de estrés con el fin
de suprimir el crecimiento de una clase dada de microorganismos puede crear
las condiciones necesarias para permitir el crecimiento de otra clase de
microorganismo (Varnam y Sutherland, 1997). Asi, mientras se han reducido
considerablemente los problemas causados por bacterias acido acéticas con la
instauracion de condiciones altamente anaerdbicas en la cerveza almacenada,
al mismo tiempo se han creado las condiciones necesarias para el crecimiento
de bacterias anaerobias estrictas Gram-negativas, tales como Pectinatus
(Varnam y Sutherland, 1997).

Los métodos de control de calidad deben ser precisos y fiables para que haya
una deteccion e identificacién rapida de aquellos microorganismos que causan
el deterioro de la cerveza. Estos métodos son vitales para que las industrias
cerveceras supervisen la calidad del lote. Si no se llevan a cabo estas medidas
se tendra que llevar a cabo la retirada de productos contaminados, que no solo
provoca una pérdida monetaria sino que resultara perjudicial para la reputacion
de la empresa (Haakensen et al., 2009).

El control de calidad de la cerveza (Figura 2) se basa en la filtracibn sobre
membrana y cultivo en placa, que se esta viendo desplazado por técnicas
basadas en PCR (Hijos de Rivera, 2010c). Para el control de calidad, el
inconveniente principal es que los microorganismos, que no se ven inhibidos
por los factores descritos anteriormente, van a disponer de un cierto tiempo
para poder proliferar. Por este motivo, el control requiere un analisis sobre
grandes cantidades de producto para detectar pequefias concentraciones de
patogenos (Hijos de Rivera, 2010c).
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Figura 2: Control de calidad microbiolégica del producto final.

Objetivo

El objetivo del presente trabajo es estudiar la presencia de microorganismos
alterantes termorresistentes durante el proceso de la elaboracion industrial de
distintos tipos de cerveza, realizando una primera caracterizacion de las cepas
aisladas en cuanto a sus parametros de resistencia térmica.

Material y métodos

Eleccion de los puntos de muestreo

Para llevar a cabo la recreacion y optimizacién a nivel de laboratorio del
proceso de pasteurizacion industrial, asi como el posterior aislamiento e
identificacion de microorganismos, es necesario que la toma de muestras sea
representativa.

Tras unas pruebas iniciales con mosto de cebada al final de la etapa de
coccion, se decidié junto con el personal técnico de la empresa tomar muestras
cercanas al punto de pasteurizacién antes del envasado del producto, para
poder recrear unas condiciones similares al proceso industrial.

Los puntos de muestreo finalmente elegidos fueron los tanques de pre-llenado
(Figura 3) de cerveza especial y sin alcohol (a partir de ahora “0,0”), donde se
almacena la cerveza procedente de la sala de filtraciébn a una temperatura de 0O
°C. Esta temperatura evita el desprendimiento de dioxido de carbono, ademas
de inhibir el crecimiento bacteriano. El tiempo minimo de permanencia de la
cerveza en la sala de pre-llenado es de 24 horas.

Una vez transcurrido este periodo de 24 horas, la siguiente etapa es el proceso
de pasteurizacion, tratamiento térmico que tiene por objeto la estabilizacion



biolégica de la cerveza y asi evitar el desarrollo de microorganismos en el
producto final.
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Figura 3: Diagrama de produccion cervecera (Hijos de Rivera S.A, 2010a).

Toma de la muestra

La retirada de las muestras de los tanques de pre-llenado es necesario hacerlo
en condiciones de asepsia para que estas sean representativas y no se alteren
los resultados.

Tanto la muestra de cerveza 0,0 como la correspondiente a la de cerveza
especial se recogen en botes estériles, con un toma-muestras esterilizado
previamente y con un soplete para evitar cualquier tipo de contaminacion
externa.

Desde el momento de su recogida y hasta la realizacion de los distintos
ensayos, las muestras se mantienen en condiciones de refrigeracion (4 °C).

Medios de cultivo

El medio utilizado para el cultivo de microorganismos es el Agar de Contaje en
Placa (PCA; Plate Count Agar) (Tabla 2), enriquecido con un suplemento de
Agar hasta alcanzar una concentracion final de 12 g/L.

Tabla 2: Composicién del medio de cultivo PCA.

