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RESUMEN

La cerveza es una de las bebidas mas consumidas alrededor del mundo. Actual-
mente la preferencia de los consumidores por productos artesanales ha llevado a
un auge constante a la industria de la cerveceria artesanal, sin embargo, uno de los
problemas que enfrentan es el deterioro. Las bacterias acido lacticas y acido acéti-
cas juegan un papel importante, asi como algunos tipos de Bacillus. En las bebidas
alcohdlicas se ha reportado deterioro por estos microorganismos que producen bio-
peliculas, aminas biogénicas, turbidez y elevacion de la viscosidad de dichos pro-
ductos. El uso de bacteri6fagos como bioconservadores podria ser una forma de
controlar el problema que enfrentan principalmente las cervecerias artesanales. El
objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar bacteriéfagos con actividad inhibi-
toria de bacterias deterioradoras de cerveza. Se realizaron 9 muestreos en cerve-
cerias artesanales y bodegas vinicolas a partir de los cuales se recolectaron 68
muestras y se aislaron 72 cepas bacterianas, de las cuales 3 se identificaron como
Lactiplantibacillus pentosus, una como Leuconostoc mesenteroides, una como Leu-
conostoc citreum y una como Bacillus cereus; de estas cepas solamente un Lb.
pentosus, Lc. citreum y B. cereus mostraron capacidad de deterioro en cerveza. Se
aislaron 8 bacteriofagos mediante la técnica de agar de doble capa y se evalud la
eficiencia de tres de ellos (MAI, ME2 y MLG) en cerveza, para ello se inocularon
100 mL de cerveza comercial con cada cepa deterioradora (10* UFC/mL) y cada
bacteriéfago (10° UFP/mL) se almacenaron a 25 °C durante 21 dias. Cada semana
se midi6 el pH, acidez, densidad 6ptica y a la par se cuantificaron las poblaciones
viables. Al final del estudio se realiz6 una evaluacion sensorial de aroma control-
diferencia. Con la aplicacién de los bacteridfagos se obtuvo una reduccién de 0.8
log UFC/mL en Lb. pentosus 9 (BAL-9) y 1 log UFC/mL para Lc. Citreum (BAL-5),
mientras que para B. cereus la poblacion se redujo 1.2 log UFC/mL y no hubo cam-
bios sensoriales significativos en la cerveza, estos resultados muestran que la apli-
cacion de bacteriéfagos como un potencial bioconservador en cerveza artesanal.

Palabras clave: Bebidas fermentadas, bacterias lacticas, bacterias acéticas,
bacteriéfagos, prevencion del deterioro.



ABSTRACT

Beer is one of the most consumed beverages around the world. Currently, the
preference of consumers for craft products has led to a constant boom in the craft
brewery industry, however, one of the problems they face is spoilage. Lactic acid
and acetic acid bacteria play an important role, as well as some types of Bacillus. In
alcoholic beverages, deterioration has been reported due to these microorganisms
that produce biofilms, biogenic amines, turbidity and increased viscosity of said
products. The use of bacteriophages as biopreservatives could be a way to control
the problem faced mainly by craft breweries. The aim of this study was to isolate and
characterize bacteriophages with inhibitory activity against beer spoilage bacteria.
Nine samplings were carried out in craft breweries and wineries, from which 68
samples were collected and 72 bacterial strains were isolated, of which 3 were
identified as Lactiplantibacillus pentosus, one as Leuconostoc mesenteroides, one
as Leuconostoc citreum and one like Bacillus cereus; of these strains only one Lb.
pentosus, Lc. citreum and B. cereus showed spoilage capacity in beer. Eight
bacteriophages were isolated using the double-layer agar technique and the
efficiency of three of them (MAI, ME2 and MLG) in beer was evaluated, for which
100 mL of commercial beer were inoculated with each spoilage strain (10* CFU/mL).
and each bacteriophage (10° PFU/mL) were stored at 25 °C for 21 days. Every week
the pH, acidity, optical density were measured and at the same time the viable
populations were quantified. At the end of the study, a control-difference aroma
sensory evaluation was performed. With the application of bacteriophages, a
reduction of 0.8 log CFU/mL was obtained in Lb. pentosus 9 (BAL-9) and 1 log
CFU/mL for Lc. citreum (BAL-5), while for B. cereus the population was reduced by
1.2 log CFU/mL and there were no significant sensory changes in beer; these results
show the application of bactheriophages as a potential biopreservative in craft beer.

Keywords: Fermented beverages, lactic acid bacteria, acetic acid bacteria,

bacteriophages, spoilage prevention.
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INTRODUCCION

La cerveza es una bebida alcoholica a base de malta consumida en todo el mundo.
Los registros escritos mas antiguos sobre el consumo de cerveza datan del 2800 a.
C., pero los historiadores creen que la cerveza o las bebidas similares a la cerveza
se consumian mucho antes. Miles de millones de litros se consumen cada afio, lo
gue convierte a la cerveza en una de las bebidas mas populares en la actualidad
(Dysvik y col., 2020). En los ultimos afios se ha producido un importante crecimiento
de las cervecerias artesanales independientes, incluso en paises sin tradicién
cervecera (Villacreces y col., 2022) sin embargo uno de los problemas que enfrenta
este sector es el deterioro. El deterioro mas frecuente es debido a la actividad
microbiana, que involucra varios mecanismos que afectan las caracteristicas
sensoriales incluyendo cambios en la textura, el sabor, el aroma e incluso color; y
con ello se genera el rechazo por los consumidores (Rawat, 2015). Ademas de la
presencia de microorganismos deterioradores, son elementos clave para el proceso

de deterioro el pH, la temperatura y el uso de conservadores (Gill, 2017).

Las bacterias acido-lacticas, acido acéticas y algunos Bacillus juegan un papel
importante en el deterioro de las bebidas alcohdlicas. Estos grupos de bacterias son
persistentes en la produccién en ambientes de la produccion de alimentos y destacan
por su capacidad para formar biopeliculas, desarrollar turbidez, su resistencia a
niveles de pH bajos y ante agentes inhibidores como el alcohol y acidos organicos
(Zhou y col., 2016; MamLouk y Gullo, 2013). La ciudad de Querétaro, en México es
conocida por la extensa cultura que tiene acerca de la Cerveza Artesanal,
produciéndola de manera local. La Asociacion de Cerveceros Artesanales de México
ubica a la entidad dentro de los primeros cinco lugares de produccion de esta bebida
(Querétaro Ciudad, 2023), siendo una fuente importante de trabajo en la region. El
manejo de las bacterias deterioradoras en la industria alimentaria esta enfocado
generalmente en su uso tecnologico y no en el problema de deterioro que causan.
Este problema del deterioro de la cerveza genera pérdidas econOmicas para las

cervecerias e incluso una pérdida de confianza del consumidor (Yu y col., 2019). Las

1



estrategias de control que actualmente se utilizan contra el deterioro de los alimentos,
incluidas las cervezas artesanales se basan en limpieza y desinfeccion, en algunas
otras se utilizan conservadores o empaques funcionales, sin embargo, no se ha

descrito alguna estrategia especifica para el control de bacterias deterioradoras.

Por otro lado, los bacteri6fagos son los virus mas abundantes en todo el planeta y
estan presentes en todos los ecosistemas. Se definen como parasitos intracelulares
obligados que infectan exclusivamente a células procariotas (Sharma y col., 2017).
Estos virus se han convertido en agentes importantes para el control de las bacterias,
en el area médica (Principi y col., 2014) y en la agricultura y en alimentos procesados
como bio-protectores que eliminan bacterias patdgenas como Escherichia coli,
Listeria y Salmonella (Jura€ y col.,, 2019). Algunos estudios han propuesto la
aplicacién de bacteriéfagos como bio conservadores en cerveza, sin embargo, los
bacteriéfagos aislados no han sido aplicados directamente en la cerveza (Wang y
col. 2016; Shiny col., 2011).

Por esta razon el objetivo de este estudio es aislar y caracterizar bacteriéfagos con
actividad inhibitoria de bacterias deterioradoras de cerveza aisladas del mismo
ambiente de produccion. Esto ayudara a reducir el deterioro en cerveza artesanal y

prevenir pérdidas econdémicas.



|. ANTECEDENTES

I.1 Microorganismos en cervezay su deterioro

Las cervezas se producen mediante fermentaciones espontaneas en las que
intervienen numerosas especies de levaduras y bacterias. Una de las caracteristicas
gue separa a los distintos tipos de cervezas acidas es la alta concentracion de acidos
organicos como el 4cido lactico y el acido acético, producida por cepas especificas,
lo que da como resultado un pH reducido y un mayor sabor &cido (Dysvik y col.,
2022). La cerveza se considera una bebida microbiolégicamente segura debido a
una serie de obstaculos antimicrobianos intrinsecos, que incluyen etanol,
compuestos amargos del ltpulo, pH bajo, didxido de carbono elevado, oxigeno bajo
y muy pocos nutrientes (Vriesekoop y col.,, 2012). Sin embargo, algunos

microorganismos aun logran crecer en la cerveza y causar turbidez y mal sabor.

El deterioro de los alimentos puede definirse como un proceso o cambio que hace
gue un producto sea indeseable o inaceptable para el consumo (Nychasy col., 2011);
en la cerveza este puede darse por actividad microbiana, la cual involucra varios
mecanismos complejos que modifican negativamente los atributos sensoriales y los
consumidores llegan a rechazar el alimento; es comun la presencia de liquido viscoso
y cambios en la textura provocados por la degradacion de proteinas, carbohidratos y
lipidos ademas de la percepcion de olores y sabores extrafios (Gram y col., 2002); y
puede ser causado por la accion de algunas enzimas producidas por los
microorganismos presentes (Ray, 2005). Los microorganismos deterioradores son
muy importantes, puesto que provocan cambios sensoriales negativos, siendo los
causantes de cambios en la textura, malos olores y sabores cuando los alimentos en
general estan en mal estado (Rawat, 2015). Dentro de un alimento en
descomposicion, generalmente hay una sucesion de diferentes poblaciones que
aumentan y disminuyen a medida que los nutrientes estan disponibles o se agotan
(Rawat, 2015). El deterioro provocado la actividad microbiana en cerveza artesanal
representa una proporcion significativa de las pérdidas econdmicas. La relacién entre

el crecimiento microbiano y los cambios quimicos que ocurren durante el



almacenamiento de bebidas se ha reconocido como un indicador potencial que

puede ser util para monitorear la inocuidad (Nychas y col., 2011).

Se han utilizado varios procesos para minimizar el deterioro microbiano, entre los
cuales el almacenamiento a baja temperatura y el tratamiento térmico parecen ser
los mas eficaces (Nasery y col.,, 2016). Sin embargo, la preferencia de los
consumidores modernos por alimentos frescos con una vida util prolongada y
productos libres de pesticidas quimicos hace que los alimentos sean mas vulnerables
al deterioro, ademas de aumentar la diversidad de especies de deterioro (Petruzziy
col., 2017). Dentro de los microorganismos deterioradores mas importantes en la
cerveza se encuentran las BAAC, las bacterias acido lacticas y algunas bacterias del
género Megasphaera y Bacillus ((Suzuki y col., 2008; Nychas y col., 2011).

1.1.2 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias que producen
principalmente &cido lactico a partir de la degradacion de azucares, son Gram
positivas, no esporulan, incluyen bacterias con forma de cocos y bacilos,
generalmente son inmaviles, anaerobias o aerotolerantes, tienen un amplio rango de
temperatura de crecimiento 5-45°C, tolerancia a la sal, no producen pigmentos, no
reducen nitratos, no producen catalasa, pueden secretar proteinas efectoras,
producir exopolisacaridos y adherirse y generar biopeliculas (Hernandez y col., 2007;
Maciel, 2012, Zhou y col., 2016). Estas bacterias se adaptan a diversas condiciones
y cambios de acuerdo a su metabolismo; cubren una gran variedad de géneros
incluyendo Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Vagococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Carnobacterium y Weisiella. Se encuentran
en diversos ambientes como la tierra, agua en general, aguas residuales y son
microorganismos residentes o transitorios del tracto gastrointestinal en humanos y
animales (Nikita & Hemangi, 2012). Se ha admitido que el microbioma intestinal tiene
un impacto profundo en la salud y en las enfermedades crénicas, considerando a las

bacterias lacticas como microorganismos deseables en el intestino (George y col.,



2018). Las BAL pueden generar un impacto o efecto intencional en los productos y
su funcionalidad, son utilizadas en la industria alimentaria en procesos de
fermentacion lactea y tanto su accion como sus productos metabdlicos impactan en
las caracteristicas organolépticas en alimentos que requieren el desarrollo de perfiles
de sabores o0 en productos como el yogurt, queso, chucrut, pan, jamones, aceitunas,

salsa de soya, pepinillos, entre otros (Marco y col., 2012).

El deterioro causado por las BAL se debe principalmente a la produccion de
metabolitos que causan cambios indeseables en la apariencia, textura y sabor de los
alimentos (Massauger, 2006). Los sustratos principales que utilizan son los
carbohidratos y dependiendo del producto final de su fermentacion, las BAL se
dividen en tipos: homo y heterofermentativas. Las BAL homofermentativas producen
solo &cido lactico, que son responsables del sabor amargo, mientras que las
heterofermentativas forman adicionalmente compuestos como etanol, &cido butirico,
sulfuros, lactato y acetato (Odeyemi y col., 2020). El acido butirico que se forma
durante el deterioro de la carne se reconoce por su sabor rancio. Las BAL
predominan en la carne envasada al vacio y se han visto involucradas tanto en la
fermentacion de alimentos como en su deterioro; por ello se busca reducir su

crecimiento en algunos productos (Kalschne y col., 2015).

El deterioro se asocia a recuentos microbianos de alrededor de 10 UFC/g (Odeyemi
y col., 2020). Las BAL gue se han asociado al deterioro en productos carnicos son
Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella sp. y Enterococcus sp (Kalschne y col., 2015).
Como resultado de la actividad de las BAL en estos alimentos se pueden observar
sabores y olores acidos por la disminucién del pH, exudados lechosos, produccion
de gas, hinchazon del empaque, decoloracion y/o colores verdosos (Audenaerty col.,
2010). Incluso se ha reportado que las BAL contribuyen activamente en el deterioro
de jamon cocido rebanado empacado al vacio con atmosferas modificadas
(Kreyenschmidt y col., 2010) asi como en frutas y verduras recién cortadas que se
envasan con <2% 02y >10% CO: almacenadas a 7 °C o mas (Sperber & Doyle,

2009). Lactobacillus sakei forma H2S, que convierte la mioglobina en sulfomioglobina
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de color verde. El H2S se forma a partir de cisteina, pero solo cuando la glucosa y el
oxigeno son limitados y cuando se agota la glucosa, L. sakei hidroliza la arginina
dando como resultado la formacion de amoniaco y aminas biogénicas como la

putrescina y la espermina (Odeyemiy col., 2020).

En productos alcohdlicos se ha reportado el deterioro causado por BAL en bebidas
como el sake y la cerveza, ya que hay algunas cepas que son altamente tolerantes
al etanol y son capaces de tener actividad en estos ambientes adversos. Los
compuestos de lapulo en la cerveza ejercen un efecto antibacteriano al actuar como
ionéforos y disipan el gradiente de pH transmembranal, que evita que las cepas de
BAL ordinarias crezcan en la cerveza y es por ello que la capacidad de resistencia al
lGpulo se ha descrito como un caracter distintivo de las cepas de deterioro en la
cerveza (Suzuki y col., 2008). Las BAL también influyen en el deterioro en vinos, se
ha reportado la presencia de especies de Lb. plantarum, Pediococcus y Leuconostoc
en vinos producidos con dosis bajas de diéxido de azufre y que no son
suplementados con iniciadores malolacticos especificos, hasta con un nivel de pH
del mosto de 3.78 — 3.90; los altos valores de pH pudieran contrarrestar la actividad
del diéxido de azufre afiadido, lo que permite la proliferacion de estos
microorganismos que deterioran el vino. Los defectos incluyen amargor, malos
sabores y fallas visuales sensoriales, como formacion de pelicula, turbidez,
viscosidad y sedimentos (Beneduce y col., 2004; Cosme y col., 2018). Las BAL
también pueden liberar &cidos hidroxicinamicos de sus ésteres tartaricos y tienen el
potencial de descomponer los glucésidos de la antocianina, lo que afecta el color del
vino (Virdis, 2021).

1.1.3 Bacterias acido acéticas

Las bacterias acido acéticas (BAAC) son bacterias Gram negativas, no formadoras
de esporas, con forma elipsoidal o de bastones que pueden encontrarse en cadenas
simples, pares o cortas. Son méviles por la presencia de flagelos peritricos o polares,

son catalasa positiva y oxidasa negativa. Son bacterias aerobias obligadas que



pertenecen a la familia Acetobacteraceae y tienen un pH optimo de desarrollo de 5-
6.5, sin embargo, pueden crecer a valores mas bajos (MamLouk y Gullo, 2013). Se
reconocen diez géneros de la familia Acetobacteraceae, Alphaproteobacteria:
Acetobacteer, Gluconobacter, Acidomonas, Gluconacetobacter, Asaia, Kozakia,
Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia y Granulibacter (Yamada, 2016). Las
BAAC estan ampliamente distribuidas en nichos dulces, acidos y alcohdlicos y

pueden oxidar polioles a cetonas como glicerol a dihidroxiacetona (Ronald, 2008).

Las BAAC son utilizadas para llevar a cabo reacciones especificas de oxidacion a
través de fermentaciones oxidativas, especialmente en la produccion de vinagre, el
vino de palma, polvo de cacao, nata de coco, pulque y kombucha. En las dltimas
décadas la fisiologia de las BAAC ha sido ampliamente estudiada por su papel en la
produccion de alimentos, donde actian como microorganismos benéficos o
deterioradores, asi como en la industria biotecnolégica donde se explota su
maquinaria de oxidacion para producir un gran nimero de compuestos como el acido
L-ascorbico, dihidroxiacetona, acido gluconico y celulosa (MamLouk y Gullo, 2013).
Este tipo de bacterias también pueden deteriorar las bebidas fermentadas como el
vino, la sidra y la cerveza donde la produccion de acido acético es indeseable,
mientras que en otros alimentos como la masa madre para la produccién de pan, las
BAAC pueden aparecer ocasionalmente contribuyendo a la acidificacién de la masa
(MamLouk y Gullo, 2013).

La especie de BAAC tipicamente asociada con las uvas y el mosto es Gluconobacter
oxydans; las BAAC asociadas con el vino son Acetobacter aceti y Acetobacter
pasteurianus que prefieren el etanol como fuente de carbono, al igual que
Gluconacetobacter liguefaciens; cuando estos microorganismos estan presentes
durante la vinificacion, el envejecimiento o el almacenamiento del vino, metabolizan
el etanol a acetaldehido produciendo acido acético (Longin y col., 2016). Como
resultado de las actividades oxidativas de las BAAC, los productos de oxidacion
como el acido carboxilico se acumulan en el medio de cultivo. Estas reacciones

oxidativas son catalizadas por deshidrogenasas primarias, ubicadas en la superficie
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exterior de la membrana citoplasmatica (Adachi y col., 2007). Gluconobacter tiene
caracteristicas de aerdbio a microaerofilico y puede tolerar condiciones de bajo pH 'y
concentraciones de etanol que se encuentran normalmente en la cerveza; pueden
crecer a 18 °C, utilizando prolina como fuente de nitrdgeno. Por otro lado,
Acetobacter puede oxidar el acido acético generado a CO2 y agua. Como
consecuencia, se genera un sabor avinagrado en la bebida alcohdlica, con un pH'y
contenido de etanol reducido (Odhav, 2004). Teniendo en cuenta la capacidad de
AAB para convertir el etanol en 4cido acético, estas bacterias se consideran bacterias
de deterioro en la industria del vino (Longin y col., 2016), ademas de que pueden
ingresar al proceso de produccién y actuar como deterioradores durante la
fermentacién o maduracién de bebidas alcohélicas como el vino, sidra y cerveza; asi
como en agua con sabor a frutas y bebidas no alcohdlicas, causando un olor agrio y
sabor indeseable en estos productos. Otro problema puede ocurrir en la industria del
vinagre, cuando un gran volumen de celulosa se acumula en los fermentadores,
requiriendo limpieza frecuente por parte del operador. Incluso en el vinagre
convencional, este fendbmeno puede ocurrir si las BAAC no se eliminan bien en la
filtracion, antes del embotellado ya que con la formacién de peliculas se genera un

aspecto turbio en el producto (Gomes y col., 2018).

I.1.4 Bacillus cereus

Bacillus cereus es una bacteria Gram positiva, esporulada, movil y con forma de
baston que ha sido reconocidao como agente de intoxicacion alimentaria durante
mas de 640 afos (Gheraldi y col., 2002). Es un patégeno oportunista formador de
endosporas y debido a su capacidad de crecer en un amplio rango de temperaturas
(5 — 55 °C) estd ampliamente distribuido en varios ambientes y comiunmente es
aislado de diversos alimentos y aditivos alimentarios (Shin y col., 2011). B. cereus
puede sobrevivir en condiciones desfavorables, como la inanicién o en un ambiente
Seco 0 con poco oxigeno, durante muchos afios en forma de esporas. La leche y los
productos lacteos han sido vehiculos de este microorganismo corren un riesgo

particular porque las esporas sobreviven en productos pasteurizados y otros tratados



térmicamente, como la leche en polvo y el queso (Vidic y col., 2020). Ademas de su
potencial toxigénico, B. cereus puede causar otros problemas en los alimentos ya
gue este microorganismo se ha reportado como deteriorador y confiere a los
alimentos un sabor a "crema cortada” o a cuajada dulce de leche. Esto se debe a su
actividad proteolitica en ausencia de altos niveles de produccion de acido (Robinson,
2014).

1.1.5 Métodos de control de BAL, BAAC y Bacillus en la industria de alimentos
Los alimentos que tienen alta acidez, pH bajo o que se envasan al vacio, como
productos a base de tomate, aderezos para ensaladas y carnes procesadas, son
particularmente susceptibles al deterioro por BAL, por lo que deben ser controlados
cuidadosamente para evitar la contaminacion, ya que si bien la presencia de nitritos
impide que la mayoria de los microorganismos psicrotrofos desarrollen en los
productos después de cocinarlos, este no es el caso de las BAL que desarrollan a
bajas temperaturas, cuyo crecimiento continda y eventualmente pueden causar
deterioro (Hamasaki y col., 2003). Las BAL que sobreviven a la desinfeccion pueden
actuar como agentes de deterioro y afectar algunos alimentos. Se ha reportado el
deterioro en carnes procesadas envasadas al vacio en donde los principales agentes
responsables fueron Lactobacillus sakei y Lc. mesenteroides debido a una
contaminacion cruzada. Por esta razon en la industria se utilizan desinfectantes como
las sales cuaternarias de amonio en los equipos para evitar el desarrollo de estos
microorganismos (Sidhu y col., 2001). Otro método de control contra las BAL son los
conservadores quimicos como el acido fumarico, cinamaldehido, sorbato de potasio,
metabisulfito de sodio y natamicina que se han utilizado en las aceitunas envasadas
(Romero y col.,, 2016). Mientras que, en la industria carnica ademas de las
consideraciones generales de higiene, se utiliza un empaquetado en atmésfera
modificada con control de temperatura apropiado con 30-40% de CO:2 para prevenir
el deterioro temprano, pero si bien se suprimen las bacterias Gram negativas del

deterioro, las BAL psicrotrofas no se ven afectadas (Krockel, 2013).