Medio de cultivo PCA

Triptona 5,0 g/L
Extracto de levadura 2,5 g/L
Dextrosa 1,0 g/L
Agar 9,0 g/L




Se esteriliza a 121 °C durante 15 min en autoclave y se reparte en placas Petri
estériles en una camara de flujo laminar.

Para llevar a cabo diluciones seriadas o los ensayos de pasteurizacion, se
preparan tubos de ensayo con agua de peptona al 2% (p/v) y se esterilizan en
autoclave a 121 °C durante 15 min.

Para realizar cultivos puros en el presente estudio, se ha utilizado el Caldo de
Triptona de Soja (TSB; Tryptic Soya Broth) (Tabla 3), medio de cultivo liquido
gue favorece el crecimiento microbiano.

Tabla 3: Composicion del medio de cultivo TSB.

Medio de cultivo TSB

Soja 3,0g/L
Cloruro de sodio 5,0 g/L
Fosfato de potasio 2,5¢g/L
Dextrosa 2,5g/L

Una vez preparado, se reparte en tubos de ensayo con tapdn serologico y se
esteriliza a 121 °C durante 15 min en autoclave.

Simulacion del proceso de pasteurizacion

El proceso de pasteurizacién que se ha simulado es el de pasteurizacién por
flash.

Para la realizacién del ensayo de tratamiento térmico, se toman alicuotas de
las muestras de cerveza especial (ESP) y cerveza sin alcohol (“0,0”) en tubos
de vidrio finos para que el intercambio de calor entre el bafio termostéatico y la
muestra sea lo mas rapido posible. El volumen de muestra tratada se eligié de
modo que todo el tubo quedase inmerso en el agua del bafio termostético. En
paralelo con las muestras, se coloca un termémetro en un tubo testigo con
igual volumen de agua que se utliza para monitorizar el proceso de
calentamiento. Una réplica no sometida a tratamiento térmico se reserva a 4 °C
como control.

Una vez que el termémetro del tubo testigo alcanza los 75 °C, se procede a
recoger los tubos y colocarlos en hielo para que se produzca una bajada
brusca de temperatura hasta que alcancen los 4 °C.

Recuento de microorganismos viables por siembra en placa

Para estudiar la eficacia del proceso térmico sobre la disminucion de la
poblacién bacteriana contaminante del producto, se procedié a determinar la
poblacion de supervivientes mediante la siembra en superficie en placas Petri
con medio PCA, tanto de las muestras sometidas al tratamiento de calor como
de las del control sin tratar, siguiendo el esquema representado en la Figura 4.

Cada dilucion se siembra por duplicado y se incuba en la estufa a 30 °C
durante un periodo de 24 - 48 horas. Las diluciones seriadas son necesarias
para que los recuentos en placa sean correctos, ya que para que estos sean



estadisticamente fiables el nimero de UFC (unidades formadoras de colonias)
por placa tiene que estar entre 30 y 300.
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Figura 4: Esquema que muestra el proceso de preparacion de diluciones seriadas.

Aislamiento y obtencion de cultivos puros

A partir de las colonias obtenidas en las muestras de producto sometidas al
tratamiento de pasteurizacion se procede a realizar cultivos puros de cada una
de ellas.

La técnica utilizada para la obtencion de cultivos puros fue la de aislamiento por
siembra en estria (Figura 5). A partir de las colonias aisladas, se obtiene los
cultivos puros en un medio de cultivo liquido.

Ambas técnicas es necesario realizarlas en condiciones de asepsia con el uso
de la llamay de alcohol.
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Figura 5: Método aislamiento en estria (Brock, 2008).

Determinacion de la temperatura de destruccion termal

Una vez obtenidos los cultivos puros de las distintas colonias se realizaran de
cada una de ellas 7 réplicas para ser sometidas a un tratamiento térmico con
distintas temperaturas; cada una de las réplicas corresponde con una
temperatura diferente.

Se toma una alicuota del cultivo puro obtenido y se diluye con agua de peptona
estéril, y esta suspension bacteriana se reparte en alicuotas de 1mL en tubos
de ensayo de vidrio fino estériles.