Las esporas de B. cereus se propagan facilmente y pueden resistir bajas y altas
temperaturas, desecacion, agentes desinfectantes, ionizacion, radiacion y luz
ultravioleta; estas esporas se encuentran en todas las categorias de alimentos (como
carnicos, lacteos, verduras y arroz), ya que se distribuyen ampliamente en el suelo,
el aire, el agua, las plantas y los animales. Afortunadamente, el tratamiento con
temperatura ultra alta (UHT), que se usa comunmente para producir leche de
consumo de manera efectiva, inactiva las esporas de B. cereus (Vidic y col., 2020),
sin embargo, este tratamiento al ser tan agresivo no puede ser aplicado en todas las

matrices alimentarias.

Los aceites esenciales se pueden utilizar para controlar el deterioro de los alimentos,
la oxidacion de lipidos y para eliminar las bacterias patdgenas (Linares y col., 2018).
Los componentes de los aceites esenciales con actividad antimicrobiana probada
incluyen timol de tomillo y orégano, eugenol de clavo, cinamaldehido y &cido
cindmico presentes en la canela y jasmonato de metilo presente en aceite esencial
de jazmin (Linares y col.,, 2018). Otra manera de prevenir la actividad de
microorganismos deterioradores es utilizando recubrimientos comestibles en los
alimentos como frutas y hortalizas. Un complemento a la aplicacion de compuestos
antimicrobianos en los alimentos es el envasado/empacado con atmodsferas
modificadas que puede reducir el deterioro por microorganismos en productos
frescos (Linares y col., 2018).

La biopreservacion se define como “el uso de microorganismos (incluidos los
bacteri6fagos), sus productos metabdlicos, o ambos para conservar alimentos que
generalmente no se consideran fermentados” (Quinto y col., 2019). Algunos hongos
y bacterias producen metabolitos secundarios que poseen actividad antimicrobiana
contra los microorganismos patégenos y de descomposicion, por lo que se pueden
aplicar en productos alimenticios (Arshal y Batool, 2017). En esta categoria de bio
preservadores también se encuentran los bacteriéfagos, ya que también se pueden

aplicar para el control de las bacterias deterioradoras o patdgenas y no conllevan
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ningun riesgo a la salud ya que son consumidos habitualmente en la dieta al ser

componentes naturales de la microbiota de los alimentos (Quinto y col., 2019).

|.2 Bacteriéfagos

[.2.1 Caracteristicas generales

Los bacteriofagos son virus ubicuos por naturaleza e infectan soOlo células
bacterianas; son considerados como la entidad mas abundante y diversa en la tierra
ya que se piensa que existen en todos los ecosistemas desde los ambientes mas
calientes hasta los mas frios (Sharma y col., 2017). Se ha demostrado que los fagos
tienen funciones ecolégicas importantes, ya que expresan una gran variedad de
genes metabolicos auxiliares (Breitbart, 2012., Weitz y Wilhelm 2013). Una sola
particula del fago puede afectar una bacteria especifica 0 un subconjunto de las
mismas especies. Una vez que la célula bacteriana es infectada, los fagos se
multiplican exponencialmente usando la maquinaria celular de la bacteria incluyendo
los sistemas de sintesis de proteinas y generadores de energia. El método de
propagacion puede ser litico o lisogénico. Algunos fagos causan la lisis de las células
bacterianas del huésped para liberar la progenie del virus (Young y col., 2000). Por
otro lado, los bacteri6fagos lisogénicos insertan su genoma dentro de la bacteria
huésped y la infectan, transfiriendo sus genes que expresan proteinas de toxinas o

factores patdégenos para ciertas especies de bacterias (Sabouri y Mohammadi, 2012).

Los bacteriofagos se clasifican en Caudovirales, Ackermannviridae, Myoviridae,
Siphoviridae y Podoviridae (Dmitri, 2021). La aplicacion de fagos para controlar
ciertas bacterias se complica por los altos grados de diversidad fenotipica dentro de
poblaciones de ambos, fagos y bacterias. En consecuencia, las cepas individuales
de un patégeno pueden ser mas o menos susceptibles o incluso resistentes a
diferentes fagos coexistentes, sin embargo, se sabe que todos los géneros de
bacterias, incluyendo cianobacterias, archaebacterias y micoplasmas son

vulnerables a una plétora de fagos (Shende y col., 2017).
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[.2.2 Aplicaciones en procesos de alimentos

Los bacteri6fagos se caracterizan por una alta especificidad, caracteristica
importante que permite su uso en la industria alimentaria (Polaska y Sokolowska,
2019). En los ultimos afios se ha reconocido ampliamente que los bacteridfagos
tienen varias aplicaciones potenciales en esta industria. Se han propuesto como
bioconservadores en alimentos y como herramientas para detectar patdégenos a lo
largo de la cadena alimentaria (Garcia y col., 2008). Las aplicaciones en biocontrol
basadas en bacteriéfagos tienen un gran potencial para mejorar la inocuidad
microbiana, basada en su facil manejo, asi como alta actividad antimicrobiana y
especificidad (Garcia y col., 2008). Los fagos se pueden aplicar en la industria
alimentaria: desde la produccién primaria, como biodesinfeccién y bioconservacién
(Polaska y Sokolowska, 2019). En la biodesinfeccion, los fagos o las enzimas que
producen se utilizan principalmente para prevenir la formacién de biopeliculas en la
superficie de los equipos utilizados en las instalaciones de produccion (Polaska y
Sokolowska, 2019). Los fagos también se pueden aplicar en la etapa de poscosecha,
durante el procesamiento y empaque de alimentos, como bioconservadores, para
controlar los patégenos (por ejemplo, en canales) y extender la vida util de los
alimentos manufacturados perecederos combatiendo las bacterias deterioradoras
(Garcia y col., 2008).

La aplicacion de fagos en la cadena alimentaria tiene las siguientes ventajas:

e Son muy especificos y generalmente pueden infectar solo una especie 0 un
tipo de bacteria. Por lo tanto, la microbiota comensal natural del tracto
gastrointestinal de humanos y animales no se destruye.

e No se ha observado ningun efecto adverso o toxico sobre las células
eucariotas con el uso de bacteridfagos. Los bacteriéfagos son ubicuos y estan
presentes en muchos productos alimenticios y en diferentes tipos de suelos y
fuentes de agua.

¢ No cambian las propiedades sensoriales de los productos alimenticios.
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e Son altamente resistentes al estrés creado durante el procesamiento de
alimentos (Kazi y Annapure, 2016; Gilmore, 2012).

Los bacteriofagos utilizados adecuadamente son beneficiosos para controlar la
calidad de los alimentos. Por ejemplo, en la industria lactea su alta especificidad
permite utilizarlos para destruir bacterias patdbgenas que se encuentran en los
productos lacteos (Polaska y Sokolowska, 2019), aunque pudieran tener un impacto
negativo en los cultivos iniciadores, pero es por ello que se ha intentado utilizar
enzimas especificas producidas por los bacteridfagos y asi evitar afectaciones en los
cultivos iniciadores (Polaska y Sokolowska, 2019). El uso de bacteri6fagos en los
alimentos parece ser tan eficaz como los antibiéticos, pero mas seguro y ecoldogico,
por lo que pueden ser una herramienta eficaz y econdmica contra las bacterias
patdgenas y deterioradoras de los alimentos que podria coadyuvar a la meta de
garantizar la seguridad alimentaria mundial y preservar la calidad de los productos
alimentarios (Wittebole y col., 2014).

1.2.3 Aislamiento y deteccion

Los bacteri6fagos son los organismos mas abundantes en la biosfera y su
abundancia y distribucion se basa principalmente en la de sus organismos
hospedadores. Su aislamiento es muy comun en fuentes ambientales como el suelo,
superficies terrestres, plantas y aguas residuales (Kasman & Porter, 2020). Los
bacteri6fagos se aislan utilizando una mezcla de hospedadores con la intencion de
obtener fagos con un rango amplio de hospedadores (Hyman, 2019). Las pruebas
puntuales de dilucion Unica pueden sobreestimar tanto la virulencia en general como
el rango de hospedadores, pero no se pueden utilizar para la identificacién o
seleccion de una mezcla de fagos, por lo que pueden sustituirse por pruebas de
eficiencia de la siembra en placa (EOP) (Khan y Nilsson, 2015).

En muestras ambientales, se utilizan las pruebas de turbidez para detectar la
presencia del fago de interés en una suspensién (Mohamed y col., 2016) y, por otro
lado, la visualizacion de placas individuales permite mucho mas que solamente la
enumeracion (Kropinski y col.,, 2009). La caracterizacion es la base para el
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aislamiento de fagos y entre los métodos de caracterizacion esta la determinacion de
la concentracion funcional de particulas de bacteridfagos (titulo), generalmente
expresada como unidades formadoras de placa (ufp) por mililitro y es el protocolo
mas utilizado para trabajar con fagos. Una variable de este método se denomina
técnica de “recubrimiento de agar blando”, “agar doble capa” o “doble capa” e implica
mezclar diluciones de suspension de fagos con bacterias hospedadoras en un agar
diluido o matriz de agarosa y distribuir esta mezcla en una placa de agar estandar
para solidificar (Kropinski y col., 2009). Después de la incubacién (generalmente
durante la noche) las placas se visualizan como zonas de aclaramiento (0

crecimiento disminuido) en el césped bacteriano (Kropinski y col., 2009).

En el Cuadro 1 se muestran algunos métodos para la deteccion de bacteriéfagos.
Cada uno de ellos tiene ciertas ventajas y limitaciones que dependen de la
complejidad de la técnica, el costo, el tipo de bacteriéfagos que se estan buscando,

asi como los equipos y reactivos que se emplean.

Cuadro 1. Métodos para la deteccion de bacteriofagos.

Método Descripcion

Prueba Se colocan pequefias gotas de filtrado de fagos en la superficie del
localizada césped bacteriano y después de la incubacién, una zona de lisis indica la

presencia de fagos.

Prueba en Se mezclan diluciones crecientes del filtrado de fagos con bacterias y se
placa colocan sobre la superficie de la placa mediante un recubrimiento de agar
blando o extendido. Después de la incubacion, se confirma la presencia

de unidades formadoras de placa por los halos que se forman en el agar.

Cultivo de lisis | Se afade el filtrado del fago al caldo de cultivo de bacterias y se incuba.
Se evidencia la lisis celular segun lo indicado por la pérdida de turbidez
del cultivo y pueden utilizarse tintes metabdlicos en lugar de turbidez para

evaluar la actividad metabdlica bacteriana.
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Dilucion de Los lisados de fagos se diluyen hasta el punto de producir un poco menos
prueba de que la lisis confluente en una placa. Se realiza la dilucién de fagos mas
rutina (RTD) | baja que todavia puede formar una zona de lisis en su huésped de
propagacion. Este método es mas sensible que detectar un lisado de
fagos de alto titulo, ya que se requiere un nivel de infeccién de fagos

productiva para producir una sefial.

(Hyman, 2019)

I.2.4 Bacteriéfagos en bebidas alcohdlicas

En el caso del deterioro de la cerveza por L. brevis, la induccién de profagos
representa un atributo beneficioso que podria aprovecharse como una alternativa
natural a los compuestos quimicos en la erradicacion de las bacterias deterioradoras
ya que se espera que la induccion de profagos provoque la lisis de las células
bacterianas evitando asi el desarrollo de organismos de deterioro en la industria
cervecera. Hasta la fecha, se ha secuenciado y caracterizado el genoma de un solo
fago templado de L. brevis, el fago LBR48 (Feyereisen y col., 2019). En otro estudio
se obtuvieron datos preliminares a escala de laboratorio confirmando la presencia de
bacteri6fagos en tres variedades de uva distintas utilizadas en la fabricacién de vino,
y destacan la aplicacion potencial de un “céctel de fagos” que combina varios agentes
infecciosos contra una bacteria especifica. Para reducir la probabilidad de bacterias
resistentes, se podrian disefiar cécteles que contengan fagos que utilicen diferentes
receptores. De esa forma, si el mutante generara resistencia a uno de los fagos del
coctel, seguiria siendo sensible a los demas. Actualmente, el uso de bacteriéfagos
liticos es una alternativa creciente para el control biolégico de patégenos en los
alimentos y la industria alimentaria (Cordero-Bueso y col., 2020). En los Estados
Unidos, se preparan regularmente varios cocteles de fagos aprobados por la FDA 'y
la USDA para limitar o eliminar bacterias patégenas como Escherichia coli O157:H7,
Salmonella y Listeria monocytogenes en los alimentos. Aunque no se han probado
cocteles de fagos producidos para la cerveza, los fagos que infectan a las bacterias

gue deterioran la cerveza se encuentran facilmente en el medio ambiente. Se podria
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desarrollar facilmente un coctel de fagos a través de ensayos de placas, purificacion,
propagacion, desarrollado a través de pruebas de campo, luego incorporado en

procesos de elaboracién de cerveza (Mollinger, 2019).