De las 7 réplicas preparadas una se utilizard como control y no se sometera a
ningun tratamiento térmico; las 6 restantes seran sometidas a tratamientos
térmicos a distintas temperaturas, en un bafio a 100 °C, de tal modo que, entre
los 75 °C y los 100 °C, a cada intervalo de 5 °C se ira retirando uno de los
tubos que se enfria inmediatamente en agua con hielo.

Tras aplicar el tratamiento térmico a todas las muestras se realizaran diluciones
seriadas de cada una de las muestras tratadas y se sembrara por duplicado en
superficie en placas de Petri con medio TSA, siempre en condiciones
asépticas.

Determinacion del tipo de pared celular

Para determinar el tipo de pared celular de las cepas aisladas, se utilizé el test
del KOH.

Para ello, en un portaobjetos se deposita una gota del KOH al 3%. Con un asa
curva previamente esterilizada en la llama se coge un indculo de la colonia que
se quiere comprobar y se mezcla con la solucion de KOH.

Si se forma un hilo entre el asa y la solucion quiere decir que la colonia es
Gram-negativa; si al cabo de unos minutos no aparece ningun hilo, la colonia
pertenece a las Gram-positiva.



Tinciones de las cepas

Para la observacion de las cepas aisladas, se realizan una tincion negativa y
una tincion de esporas.

La tincion negativa se utiliza para observar la forma y tipo de agregaciéon del
microorganismo ya que este tipo de tincion no requiere la aplicacion de calor, lo
que evita la formacion de artefactos con respecto a la morfologia de las células.
(Brock, 2008).

Sin embargo, la tinciébn de esporas es algo mas laboriosa, ya que requiere el
uso de dos colorantes distintos, verde de malaquita y safranina, y de calor.
Para realizar la tincion de esporas se usaran cultivos en fase estacionaria para
qgue las bacterias produzcan esporas por lo que se utilizaron cultivos tras 24
horas de incubacion.

Resultados y discusion

En el proceso de produccion de la cerveza, la estabilizacién microbiologica del
producto elaborado tiene por funcion la eliminacion de todos los
microorganismos que pudieran producir alteraciones en las cualidades
organolépticas de la cerveza y/o suponer una modificacién en la calidad del
producto (Guia de mejores técnicas disponibles en Espafia del sector
cervecero, 2005). Son bésicamente dos los sistemas que actualmente se
aplican para la estabilizacion microbiolégica de cerveza: estabilizacién en frio
mediante ultrafiltracion, y estabilizacion térmica (pasteurizacion). En cuanto al
momento en el que se realiza la estabilizacion, podemos encontrarnos
estabilizacion antes del envasado (pasterizacion flash, ultrafiltracion), o
estabilizacion después del envasado (tuneles de pasterizacion).

Tradicionalmente se ha utilizado la pasteurizacibn en tanel con una
temperatura cercana a los 60 °C durante 10 - 20 minutos. Estas condiciones
ofrecen normalmente una estabilidad biolégica segura. Sin embargo, la
pasteurizacion puede afectar adversamente las cualidades sensoriales de la
cerveza, comprometiendo negativamente su calidad, siendo mayor este efecto
cuando la presencia de oxigeno disuelto es alta (Cerna Castro, 2007).

Tras distintos analisis se pudo concluir que al aumentar la temperatura hasta
los 70 — 75 °C y reducir el tiempo no se producian alteraciones en la calidad
organoléptica del producto final. Por eso, la cerveza embotellada es tratada
actualmente por pasteurizacion flash, la cual nos permite alcanzar altas
temperaturas en muy poco tiempo (Cerna Castro, 2007). Debido a que la
cerveza es una bebida delicada, se pueden formar con facilidad sabores
desagradables debido a la pasteurizacion.

Tratamiento de pasteurizacion y obtencion de cultivos puros

La pasteurizacion flash también se puede aplicar a la cerveza destina al
envasado en barriles y botellas. El pasteurizador de placas estd compuesto por
tres secciones. En las dos primeras secciones, la cerveza se calienta hasta
unos 72 °C con agua caliente o vapor y se mantiene a esta temperatura
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durante unos treinta segundos en un tubo de mantenimiento. En la tercera
seccion, la de enfriamiento, la cerveza se enfria a 0 °C.

El disefio experimental utilizado permiti6 reproducir adecuadamente el
tratamiento térmico de un pasteurizador flash, como se observa en la Figura 6,
aunqgue con un tiempo de residencia de la muestra entre 72 y 75 °C en torno a
los 75 segundos.