1.2.5 Caracterizacion

Uno de los desafios para caracterizar un bacteriofago es la cantidad de
hospedadores que se van a probar, es decir el rango de hospedadores, que se define
como la especificidad de los bacteridfagos para infectar solamente un cierto tipo de
bacterias. Para esto se han utilizado métodos de caracterizacion basados en la
multiplicacion de los bacteri6fagos y algunos métodos utilizan Unicamente pruebas
puntuales menos precisas pero que son faciles de realizar (Hyman, 2019). Los
criterios para la caracterizacion de bacteri6fagos pueden ser fisicos, quimicos,
seroldgicos, de virulencia, entre otros (Ackerman, 2011). A continuacion, se muestran

algunos métodos para la caracterizacion de bacteriéfagos en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Métodos utilizados para la caracterizacion de bacteriéfagos.

Método Caracteristicas de la metodologia

Eficiencia de lisis | La EOP se utiliza para determinar la virulencia de un bacteri6fago y

celular (EOP) se realiza cuando se han aislado multiples fagos, especialmente
cuando se planea combinar fagos para hacer un coctel (Hyman,
2019). La EOP se calcula dividiendo el titulo del fago en la dilucion
terminal en la cepa de prueba por el titulo del mismo fago en su cepa
de aislamiento. Sobre esta base, los fagos se clasifican como
altamente virulentos (0.1 < EOP > 1.00), moderadamente virulentos
(0.001 < EOP < 0.099), avirulentos pero activos (EOP < 0.001) o

avirulentos (no se detectan placas) (Gibson y col., 2019).

Morfologia de La microscopia electrénica de transmision proporciona la base para
fagos por el reconocimiento y establecimiento de familias de bacteriéfagos,
microscopia ademas es uno de los criterios esenciales para clasificar virus
electrénica nuevos en familias. Permite ver la morfologia y tamafio del virus; el
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diagnéstico es instantdneo y es, por tanto, la técnica diagndstica mas

rapida en virologia (Ackermann, 2012).

Secuencia
completa del

genoma

Una secuenciacion completa de genoma puede confirmar la falta de
genes de toxinas, la capacidad de formar un liségeno e identificar
fagos relacionados para inferencias de algunas funciones genéticas.
Analizando la secuencia se pueden detectar los marcos abiertos de
lectura (ORF) y saber también el contenido GC para detectar el
origen y el término de la replicacion del genoma del fago (Dong y
col., 2022).

Curva de
crecimiento de un

paso

La curva de crecimiento de un paso puede describir
cuantitativamente el crecimiento caracteristico de un fago y
visualizar su periodo latente y tamafio de explosion. Esta curva se
realiza infectando un cultivo de la cepa indicadora a la mitad de su
fase logaritmica con el bacteriéfago (Han y col., 2022). Se toman
muestras del cultivo, se centrifugan y titulan por la técnica de vaciado

en placa (Hyman, 2019).

Electroforesis en
gel de campo
pulsado (PFGE)

Puede usarse para medir directamente el tamafio del genoma de un
fago, determinar el peso molecular o para el analisis de polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccion cuando se han aislado

multiples fagos (Hyman, 2019).
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II.  OBJETIVOS

[I.1 General
Aislar e identificar bacterias deterioradoras de cerveza y evaluar su susceptibilidad a

bacteriéfagos aislados del mismo ambiente de produccion.

II.2 Especificos
o Aislar bacteriéfagos y bacterias deterioradoras en ambientes de produccion
de cervezay vino.
o Evaluar el efecto antimicrobiano de los bacteri6fagos aislados sobre células
bacterianas en suspension y adheridas.
o Evaluar el efecto antimicrobiano de bacteriéfagos seleccionados contra bac-
terias deterioradoras en cerveza tipo pilsner.

« Caracterizar los bacteriofagos mediante PCR.

. METODOLOGIA
[1l.1 Materiales mas relevantes
[11.1.1 Equipo
o Centrifuga METRIX® Velocity 14
e Termociclador BioRad®
e Camara de electroforesis BIORAD®

e VarioskanFlash®

[11.1.2 Medios de cultivo
e Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) Sigma Aldrich®
e Caldo Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) Sigma Aldrich®

e Agar GYC 1.5% (glucosa 5%, extracto de levadura 1%, CaCOs 0.5%, ci-
cloheximida 0.01%)
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e Caldo GYC (glucosa 5%, extracto de levadura 1%, CaCO3 0.5%, ciclohexi-
mida 0.01%) pH=0.68 + 0.2

« Agar Soya Tripticasa (DIBICO®)

« Caldo Soya Tripticasa (DIBICO®)

» Extracto de levadura (DIBICO®)

» Caldo neutralizante (Bioxon®)

[11.1.3 Soluciones
e H20:2al 3%
« Buffer de fosfatos (PBS) 1x Sigma Aldrich®
e Buffer SM (0.05 M Tris-HCI, 0.1 M NacCl, 0.01 M MgSOg4, pH = 7.5)
e Solucion salina isotonica (SSI) 0.85%
e Cristal violeta al 1%
« Etanol al 95%
« Peptona de caseina 0.1% (DIBICO®)
« NaCl 1M (DIBICO®)

l1l.1.4 Reactivos
o Cicloheximida Sigma Aldrich®
e Glicerol (Meyer®)
« Tiras de oxalato de p-aminodimetilanilina (BioRad®)
« Acido acético glacial al 33% (v/v) (Meyer®)
e Metanol (Meyer®)

e CaCOs

o Dextrosa

« Polietilenglicol 8000 (NEOGEN®)
e MgSOq4
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[11.2 Métodos

[11.2.1 Aislamiento de bacterias deterioradoras

Se realizaron ocho muestreos de los cuales seis se hicieron en tres empresas
cerveceras distintas (una de ellas en Morelia y dos en la ciudad de Querétaro) y dos
mas en una bodega vinicola localizada en el estado de Querétaro. En las cerveceras
se tomaron muestras de tanques fermentadores, barricas, valvulas, mangueras,
enlatadoras, intercambiadores, piso, coladera, e incluso de materia prima como el
centeno. En la bodega los sitios muestreados fueron: cajas con botellas de vino,
despalilladora, totem de almacenamiento del producto terminado, prensa, coladera,
barricas, llaves y mangueras de tanques, agua Yy filtros. Para la recoleccion de
muestras se utilizaron hisopos y esponjas estériles sumergidos en 2 y 20 mL de caldo
neutralizante. Estas muestras se resguardaron en contenedores estériles dentro de
una hielera con paquetes de gel refrigerante y se trasladaron al laboratorio para su

procesamiento.

Para todos los casos se realizaron diluciones decimales con peptona de caseina
0.1% de 10! hasta 10® y se sembraron por extensién en superficie. Para el
aislamiento de BAL se utiliz6 el agar MRS y para las BAAC se emple6 agar GYC
suplementado con cicloheximida al 0.01 %. También se realiz6 el aislamiento de
Bacillus con agar AST ya que, si bien esta cepa crecié en MRS, su morfologia se
observo mejor en AST. Para todos los casos se realizaron diluciones con peptona de
caseina al 0.1 % de 10! hasta 10°y se sembraron por extension en superficie. Estas
placas se dejaron incubar 30 °C /24 h para BAL y Bacillus y 25 °C / 48 h para BAAC.
Posteriormente se realizaron 3 pases para la purificacion de las cepas con su
morfologia caracteristica y en su medio correspondiente: GYC para BAAC y MRS
para BAL.

[11.2.2 Identificacion de bacterias deterioradoras
Para la identificacion de BAL, BAAC y Bacillus se determind la actividad de la enzima

catalasa, para lo cual se coloc6é una porcion de la colonia aislada sobre un
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portaobjetos limpio y seco al que se le afiadieron dos gotas de H20zal 3 %. También
se realizé una tincion Gram y pruebas de oxidasa con tiras de oxalato de p-
aminodimetilanilina. Las cepas con caracteristicas especificas de BAL, BAAC y
Bacillus se almacenaron a -20 °C en tubos Eppendorf con caldo MRS, GYC 0 CSTy

20 % de glicerol.

[11.2.3 Activacion de cepas bacterianas

Se transfirieron 40 pl de las cepas de aisladas (BAL, BAAC y Bacillus) conservadas
con glicerol (111.2.2) a un tubo con 5 mL de caldo MRS, GYC o CST, respectivamente.
Se incubaron a 30 °C / 48 h las BAL y el Bacillus, y a 25 °C / 48 h las BAAC.

l1l.2.4 Evaluacién de la capacidad de deterioro de las cepas

Con el objetivo de identificar las potenciales cepas deterioradoras, se evalué cada
cepa inoculando cada una en 10 mL de cerveza clara pasteurizada comercial tipo
pilsner (previamente desgasificada) y se midio la turbidez a 600 nm durante una
semana a 25 °C. Las cepas que mostraron un aumento en la turbidez fueron las que
se eligieron para el estudio posterior; en este subsecuente estudio se utilizé un
volumen de 100 mL de cerveza clara pasteurizada comercial tipo pilsner
(previamente desgasificada) y las cepas seleccionadas se inocularon nuevamente
en la cerveza a una concentracion de ~ 104 UFC/mL y se almacenaron a 25 + 2 °C
durante cuatro semanas. Cada semana se midio la turbidez a 600 nm, el pH y acidez
en cada una de las muestras. De manera paralela se cuantificaron las poblaciones
de BAL, BAAC y Bacillus en agar MRS, GYC y AST, respectivamente mediante
extension en superficie. Al final del periodo de estudio se realiz6 una evaluacién
sensorial de aroma mediante una prueba discriminatoria con la participacion de 10
panelistas no entrenados para cada una de las bebidas inoculadas con las cepas. Se
empled el formato que se muestra en la Figura 1 y las diferencias se estimaron
mediante un andlisis estadistico. El consentimiento informado que se proporcioné a
los panelistas se incluye en el Anexo 1. Los ensayos de todos los parametros de

deterioro se realizaron por triplicado. Como prueba complementaria se realizé una

21



deteccion de aminas biogénicas para las BAL seleccionadas como potencialmente

deterioradoras (Marmolejo, 2021).

Figura 1. Formato de evaluacion sensorial para la prueba de control-diferencia.

Participante: Fecha: Prueba &

Instrucciones

1. Huela primero el frasco marcado como “Control”.

2. Ezpere 5 szgundos y huela una de las musstras marcadas con el codigo de tres digitos.

3. Indigue en lzs lineas de la escala con wuna “x" =i encontro diferencia con respecto al control.

4. Repita el proceso hasta finalizar las muestras a evaluar.

ESCALA MAROQUE LA DIFERENCIA

HNO DIFERENCIA

o~ h Ui B RO

L]

EXTREMADAMEMNTE DIFERENTE 10

RECUERDE QUE 5E ENCUENTRA UN COMNTROL DUPLICADD EM LAS MUESTRAS.

COMENTARIOE:

Una vez que las cepas se seleccionaron como deterioradoras por generar turbidez
en la cerveza y generar cambios sensoriales, se realiz6 una PCR multiple para
identificar las diferentes especies de BAL (Petriy col., 2013), utilizando los iniciadores
SCAR (Marmolejo, 2021). Para la identificacion de las cepas deterioradoras se hizo
una amplificacion del ADN ribosomal 16S utlizando los (16Sd, 5'-
GCTGGCGGCATGCTTAACACAT-3)) y reversa (16Sr, 5'-
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GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT-3’) que amplificaron de la posicion 20 a la 1507
tanto para las cepas de BAL como para las cepas de BAAC y Bacillus. Los
fragmentos se enviaron a secuenciar en Macrogen (https://dna.macrogen.com/) para
posteriormente contrastar con la base de datos del GenBank, mediante la
herramienta  basica de  busqueda de  alineacion local  (BLAST
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las cepas de BAL obtenidas se almacenaron
en caldo MRS, las de BAAC en caldo GYC (glucosa 1 % y extracto de levadura 1 %)
y las de Bacillus en CST, todas con 20% de glicerol a -20 °C.

[11.2.5 Obtencion de bacteriéfagos en aguas residuales y superficies

l11.2.5.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron un total de 17 muestras (9 en bodega vinicola y 8 en una cerveceria
artesanal) a partir de superficies como enlatadora, tanque de fermentacion,
intercambiador, despalilladora, coladera, barricas y materia prima. Las muestras
liquidas se recolectaron en tubos falcon de 50 mL en los sitios donde se obtuvieron
cepas bacterianas (l1.2.1). Para el muestreo de superficies como las coladeras se
utilizaron hisopos para hendiduras y superficies pequefias, y esponjas para
superficies planas y amplias. Se realiz6 la recoleccion de la muestra frotando con el
hisopo en un patron de zig-zag superpuesto dos veces sobre el area, la segunda vez
perpendicular a la primera direccién de barrido. El hisopo se colocé en un tubo de
ensayo con 2 mL de caldo neutralizante. La esponja se us6 en al menos 100 cm? de
la superficie con un procedimiento similar a lo descrito con el hisopo y se coloco en

50 mL de caldo neutralizante en una bolsa estéril.

[11.2.5.2 Enriguecimiento y aislamiento de los bacteriéfagos

Todas las muestras se sometieron a centrifugacion a 3000 g / 3 min. El sobrenadante
se paso a través de una membrana de acetato de celulosa (0.22 um) para eliminar
las células bacterianas. Para el enriquecimiento de bacteridfagos, se utilizaron 5 mL
de cada cepa activada de BAL, BAAC y de Bacillus (lll.2.3) a las cuales se les

adicion6 1 mL del sobrenadante, y se incubaron a 30 °C / 24h (BAL y Bacillus) y 25
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°C / 48 h para las BAAC. Después del enriquecimiento, las células bacterianas se
centrifugaron a 3000 g / 3 min y el sobrenadante se hizo pasar a través de la
membrana de acetato de celulosa. Estas suspensiones de bacteriéfagos se
emplearon para las etapas de deteccion, cuantificacion y purificacion.

I11.2.6 Deteccion y cuantificacion de bacteriofagos

Se realiz6 la deteccidn de los bacteri6fagos mediante una prueba de puntos para
evaluar su rango de huésped. Esta prueba consistié en utilizar 3 mL de agar (MRS,
GYC o AST de acuerdo con la cepa utilizada) al 0.6 %, en este agar se adicionaron
500 ul de la cepa a evaluar a una concentracién de ~ 108 UFC/mL y se homogeneiz6
la mezcla para posteriormente distribuirla en la placa con el agar base; una vez seco
el agar suave (0.6%) la placa se marcé como se muestra en la Figura 2 y en cada
espacio se adicionaron 10 pl del bacteriéfago. Las placas se incubaron a 25 °C para
BAAC y a 35 °C para BAL y Bacillus durante 24 h.

Figura 2. Ejemplo de la aplicacion de la prueba de puntos.

Posteriormente se cuantificaron los bacteriofagos mas eficientes mediante la técnica
de agar doble capa. Para esto, se mezclaron 100 pl de las cepas aisladas y activadas
sin diluir (111.2.3) con 3 mL de agar MRS, GYC 0 AST al 0.6 %, también se adicionaron
100 pl de suspension de bacteriofagos (1V.2.4.2); esta mezcla se vertid sobre el
mismo medio sélido y se incub6 a 30 °C /24 h (BAL y Bacillus) y 25 °C /48 h (BAAC).
Pasado el tiempo de incubacion se contaron los halos de inhibicion y se obtuvieron

las UFP/mL, obteniendo el titulo de cada uno de los fagos.
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Posteriormente se realizé una amplificacion de tres pasos (Li y col., 2020), que
consistié en lo siguiente:

Paso 1: A partir de una placa de agar con el bacteriéfago purificado se tomo6 una
pequefia parte del halo de inhibicion con un palillo de dientes estéril y se adicion6 a
un tubo con 3 mL de caldo (MRS para bacteriofagos de BAL, CST para bacteriéfagos
de Bacillus y GYC para bacteriéfagos de BAAC) suplementado con CaCl21 mM Yy al
cual se le agregaron 30 pl de la cepa huésped a ~ 10~ UFC/mL. Este tubo se incubd
a 200 rpm durante 3h a la temperatura de desarrollo de la cepa y posteriormente se
centrifug6 a 10,000 g / 1 min, el sobrenadante se filtr6 con una membrana de 0.22
MMy se resguardé como sobrenadante 1.

Paso 2: Por otro lado, se adicionaron 30 pl de la cepa huésped ~ 108 UFC/mL a un
tubo con 3 mL de caldo correspondiente y se dejé 1h / 200 rpm a la temperatura de
desarrollo de la cepa; una vez pasado este tiempo se agregaron 100 ul del
sobrenadante 1 y se dejé incubando a la temperatura de desarrollo de la cepa
huésped durante 6 h / 200 rpm, pasado este tiempo se realizé una centrifugacion a
10,000 g / 1 min y se filtr6 el sobrenadante con una membrana de 0.22 ym y se
resguardé como sobrenadante 2.

Paso 3: Se utilizaron 500 pl de la cepa huésped ~ 108 UFC/mL en 50 mL del caldo
correspondiente suplementado con CaClz 1 mM, se incubé 1h / 200 rpm a la
temperatura de desarrollo de la cepa y se adicion6 el sobrenadante 2. Esta mezcla
se incubd toda la noche a 200 rpm y se centrifug6 a 10,000 g / 20 min a 4 °Cy se
filtr6 con una membrana de 0.22 ym siendo este el sobrenadante 3; a este
sobrenadante se le adicion6 10% de PEG 8000 y NaCl 1 M y se coloc6 en un bafio
de hielo durante 4 h, pasado este tiempo nuevamente se centrifugd a 10,000 g / 20
min a 4 °Cy el precipitado se re suspendié en 2 mL de agua ultra puray se almaceno
a4 °C.
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[11.2.7 Evaluacién del efecto antimicrobiano de los bacteri6fagos aislados sobre
bacterias deterioradoras en suspension y adheridas.

Para la evaluacion del efecto de los bacteri6fagos en las células en suspension,
cultivos activados de las cepas individuales de BAL y Bacillus aisladas anteriormente
(11.2.1) se diluyeron con peptona 0.1 % hasta obtener una concentraciéon de ~ 1078
UFC/mL. Se inoculé una concentracion de ~ 10> UFP/mL de la suspensién de
bacteriéfagos y se incubaron a 30 °C / 24 h. Una vez finalizado el tiempo, la
suspension se centrifugé a 3000 g / 3 min, se recupero el sobrenadante y el paquete
celular se lavé y re suspendié con peptona 0.1 % para cuantificar las células
sobrevivientes en agar MRS y AST. Se utilizaron las cepas bacterianas sin la

presencia de bacteri6fagos como controles.

Para la evaluacion del efecto de los bacteridfagos sobre células adheridas en acero
inoxidable se empled una suspensiéon de ~ 10’ UFC/mL de BAL en caldo MRS y ~
10° UFC/mL de Bacillus en CST. En estas suspensiones se depositaron 16 esferas
de acero inoxidable (2.5 mm de didmetro) previamente esterilizadas y se incubaron
a 30 °C / 6 h. Las esferas se lavaron en tres ocasiones con SSI al 0.85% y se
colocaron en una suspension de PBS con bacteriéfagos a una concentraciéon de 10°
UFP/mL durante 24 h. Las esferas se recuperaron y se lavaron tres veces con SSI,
posteriormente las células adheridas se removieron con el vortex a velocidad maxima
durante 2 min y se cuantificaron en agar MRS y AST incubando a 30 °C durante 24
h. El experimento se hizo por triplicado y se realiz6 un ANOVA y una prueba de
Dunnett. Se incluyé un control de las bacterias no expuestas al bacteriéfago en los
diferentes tiempos y se estimd la reduccion lograda con la aplicacion del

bacteriéfago.

[11.2.8 Evaluacion del efecto antimicrobiano de bacteriéfagos seleccionados en
cerveza pilsner.

Los ensayos se realizaron en 100 mL de cerveza clara pasteurizada comercial tipo
pilsner (Carta Blanca), que se desgasificoé previamente y a la cual se le afiadio un

inéculo de 100 pl a una concentracion de 10°7 UFC/mL de las cepas de BAL
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previamente activadas (IV.2.3) y 10° UFP/mL de los fagos correspondientes,
teniendo un control para cada cepa, que consistio en 100 mL de la cerveza inoculada
con BAL y Bacillus sin bacteridfagos, asi como 100 mL de cerveza sin ningun
microorganismo. La cerveza inoculada y los controles se almacenaron a 25 + 2 °C
durante cuatro semanas. Cada semana se midio la turbidez a 600 nm, el pH y acidez
en cada una de las muestras. De manera paralela se cuantificaron las poblaciones
de BAL y Bacillus en agar MRS y AST, respectivamente mediante extension en
superfice; asi como la concentracion de los bacteri6fagos. Al final del periodo de
estudio se realiz6 una evaluacion sensorial de aroma mediante una prueba
discriminatoria con la participacion de 10 panelistas no entrenados para cada una de
las cepas. Se empled el formato que se muestra en la Figura 1 y se proporciono el
consentimiento informado que se proporciond a los panelistas se incluye en el Anexo
1. Los ensayos de todos los pardmetros de deterioro se realizaron por triplicado. Los
bacteriéfagos se caracterizaron Se evaluaron las diferencias en la actividad de los
bacteriéfagos en la matriz alimentaria con cada una de las cepas utilizadas mediante

un ANOVA y comparacion de medias por la prueba de Tukey.

[11.2.9 Caracterizacién de bacteriéfagos especificos de BAL y Bacillus mediante
PCR.

La extraccion de ADN de los bacteridfagos se realizdé con el protocolo de fenol:
cloroformo (Centro de Tecnologia de Fagos de la Universidad de Texas A&M, 2022).
El bacteriéfago de Bacillus y los bacteri6fagos que presentaron mayor actividad sobre
BAL se caracterizaron mediante PCR utilizando los iniciadores que se muestran en

el Cuadro 3.
Cuadro 3. Iniciadores de bacteriofagos para PCR.
Gen Familia Direccion | Nombre Secuencia 5°-3° Tamafio
del del del
iniciador | iniciador amplicon
Gp23 | myoviridae F Mzial GATATTTGIGGIGTTCAGCCIATGA
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R Mazia2 CGCGGTTGATTTCCAGCATGATTTC 380 - 600
bp
Pun45s F PUN45 AACGAACAGCGCCTTGAC
Myoviridae 140 bp
Pun45 R PUN45 CCAGTTGCAGCCAGTGTG
STS3 F STS3 GACAAACAAGAACGCGGCAACTGA
Podoviridae 96 bp
STS3 R STS3 ATACCCAGCAAGGCGTCAACCTTA
) F SmpilA | GTATGTCGACGCCAATCGCCCCTATGCT
SmpilA
GG
Siphoviridae 11146 bp
SpilA R SmpilA | ATGGGATTAGCAGCCAGAGCACAGGATC
mpi
P GGTCTGG

Posteriormente se utilizaron las condiciones de PCR y visualizacion de los productos

especificos para cada iniciador (Cuadro 4).