Temperatura (°C)
w
(6}

0 50 100 150 200 250
Tiempo (s)

Figura 6: Registro de temperaturas del ensayo de simulacién de la pasteurizacion.

Tras el primer ensayo de un tratamiento térmico simulando un pasteurizador
flash, se obtuvieron cuatro colonias capaces de sobrevivir al tratamiento
térmico (Tabla 4).

En la muestra de cerveza especial (ESP) se obtuvo una colonia a la que se le
asigné el codigo 1-ESP, mientras que de la muestra de cerveza sin alcohol
(0,0) crecieron 3 colonias diferentes, cuyos codigos asignados respectivamente
fueron 1-0,0; 2-0,0; 3-0,0.

Tabla 4: Recuento del nimero de colonias en cada tipo de cerveza tras el proceso de
pasteurizacion a 75°C. (“ESP”: cerveza especial; “0,0", sin alcohol).

Colonias Ly .
Muestra obtenidas Caodigo asignado
ESP 1 1-ESP
0,0 3 1-0,0; 2-0,0; 3-0,0

Caracterizacion térmica de los cultivos puros obtenidos

En el presente estudio, se llevo a cabo una pasteurizacion flash de los cultivos
puros obtenidos para determinar la temperatura de destruccién termal
siguiendo el disefio descrito en Materiales y Métodos, tomando como referencia
los 75 °C como temperatura inicial (Figura 7).
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Figura 7: Tratamiento térmico llevado a cabo en los cultivos puros obtenidos en distintos tipos
de cerveza sometidas a pasteurizacién previa a 75 °C.

A continuacion se describen los resultados obtenidos para cada uno de los
cultivos aislados.

Cerveza sin alcohol (0,0)
Cepa 1-0,0

Las pruebas tintoriales y de Gram realizadas nos indican que esta cepa se trata
de un coco Gram (+), que se agrupa principalmente en forma de diplococos
(Figura 8).

Figura 8: Tincion negativa de la cepa 1-0,0. (100x)
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Con los recuentos obtenidos (Figura 9) a partir de los ensayos realizados con la
cepa 1 de la muestra de cerveza 0,0, podemos concluir que hay una notable
reduccion poblacional (numero de UFC/mL) entre el control y la muestra
tratada a 75 °C, por lo que parte de la poblacion es muy sensible al estrés
térmico. Sin embargo, entre 75 °C y 85 °C de tratamiento no se registraron
cambios relevantes en la mortalidad de la cepa. A partir de 90 °C no se
observé crecimiento en las muestras tratadas, lo que sugiere que esa
temperatura determina el limite de resistencia térmica de la bacteria.

.
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Figura 9: Recuento en placa de la cepa 1-0,0 tras el tratamiento térmico.

Cepa 3-0,0

Tras someter a la cepa 3-0,0 a distintos tratamientos térmicos, se puede
observar que no hay una relacion inversa entre el aumento de temperatura y la
poblacidon superviviente (Figura 10). También observamos que hay una clara
reduccion en el numero de UFC/mL entre el control y el tratamiento a 75 °C.
Esto indica que a 75 °C se produce la muerte de la célula vegetativa. A partir
de esa temperatura los datos no siguen el patron de supervivencia de las
células vegetativas, este hecho sugiere que esta cepa se corresponde a un
microorganismo esporulante. En base a esto, a partir de 75 °C la supervivencia
registrada se corresponderia a esporas de dicha cepa resistentes al tratamiento
térmico.
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Figura 10: Recuento en placa de la poblacién superviviente de la cepa 3-0,0 (cerveza sin
alcohol) tras el tratamiento térmico a distintas temperaturas.

Esta hipétesis se verificé una vez realizadas las distintas tinciones. En la tincion
de esporas se observd la presencia de esporas en cultivos en fase
estacionaria, mientras que con la tincion negativa (Figura 11) se observé con
mayor claridad la forma del organismo, tratandose en este caso de un bacilo.

Por ultimo, en base a la prueba de KOH, esta cepa bacteriana se caracterizo
como Gram-positiva.