Cuadro 4. Condiciones de PCR para iniciadores de bacteriéfagos.

Gen Condiciones de PCR

Gp23 Se agregaron 2 pl de cada iniciador a una mezcla de PCR de 48 pl que contenia un tampén de
TagDNA polimerasa (50 mM KCI/20 mM Tris-HCI, pH 8.4), 1.5 mM MgClz, una concentracién de
0.20 mM de cada desoxirribonucledésido trifosfato, 40 pmol de cada uno de los iniciadores y 1.0
unidades de Taq polimerasa (New England Biolabs). Los controles negativos contenian todos los
reactivos y agua estéril sin el iniciador. Las PCR se realizaron con los siguientes parametros del
ciclo: desnaturalizacion a 94 °C durante 90 s, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 45
s, hibridacién a 50 °C durante 1 min, extension a 72 °C durante 45 s y una extension final a 72°C
por 5 min. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en agarosa al 2 % en Tris-acetato-
EDTA 0.5x, pH 8.0, a 100 V durante 60 min.

Las reacciones de PCR multiplex en tiempo real estuvieron compuestas de 25 pl en tampon
Pun45 ThermoPol 10X (NEB, Ipswich, MA), 0.2 mM de cada iniciador, 0.1 mM de sonda, 0.2 Mm de cada

& trifosfato de desoxirribonucleétido (ANTP), 2 mM MgCl2, 1.3 U Tag polimerasa (NEB) o 2X Master
STS3 Mix (Qiagen) y 2 pl de muestra suspendida en PB. Los ciclos consistieron en: 95°C, 5 min y 45
ciclos de 95 °C, 10 s, 60 °C, 16 s).
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SmpilA

La mezcla de PCR contenia 50 ng de ADN gendmico de D1585, 0.5 upM de cada iniciador, dNTP
0.2 mM, DMSO al 3 % y tamp6n GC 1X (New England Biolabs, Mississauga, ON, Canada) en
agua miliQ estéril y se calenté durante 3 min a 98 °C antes de afiadir 1 U de ADN polimerasa
Phusion de alta fidelidad (New England Biolabs) por reaccién. Las reacciones se procesaron
durante 35 ciclos de 15 s a 98 °C, 30 s a 57.4 °C para D1585 0 66.7 °C para 280y 30sa 72 °C
antes de una extension final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR se purificaron utilizando
un kit de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen, Inc., Germantown, MD, EE. UU.).
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V.

RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 Aislamiento e identificacion de BAL y BAAC.
Durante los ocho muestreos se recolectaron 66 muestras y se aislaron 75 cepas

bacterianas, de las cuales 13 se identificaron como BAL (Cuadro 5) al ser Gram

positivas y catalasa y oxidasa negativa (Ni y col., 2015). Dos cepas tuvieron una

morfologia de cocos y el resto de bacilos. En un estudio realizado en Australia, se

describid la incidencia de BAL en cerveza artesanal embotellada, un total de 80

cervezas de 19 cervecerias fueron examinados en busca de BAL y el 30% contenia
BAL cultivables (Menz y col., 2010).

Cuadro 5. Cepas bacterianas identificadas.

Tipo de bacteria | Identificacién por secuenciacion y *PCR Origen Sitio de muestreo
BAL-1 NA Bodega vinicola Coladera
BAL-2 NA Bodega vinicola Tanque
BAL-3 NA Bodega vinicola Totem
BAL-4 NA Bodega vinicola Totem
BAL-5 Leuconostoc citreum Bodega vinicola Caja
BAL-6 *Leuconostoc mesenteroides Cerveceria Coladera
BAL-7 Lactiplantibacillus pentosus Cerveceria Coladera
BAL-8 NA Cerveceria Enlatadora
BAL-9 Lactiplantibacillus pentosus Cerveceria Enlatadora

BAL-10 Lactiplantibacillus pentosus Cerveceria Tanque
*Lactobacillus plantarum

BAL-11 NA Cerveceria Piso

BAL-21 NA Cerveceria Tanque
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BAL-25 NA Cerveceria Mosto
BAAC-12 NA Cerveceria Enlatadora
BAAC-13 Bacillus cereus Cerveceria Valvula
BAAC-14 NA Cerveceria Manguera
BAAC-15 NA Cerveceria Manguera
BAAC-16 NA Cerveceria Manguera
BAAC-17 NA Cerveceria Manguera
BAAC-18 NA Cerveceria Intercambiador
BAAC-19 NA Cerveceria Fermentacion
BAAC-22 NA Cerveceria Enlatadora
BAAC-20 NA Bodega vinicola Llave
BAAC-23 NA Bodega vinicola Totem
BAAC-24 NA Bodega vinicola Coladera

*Cepas identificadas mediante PCR multiplex para BAL.

Se logré aislar 12 cepas con caracteristicas de BAAC (Cuadro 5), siendo Gram
negativas, catalasa positivas y oxidasa negativas, con forma de bacilos (Paradh y
Hill, 2016). Las cepas se encontraron en lugares donde los procesos de limpieza son
dificiles, como tanques y dispensadores de cerveza. Con esto se fomenta la
persistencia de microorganismos, los cuales pueden llegar al producto terminado y
contaminarlo (Feyereisen y col., 2019). Las cepas que no fueron identificadas es
porque no cumplian con las caracteristicas de BAL, BAAC o Bacillus. El &cido acético
influye en el sabor de la cerveza de manera drastica, ya que se describe como
aspero, y por lo tanto aporta una fuerte acidez y notas avinagradas si esta presente
por encima del umbral de concentracion de alrededor de 200 mg/L y este algunas

veces causa problemas en las cervezas no acidas o cuando esta presente en
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concentraciones excesivamente altas en las cervezas acidas causado por la
presencia de BAAC (Bouchez y col., 2022).

El agar MRS es usado para poder aislar cepas de Pediococcus y Lactobacillus
(Taroub y col.,, 2019). De las superficies muestreadas, se aislaron BAL
principalmente de las coladeras (23%), seguido de los totems de la bodega vinicola
(15%), de los tanques de fermentacidn de la cerveceria (15%) y de la enlatadora
(15%). Las BAAC se obtuvieron mayormente de la manguera de los tanques de
fermentacion en la cerveceria (33%) y esto concuerda con estudios que demuestran
que las BAAC se encuentran principalmente en los tanques de fermentacién
(Bartowsky, 2009), mientras que las BAAC estan presentes durante todas las etapas
de la elaboracion del vino e incluso pueden sobrevivir en condiciones anaerobias o
semi-anaerobias (Osborne, 2010). El agar GYC es uno de los medios mas comunes
para el aislamiento de especies como Acetobacter y Gluconoacetobacter (Hommel,
2014) y a pesar de que no hay reportes en donde sea un medio propicio para el
desarrollo 6ptimo de B. cereus, este cuenta con una concentracion de glucosa del
5% que al ser una azlcar es un componente base del agar selectivo de B. cereus; la
habilidad de este patégeno para producir endosporas explica su presencia ubicua en
el entorno natural, asi como su presencia en varios tipos de productos alimenticios

crudos y procesados (Gheraldi y col., 2002).

Con la PCR multiplex para BAL se identificé una cepa de Lc. mesenteroides (BAL-6)
confirmada por secuenciacion y una cepa de Lb. plantarum (BAL-10) que en la
secuenciacion se identific6 como Lactiplantibacillus pentosus. De las 25 cepas que
se mandaron a secuenciar, solamente se lograron identificar seis de ellas (Cuadro 3)
y una cepa que presentaba las mismas caracteristicas morfoldégicas y bioguimicas
de las BAAC que fue identificada como B. cereus (BAAC-13).

V.2 Capacidad de deterioro de cepas seleccionadas.
Al evaluar la capacidad de deterioro de las cepas en la prueba preliminar se
determind que Lc. citreum, (BAL-5), las cepas de Lb. pentosus (BAL-7) y (BAL-9), la

cepa BAL-8 y B. cereus eran potenciales deterioradoras al aumentar la DO en
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cerveza a las 48 h; por lo que se procedio a realizar la prueba final de deterioro con
100 mL de cerveza en la cual una cepa de Lb. pentosus 7 (BAL-7) y Lb. pentosus
(BAL-9) disminuyeron su poblacion bacteriana en menos de 1 log UFC/mL a los 14
dias de almacenamiento; por lo que no se consideraron para estudios posteriores.
Lc. citreum (BAL 5), B. cereus y Lb. pentosus 9 (BAL-9) mostraron capacidad para

sobrevivir en cerveza durante 21 dias (Figura 3).

""" & | b pentosus 9
—&-— B cereus
—— Lc citreum

——&—  BAL-8

Log UFC/mL

=%~ Control

_______ Lb pentasus 7

Figura 3. Comportamiento de BAL y B. cereus en cerveza pilsner almacenada a
25 °C durante 21 dias. Cada punto representa la media de tres datos obtenidos de

tres réplicas bioldgicas.

Debido a que en general la cerveza tiene un alto contenido de alcohol y acidez, asi
como un pH bajo, no hay especificaciones oficiales respecto a los criterios
microbiolégicos. Sin embargo, algunos autores sugieren un limite de tolerancia para
contaminantes microbianos en cerveza de 0 — 50 UFC/mL por cada 100 — 200 mL de
cerveza (Latorre et al., 2022) y este limite fue superado por la concentracion de las
cepas de B. cereus y de Lb. pentosus 9 (BAL-9) a los 21 dias de ser inoculadas (10*
UFC/mL); este aumento en la poblacion bacteriana es debido a la adaptacion que

tuvo esta cepa. En la Figura 4 se muestra el comportamiento de las bacterias
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deterioradoras en la cerveza. La DO medida a 600 nm se increment6 discretamente.
Lb. pentosus (BAL-9) fue la cepa que aumenté mas la DO y supero 0.1 unidades, lo
gue indica que tiene potencial de proliferacion en la cerveza a temperatura ambiente
(25 °C), de manera similar B. cereus tuvo un aumento significativo del dia 14 al 21
con 0.02 unidades. Lb. pentosus (BAL-7), Lc. Citreum (BAL-5) y BAL-8 no tuvieron

un aumento en DO que impactara directamente en la turbidez de la cerveza.

Cepa

/I """ e Lh. pentosus 9

------- Lbh.pentosus 7

.
12 o ——  Lc citreum
o ’

o] ——fe— BAL-8

]

—&-— B cereus

o
(:]_ —
o % Control

0.07
l

Dias

Figura 4. Densidad 6ptica en cerveza pilsner inoculada con BAL y B. cereus
almacenada a 25 °C por 21 dias. Cada punto representa la media de tres datos

obtenidos de tres réplicas bioldgicas y tres mediciones de DO por cada réplica.

El pH de la cerveza disminuy6 en todos los tratamientos, incluido en control (Figura
5). Sin embargo, la mayor disminucion la realizé Lb. pentosus (BAL 9) con 0.5
unidades de reduccién en el pH. Las demas cepas que se muestran en la Figura 5

realizaron una disminucién en el pH estadisticamente distinto al control, sin embargo,
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en cuestiones practicas esto no modifica la percepcion del aroma en la cerveza fresca
(Guyot-Declerck, 2005).
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Figura 5. Nivel de pH en cerveza pilsner inoculada con BAL y B. cereus
almacenada a 25 °C por 21 dias. Cada punto representa la media de tres datos

obtenidos de tres réplicas bioldgicas.

La turbidez es un factor importante que puede asociarse al deterioro de una cerveza,
y este puede ser causado por las bacterias con capacidad para desarrollar en
cerveza (Yu y col., 2019). EI ANOVA arrojo diferencias estadisticas (Figura 6) y con
la prueba de Dunnet se corrobor6 que el pH de la cerveza inoculada con las cepas

es diferente al del control (pH de la cerveza sin inocular).
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- modcovci<-aov(pH~Dias*Cepa, data=data) # con interacciodn
- summary(modcovci)
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

~,
>

Dias 1 0.1895 0.18952 62.118 7.81e-11 ¥
Cepa 5 0.1243 0.02486 8.148 6.42e-06 ¥
Dias:Cepa 5 0.1217 0.02433 7.976 8.17e-06 **¥

Residuals 60 0.1831 0.00305

Ssignif. codes: 0 *‘*¥*¥*' 0,001 ‘**' 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 * ' 1

Figura 6. ANOVA del pH en cerveza pilsner inoculada con BAL y B. cereus

almacenada a 25 °C por 21 dias.

Las BAL son un grupo de bacterias que principalmente producen acido lactico a partir
de la degradacion de azlcares, suelen ser tolerantes a niveles bajos de pH, producen
polimeros y generan sus caracteristicas biopeliculas que favorecen su persistencia
en ambientes de produccién de alimentos donde otras bacterias suelen estar
inhibidas (Ferrero y col.,, 2021). Las cepas evaluadas al sobrevivir en estas
condiciones de pH indica que pueden preservar el gradiente de pH transmembranal
y prevenir la acidificacion intracelular necesaria para la absorcion de nutrientes (Yu
y col., 2019).

Si bien el pH se modificé sutiimente en las cepas, estas diferencias pudieron ser
debidas a la disolucion del dioxido de carbono que pas6 a acido carbonico (Mollinger,
2019) ya que al inicio del experimento se desgasificé la cerveza pero al ser un
proceso manual, quedo diéxido de carbono presente que con el paso de los dias se

fue disolviendo.

Con respecto al ANOVA de la acidez (Figura 7), este analisis arrojo que la acidez de

la cerveza inoculada con cepas es igual a la acidez de la cerveza que no se inoculé.
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SigniT. codes® 0 "#*x*x* (.00F *#*** .07 “** 0.05 *.* 0.2.” * A
> modcovci<-aov(Acidez~Dias*Cepa, data=data) # con interaccion
> summary{modcovci)

pf Sum Sg Mean 5q F value Pr(=F)

Dias 1 3.640e-09 3.638e-09 1.791 0.186

Cepa 5 6.540e-08 1.308e-08 6.439 8.30e-05 w¥*
Dias:Cepa 5 9.105e-08 1.821e-08 8.964 2.51e-06 *¥**
Residuals 57 1.158e-07 2.032e-09

signif. codes: 0 "#=**1 0. 00F “***t . 0L *% 9.05 *,* 0.1 # 14

Figura 7. ANOVA de la acidez en cerveza pilsner inoculada con BAL y B. cereus

almacenada a 25 °C por 21 dias.

Solamente B. cereus realiz6 un cambio en la acidez de la cerveza (Figura 8), sin
embargo este cambio al ser de 0.024 % no result6 significativo, al igual que el resto
de las BAL. Si bien estadisticamente el pH tuvo una reduccién en la cerveza pero la
acidez no mostré cambios, esta discrepancia puede ser debida a la limitacion que se
tiene en la cuantificacién de la titulacion &cido-base ya que esta técnica no es tan
precisa como lo es un potenciometro para medir el pH, ademas de que los cambios
observados en ambos parametros fueron muy pequefios. Se sabe que en algunos
incidentes de deterioro en cerveza han estado implicadas bacterias que pertenecen
al género Bacillus y Enterobacter, los cuales causan acidificacion y turbidez (Yu y
col., 2019).
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Figura 8. Acidez (expresada en eg/ml) en cerveza pilsner inoculada con BAL y B.
cereus almacenada a 25 °C por 21 dias. Cada punto representa la media de tres

datos obtenidos de tres réplicas biologicas.

En el 2006, se reportd un alto porcentaje de productos alimenticios fermentados
tradicionales en Corea (32 - 76%) contaminados con B. cereus (a un nivel tan alto
como 108 UFC/g) aun cuando la FDA tenia como limite de contaminacién maximo
10* UFC/g de B. cereus (Shin y col., 2011). En un estudio realizado en China en el
2016 se aisl6 la cepa 3012 de B. cereus a partir de una cerveza de barril esterilizada
por filtracion, esta cepa es resistente al lUpulo y es capaz de producir acidos y
bioaminas que alteran el sabor de la cerveza (Wang y col., 2016). También se report6
en el 2004 la cepa Lactobacillus pentosus ST151BR proveniente de una cerveza en
Sudafrica producida a partir de la fermentacion de maiz, cebada, harina de soya y
azucar (Todorov y Dicks, 2004). Con respecto a Lc. citreum, esta bacteria no ha sido
aislada de cerveza, sin embargo, en Corea se aislo de malta Pilsner durante la
maceracion en la elaboracion de cerveza y se examind su impacto en la
fermentacion; reduciendo el pH del mosto con respecto al del control (Choi y col.,

2020). En la Gréfica sensorial de percentiles en la Figura 9 se muestra en el eje “Y”
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Diferencia en el aroma entre en control y las

la diferencia que hay en el aroma con respecto al control (cerveza sin inocular) y la
cerveza inoculada con cepas, en una escala que va del 0 (no hay diferencia con el
control) al 10 (el aroma es completamente distinto al del control) siendo que la media
del puntaje para Lc. citreum y B. cereus es de 5, a la vez que las barras de dispersion
al no incluir el cero se demuestra que si hay una diferencia en el aroma de acuerdo
a la prueba control-diferencia (Meilgaard y col., 1999) cuando se encuentran

presentes las cepas, siendo este un factor importante de deterioro.
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Figura 9. Prueba sensorial control-diferencia en cerveza pilsner inoculada con BAL
y B. cereus y almacenada a 25°C por 21 dias. Cada punto representa la media de

tres datos obtenidos de tres réplicas.

Lb. pentosus 7 (BAL-7) y Lb. pentosus 9 (BAL-9) tuvieron una media un poco mas
alta que las demas cepas, esto muestra que hubo un mayor cambio en el aroma que
fue detectado por los panelistas.

La mayoria de las bacterias Gram positivas involucradas en el deterioro de cerveza
pertenecen al grupo de las BAL y representan el 70 % de los incidentes de deterioro

microbiano en la industria cervecera, siendo los contaminantes mayoritarios; estas
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BAL suelen mostrar tolerancia al etanol y a compuestos derivados del lipulo (Deasy
y col., 2011). Lb. pentosus se reconoce con un alto potencial de deterioro de cerveza
(Geil3ler, 2016), es heterofermentativo, resistente al calor y, se ha encontrado en
cerveceria y bodegas vinicolas, con una gran variabilidad de la tolerancia a los

ambientes cerveceros dependiente de la cepa y el aislamiento (Parente y col., 2010).

Lb. pentosus es productor de aminas biogénicas como la putrescina en productos
fermentados (Lee y col., 2021) pero hasta ahora no se habia reportado en cerveza.
Lc. citreum también se reconoce como deteriorador de cerveza, ya que es resistente
a los compuestos derivados del lupulo y tolerante al etanol (Hong y col., 2020), se ha
aislado de la malta pilsner y produce viscosidad de la cerveza y alteraciones en sus
caracteristicas sensoriales (Choi y col., 2020).

En el 2015 se aisldé una cepa de B. cereus de una cerveza turbia que habia sido
retirada del mercado de China y mas recientemente, en el mismo pais en 2017 se
aislo la cepa 3012 de B. cereus con caracteristicas de deterioro de cerveza (Wang y
col., 2017) lo que confirma la capacidad de esta bacteria para crecer en la cerveza y
cambiar sus caracteristicas; ademas, este es un patdégeno transmitido por los
alimentos que puede causar enfermedades cuando se ingiere una alta concentracion
de células vegetativas y a causa de la produccion de toxinas en los alimentos (Shin

y col., 2011), lo cual es una razén mas para eliminarlo de la cerveza

IV.3 Aislamiento y cuantificacion de bacteriéfagos

Especificamente, para el aislamiento de bacteri6fagos se procesaron 9 muestras
provenientes de bodega vinicola y 8 de cerveceria artesanal, de las cuales mediante
la prueba de puntos se encontraron 10 bacteriéfagos (Cuadro 6). Posteriormente se
probaron los bacteriéfagos con las cepas individuales mediante la técnica de agar

doble capa para cuantificar y seleccionar los mas eficientes.
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Cuadro 6. Caracteristicas de los bacteridfagos aislados en ambientes de

produccion de bebidas alcohdlicas.

Bacteriéfago | Concentracion Lugar de Superficie Cepa huésped
inicial (UFP/mL) | aislamiento
Mi 1X10: Caja Lb. pentosus 10
MAI 1X10- Despalilladora B. cereus
ME1 1X10- Bodega Barrica Lc.
vinicola mesenteroides &
Lb. pentosus
(BAL-7)
ME2 7X10s Tanque Lc. citreum
ME3 2X10: Agua BAL-4
Despalilladora
MP1 4X10s Coladera BAL-3
MM 3X10- Filtro BAL-2
MP2 2X10s Vinagre BAL-1
MCH 1X10: Cerveceria Piso BAL-9
MLG 1X10: artesanal Coladera Lb. pentosus

(BAL-9)

Se recolectaron mas bacteri6fagos en la bodega vinicola (80%) que, en la cerveceria

artesanal, aunque se tomé un namero muy similar de muestras. Los bacteri6fagos

utilizados para el control de bacterias en alimentos se han aislado en materia prima,

producto final, ambientes de produccién y mayormente en efluentes de agua

(Samson y col., 2013; Pao y col., 2004). Los bacteriofagos aislados no mostraron

tener efecto en ninguna BAAC, sin embargo, los que se aislaron y tuvieron capacidad

antimicrobiana contra Lb. pentosus (BAL-7), Lb. pentosus (BAL 9) y B. cereus se

obtuvieron de la superficie de llenado de cerveza y equipos de produccion de vino.

Los bacteriéfagos son los microorganismos mas abundantes en la tierra y son
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ubicuos en el medio ambiente (Kasman & Porter, 2021), por lo que es facil
encontrarlos en los procesos de produccion, como los que se encuentran en el
procesamiento de lacteos para BAL (Suérez y col., 2002) o los aislados de alimentos
coreanos fermentados especificos para B. cereus (Shin y col., 2011).

Los bacteriéfagos aislados tenian una concentracion baja inicial, esto podria deberse
a la fuente de aislamiento, ya que al principio pudo haberse tratado de una mezcla
de bacteriéfagos, por lo que el titulo de los fagos individuales en un céctel de fagos
disminuiria cada vez mas a medida que mas fagos estan presentes (Khan y Nilsson,
2015). Al realizar la amplificacion en tres pasos y la precipitacion con PEG (Liy col.,
2020) se alcanzé un titulo de 107 UFP/mL (Figura 9). Mostrando ademas UFP de un

diametro mayor al que se observaba sin la amplificacion.

Figura 9. Obtencion de bacteri6fagos después de la amplificacion y precipitacion
con PEG.
El titulo de fago también es importante para alcanzar una infeccion productiva

durante su uso (Khan & Nilsson, 2015).

IV.4 Efecto antimicrobiano de los bacteri6fagos aislados sobre bacterias acido

lacticas y acido acéticas en suspension y adheridas.