14



Figura 11: Tincién negativa de la cepa 3, muestra 0,0. (100x)

Cepa 1-ESP (cerveza especial)

Las cepas codificadas como 1-ESP y 2-0,0 mostraron el mismo
comportamiento en los ensayos de tratamiento térmico, asi como la misma
morfologia de colonia en la tincion negativa. Por este motivo, aun cuando es
necesaria la confirmacion de la especie, se presentan los resultados como si de
una Unica especie se tratara.

Tras la observacién de los recuentos pertenecientes a la cepa 1 aislada a partir
de la muestra de cerveza especial (ESP) (Figura 12) podemos concluir que
cuando tiene lugar un aumento de la temperatura se produce un decrecimiento
poblacional hasta 90 °C. A partir de este punto, no encontramos crecimiento;
esto indicaria que esta especie bacteriana no soporta crecimiento a
temperaturas superiores a 85 °C.
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Figura 12: Recuento en placa de la poblacién superviviente de la cepa 1-ESP (cerveza

especial) y 2-0,0 (cerveza sin alcohol) tras el tratamiento térmico a distintas temperaturas

Con la tincién negativa (Figura 13) se observé que presentan forma de coco y
un elevado porcentaje de agrupaciones formadas por entre 2 y 4 células.

La prueba de KOH realizada a esta cepa caracterizO a la misma como
perteneciente al grupo de las bacterias Gram-positivas.

Figura 13: Tincién negativa de la cepa 1, muestra ESP. (100x)

Todas las cepas aisladas en este ensayo pertenecen al grupo de las bacterias
Gram-positivas. Dentro de este grupo podemos encontrar diferentes géneros
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bacterianos capaces de provocar alteraciones severas en el producto final de
cerveza, tanto especial como sin alcohol (0,0).

Con respecto a las bacterias 4cido lacticas, solo Lactobacillus y Pediococcus
han sido descritas como potencialmente contaminantes de la cerveza
(Bokulich y Bamforth, 2013). Las especies del género Lactobacillus tienen
células en forma de bastoncillo, mientras que las del género Pediococcus son
esféricas. Son numerosas las especies de ambos géneros que se han aislado a
partir de muestras de cerveza (Haakensen et al., 2009; Bokulich y Bamforth,
2013). Desde un punto de vista fisiologico, las bacterias acido lacticas pueden
pertenecer a dos grupos: termdfilas y mesofilas (Hough, 1990).

La mayoria de las especies de bacterias acido lacticas muestran altos grados
de tolerancia al etanol, lo que desempefia un papel muy importante en su
capacidad de deterioro de la cerveza. Otras bacterias &cido lacticas
involucradas en otros deterioros de alimentos y bebidas, tales como
Leuconostoc, Oenococcus, Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus, no se
han aislado de cerveza (Bokulich y Bamforth, 2013).

Las bacterias 4cido lacticas estropean la cerveza a través de la acidificacion,
formacion de turbidez y/o produccion de diacetilo, lo que da a la cerveza un
aroma intenso a mantequilla artificial. Muchas cepas pueden también producir
exopolisacéridos (EPS) en la cerveza, dando una consistencia aceitosa o, en
casos extremos, la formacioén del limo. En particular, Pediococcus spp. es una
especie conocida por la produccién de diacetilo y EPS vy, debido a que exhiben
un fuerte crecimiento a bajas temperaturas, son contaminantes muy comunes
(Bokulich y Bamforth, 2013).

A parte de las bacterias acido lacticas, pocos organismos Gram-positivos han
sido encontrados en cerveza. Kocuria kristinae (anteriormente Micrococcus
kristinae) ha sido descrita como un contaminante de cerveza, pero con bajo
potencial debido a su sensibilidad al lupulo, etanol y pH (Bokulich y Bamforth,
2013).

En algunas cervezas se hallan también pequefios nimeros pertenecientes a
otros géneros de bacterias Gram-positivas y, entre ellos, esporulados como
Bacillus y Clostridium (Hough, 1990).

Las bacterias pertenecientes a la familia Bacillaceae no han sido
tradicionalmente consideradas capaces de producir un deterioro severo en la
cerveza, debido a la presencia del lupulo. Sin embargo, se han aislado
especies que contienen un gen de resistencia conocido como horA, que evita
los dafios producidos por este compuesto. Algunas de estas especies (Bacillus
cereus, Bacillus licheniformis y Paenibacillus humicus) mostraron crecimiento
cuando se volvieron a inocular en un medio en base a cerveza (Bokulich y
Bamforth, 2013). Debido a estos estudios previos, se podria pensar que la cepa
3-0,0 podria pertenecer a este género, ya que sus caracteristicas morfologicas
coinciden.

Mediante la optimizacién del proceso de pasteurizacion por flash se podria
reducir en gran medida la contaminacion microbioldgica del producto final, ya
gue sobre todo en épocas de una elevada produccion como es la época de
verano se pueden llegar a producir grandes pérdidas economicas por el
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descarte de lotes con altas densidades poblacionales de contaminantes
microbianos.

La mayoria de los microorganismos nombrados anteriormente no producen
efectos nocivos en el ser humano tras su consumo. No obstante, recientemente
Kim et al. (2014) han descrito la supervivencia durante largos periodos de
tiempo de ciertos patdgenos en la cerveza como es el caso de Bacillus cereus
o E. coli O157:H. En el caso de B. cereus, esta supervivencia se debe a su
capacidad de formacion de esporas entre los 5 °C y los 22 °C (Kim et al., 2014).

Estudios como el presente, ponen de manifiesto la necesidad de estandarizar
los controles de calidad microbiologica sobre la supervivencia microbiana en
bebidas alcohdlicas fermentadas (Kim et al., 2014).

Conclusiones

La simulacion de la pasteurizacion flash a 75 °C de muestras de cerveza
especial y sin alcohol, permiti6 el aislamiento de microoganismos
termorresistentes representados Unicamente por bacterias Gram-positivas.

Las bacterias Gram-positivas con forma de coco representan la mayoria de la
poblacidén termorresistente, y se caracterizan todas ellas porque un pequefio
porcentaje de la poblacion es capaz de sobrevivir a tratamientos térmicos flash
de 80 - 85 °C durante 1,5 min. Ninguna de ellas fue capaz de soportar
tratamientos térmicos a 90 °C durante 2 min.

También se aislaron bacterias bacilares Gram-positivas formadoras de
esporas. En este caso la forma vegetativa no soporta el tratamiento a 75 °C,
pero la espora es viable en tratamientos a 100 °C de temperatura final.

Son necesarios nuevos estudios que nos permitan identificar las especies,
caracterizar bien el comportamiento de las bacterias cocoides en los
tratamientos entre 75 y 85 °C, asi como determinar la capacidad de estas
bacterias para crecer en el producto final y provocar alteracion microbiolégica.

Conclusions

A simulacion da pasteurizacion flash a 75 °C das mostras de cervexa especial
e cervexa sen alcohol, permitiu o illamento de microorganismos resistentes a
calor representados so por bacterias Gram-positivas.

As bacterias Gram-positivas con forma de coco representan a maioria da
poboacion termorresistente, e caracterizanse todas elas porgue un pequeno
porcentaxe da poboacion € capaz de sobrevivir a tratamentos térmicos flash
de 80 — 85 °C durante 1,5 min. Ningun deles foi capaz de resistir a tratamentos
de calor a 90 °C durante 2 min.

Tameén illaronse bacterias bacilares Gram-positivas formadoras de esporas.
Neste caso a forma vexetativa non soporta o tratamiento a 75 °C, pero a
espora € viable en quentamentos a 100 °C de temperatura final.

Son necesarios novos estudos que nos permitan identificar as especies,
caracterizar ben o comportamiento das bacterias cocoides nos tratamientos
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entre 75 e 85 °C, asi como dterminar a capacidad destas bacterias de crecer
no producto final e de aqui dar lugar a sua alteracion microbioloxica.

Conclusions

The simulation of the flash pasteurization at 75 °C of special and alcohol-free
beer samples allowed the isolation of heat-resistant microorganisms, only
represented by Gram-positive bacteria.

Gram-positive coccus bacteria represent the foremost heat-resistant population
and they are characterized by being able to survive up to 80 - 85 °C/1.5 min
heat flash procedures. Nevertheless none of them were capable of withstanding
90 °C / 2 min heat treatment.

Bacillary spore-forming Gram-positive bacteria were also isolated. But in this
case, the vegetative state does not survive to the 75 °C treatment, otherwise
the spore is feasible in 100 °C process.

Further research is needed to identify species, to characterize the behaviour of
coccus bacteria (75 and 85 °C treatments) and to determine the growth of these
bacteria in the final product.
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