Los bacteriéfagos mas eficientes se probaron con las tres cepas deterioradoras en
células suspendidas (Figura 11) y se logro una reduccion de 2 + 0.4 log UFC/mL para
Lc. citreum (BAL-5) y 1 £ 0.5 log UFC/mL para B. cereus y Lb. Pentosus 9 (BAL-9).
La reduccién en células adheridas fue igual para Lb. pentosus (BAL 9), para Lc.

citreum (BAL 5) si hubo una menor reduccion en células adheridas de solamente 1
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log UFC/mL y para B. cereus no hubo reduccidon en las células adheridas. Los
estudios de la accion de los bacteriéfagos en células suspendidas mostraron una
reduccion de 2 log para las células de Lb. pentosus y 1 log para las células tanto
suspendidas como adheridas para Lc. citreum (BAL 5) y Lb.pentosus 9 (BAL 9), sin

embargo, no hubo reduccion en B. cereus (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto de bacteriofagos MAI, ME1 y MLG en células suspendidas (A) y
células adheridas de BAL y B. cereus (B). Cada punto representa la media de tres

datos obtenidos de tres réplicas.
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El efecto de la reduccién por bacteriofagos en células suspendidas y adheridas indica
gue los bacteriéfagos aislados son capaces de infectar en ausencia de calcio. Estos
resultados son similares a la reduccion de células de Pseudomonas syringae pv.
syringae con el bacteriéfago ¢6 con el cual se obtuvo una reduccion maxima de 2.6
log UFC/mL (Pinheiro y col., 2019) y para S. Typhimurium una reduccién maxima de
2.2 log UFC/mL con el fago ELY-1 (Costa y col., 2019). El nivel de rafaga se
denomina como el nimero de progenie de fagos liberados de cada huésped
infectado, también referido a la fecundidad de los bacteriéfagos (Shao y Wang, 2008)
y al ser alto aumenta la probabilidad de que los bacteriéfagos lleguen a la bacteria
objetivo, lo cual es crucial para lograr una infeccion productiva (Hyman y Abedon,
2010). Si los bacteriéfagos pueden eliminar las bacterias infectantes mas rapido de
lo que pueden replicarse, un nivel de rafaga alto también resulta en un menor riesgo
de seleccion de las bacterias que sean resistentes a los bacteriéfagos (Khan y
Nilsson, 2015). Por ello es importante conocer el nivel de rafaga y el rango de

huéspedes de los bacteriéfagos.

IV.5 Efecto antimicrobiano de bacteriéfagos seleccionados en cerveza pilsner.

Los bacteriéfagos MAI, ME2 y MLG se mantuvieron estables en la cerveza durante
dos semanas; ya que se cuantificaron durante las cuatro semanas del estudio y en
las dos primeras su concentracion fue de 10° UFP/mL, concentracion que disminuyé
a partir de la semana 3 a <10° UFP/mL. Se sabe que los bacteriéfagos son estables

a valores de pH tipicos de la cerveza que oscilan entre 3.8 y 4.7 (Olivier y col., 2009).

En las cervezas inoculadas se observé una reduccion en la poblacion bacteriana de
de: 0.8 log UFC/mL para Lb. pentosus 9 (BAL-9), 1 log UFC/mL para Lc. Citreum
(BAL-5) y 1.2 log UFC/mL para B. cereus después de 21 dias (Figura 12). Las cepas
de Lb. pentosus (BAL-9), Lc. citreum (BAL-5) y B. cereus pudieron sobrevivir en la
cerveza durante 21 dias, aun cuando las caracteristicas de la cerveza son hostiles,
teniendo un pH bajo, alta acidez y contenido de etanol, lupulo, COz2, falta de nutrientes

y ausencia de oxigeno; estos factores impiden el crecimiento de la mayoria de los
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microorganismos (Liu y col., 2018), pero para las BAL del género Lactobacillus, estas
condiciones son favorables, ya que son uno de los deterioros mas comunes de la
cerveza, y algunas de estas cepas son tolerantes al lipulo y por lo tanto desarrollan

bien en estas condiciones (Schneiderbanger y col., 2020).
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Figura 12. Poblacion de bacterias deterioradoras debido a la aplicacion de
bacteriofagos en cerveza pilsner durante su almacenamiento a 25 °C. Las lineas
discontinuas indican la presencia del bacteriéfago y las lineas continuas solamente

la cepa. Cada punto representa la media de tres datos obtenidos de tres réplicas.

El efecto de los bacteriéfagos en la cerveza fue similar al de las células suspendidas,
y los niveles de cationes divalentes en la cerveza pueden ser suficientes para
sustentar la infeccion. En el agua de elaboracion, el calcio es uno de los minerales
predominantes responsables de la precipitacion de fosfatos con la liberacion
concomitante de iones de hidrégeno, lo que reduce el pH del macerado (Goldammer,
2008). Esto concuerda con los hallazgos del bacteriéfago JL-1, que infecta a su
huésped Lb. plantarum en presencia o ausencia de calcio, aunque en presencia de

calcio, se demostro que el ciclo de vida del fago es mas corto (Deasy y col., 2011).
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De manera general hubo un incremento en la DO, para el control y las cepas, con
excepcion de B. cereus (Figura 13). Para Lc. citreum y Lb. pentosus (BAL-9) se
observé un mayor incremento en la DO. Recientemente, la produccion de cerveza
no pasteurizada ha aumentado debido a la preferencia de los consumidores por el
sabor fresco; pero al excluir la pasteurizacion, el producto final es mas susceptible al

deterioro por microorganismos.
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Figura 13. Densidad Optica en cerveza pilsner inoculada con bacterias
deterioradoras y bacteriéfagos. Las lineas discontinuas indican la presencia de
bacterias + bacteriéfago y las lineas continuas solamente la bacteria. Cada punto
representa la media de tres datos obtenidos de tres réplicas.

La mayoria de las cervezas tienen un rango de pH relativamente bajo (3.4 — 4.8),
este pH dafia el sistema enziméatico celular de las bacterias y también mejora el
efecto inhibitorio del lGpulo (Yu y col., 2019). El cambio de pH en la cerveza inoculada
con B. cereus y Lb. pentosus (BAL-9) es muy similar, mientras que la reduccion en
pH para Lc. citreum fue menor (Figura 14). En las tres cepas se observo una
disminucién en el pH al dia 7, seguido de un aumento al dia 14 y una posterior
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disminucién en el dia 12 mientras que en el control el pH fue aumentando ligeramente
con el paso de los dias, cuando no se adicionaron los bacteridfagos se observo que
el pH fue 0.5 unidades mas bajo, esto pudo ser debido a que, si bien se utilizé la
misma cerveza, el proceso de desgasificacion al ser manual tiene variaciones en la

remocion del didxido de carbono.

s ] - _
=
. . Cepa
TRy
w | = - o M“‘\:._t_
= L R S B oo FLc. citreum
i —=dr—=  FB cereus
=T _| #
g
& s
- _.»" === FLb petosus 9
~— _ .
s .
T o Tl {’ = ] Le. citreum
CR T S
&
—-8&— B cereus
b= : ---0 Lb. pentosus 9
ET-::_-“_
© el
(o ]
) \
o | o

0 7 14 21

Dias

Figura 14. Efecto en el pH en cerveza pilsner inoculada con bacterias
deterioradoras y bacteriéfagos. Las lineas discontinuas indican la presencia de
bacterias + bacteriéfago y las lineas continuas solamente la bacteria. Cada punto
representa la media de tres datos obtenidos de tres réplicas.

El incremento de acidos organicos puede resultar en un bajo pH y un mal sabor en

la cerveza, impactando severamente los perfiles de sabor (Yu y col., 2019).

La acidez se mantiene estable durante el mes de estudio, mostrando ligeras
variaciones, pero no siendo estadisticamente diferentes (Figura 15). Con la prueba

de Dunnet se establece que la acidez de las cepas con y sin bacteridfago es igual.

47



Cepa

0.040
1

—H— b pentosus 9

8
=N e E e eitrewm
o
wemfgeee F b penfosus 9
- -=dr==  FB cereus

Acidez
0.030

— Le citreum

~—&— B cereus

0.025

0.020
!

Dias

Figura 15. Efecto en la acidez en cerveza pilsner inoculada con bacterias
deterioradoras y bacteriéfagos. Las lineas discontinuas indican la presencia de
bacterias + bacteridfago y las lineas continuas solamente la bacteria. Cada punto

representa la media de tres datos obtenidos de tres réplicas.

Lb. pentosus (BAL-9) sin bacteri6fago aumenté la acidez con el paso del tiempo,
siendo el mayor aumento al dia 21 aunque la diferencia no fue significativa
estadisticamente. La relacion BAL y bacteriofagos se ha estudiado principalmente en
productos lacteos fermentados, en donde la presencia de estos virus es indeseable
porque detiene la actividad de los cultivos iniciadores que da las caracteristicas
organolépticas propias de estos alimentos (Pujato, 2019). En contraste,
investigaciones recientes han demostrado la capacidad de los bacteriéfagos para
actuar como métodos naturales de conservacion de alimentos, aunque hasta la fecha
solo se han realizado unos pocos estudios sobre bacteriéfagos que infectan a BAL
(Feyereisen y col., 2019). Para evitar problemas por deterioro, en la actualidad se
aplican buenas practicas de saneamiento y se utiliza mayormente acero inoxidable
en los equipos y superficies de produccion para facilitar la limpieza y desinfeccion,
aunque muchas veces esto no es suficiente para eliminar estos microorganismos.

Los bacteriéfagos se han convertido en agentes importantes para el control de las
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bacterias, principalmente en tratamientos clinicos debido a que cada vez es mayor
la resistencia de las bacterias a los antibiéticos, por lo que se han vuelto una opcién
eficiente en este ambito (Kortright y col., 2019). La aplicacion de los bacteriéfagos no
solamente se limita al &rea médica, también se han aplicado en la agricultura para
proteger cultivos y en alimentos procesados como bioprotectores, en donde se busca
eliminar bacterias patégenas como Escherichia coli patdgena, Salmonella y Listeria
(Huang y col., 2018).

Hubo una disminucién en la mediana del aroma para Lb. pentosus 9 (BAL-9) y B.
cereus que pasaron de 5.5 y 5 en la prueba sensorial sin bacteriéfagos a 4 en la
prueba sensorial con bacteriéfagos (Figura 16) por lo que existe una diferencia entre
la cerveza deteriorada y la cerveza deteriorada con bacteriéfagos, teniendo esta
tltima una menor diferencia en el aroma con respecto al control (cerveza no
deteriorada). La cepa de Lc. Citreum (BAL-5) se mantuvo igual, por lo que no hay

diferencia en el aroma con la adicién de bacteriéfagos.
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Figura 16. Prueba sensorial control-diferencia en cerveza pilsner inoculada con

bacterias deterioradoras y bacteriéfagos.

La consecuencia del crecimiento bacteriano en la cerveza pueden ser cambios en el
aroma, apariencia, sabor y textura (Suzuki, 2011); ciertamente estas alteraciones

pueden conducir al rechazo del producto y posteriormente a pérdidas econdmicas.
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Los bacteriofagos pueden utilizarse como una estrategia de control para la actividad
de estas bacterias. Los resultados de la PCR para los bacteri6fagos no son
mostrados debido a que no hubo amplificacion con los iniciadores descritos en la
metodologia (Cuadro 3), esto podria deberse a la concentracion de los bacteriéfagos
por lo que se requiere concentrar o enriquecer la suspension de cada bacteriéfago
para lograr una amplificacion correcta y su identificacion. Debido a la alta tasa de
mutacién que tienen los bacteriéfagos, es posible que los iniciadores reportados ya
no funcionen para la PCR (Clokie, 2009).

Los bacteriéfagos se han probado en alimentos cérnicos y lacteos, sin embargo, su
aplicacion podria ampliarse a otras matrices alimentarias como es el caso de la
cerveza artesanal, al demostrar que son estables en este tipo de matrices
alimentarias durante dos semanas. El estudio de bacteriéfagos como bio
conservadores en la industria alimentaria se ha desarrollado a partir del 2006, cuando
su uso fue aprobado por la FDA en Estados Unidos. Comercialmente, se han probado
en alimentos como carnicos, lacteos y hortalizas en bacterias como Salmonella, E.
coli y Listeria (Li y col., 2020); lo que hace una buena opcidén el uso de bacteriéfagos

como una estrategia de reduccion e incluso eliminacion de microorganismos.

La eficacia de los bacteri6fagos varié segun la cepa en la cual se aplicaron. Se sabe
gue se requiere calcio u otros cationes divalentes para una infeccion exitosa por
bacteriéfagos, lo que se corrobora con la evaluacién de la infeccion de estos virus,
ya que el agar se suplementdé con CaCl: y las unidades formadoras de placa

aumentaron en 57+16 UFP/mL.

Estudios recientes han explorado el uso de fagos para controlar los patégenos
transmitidos por los alimentos y los microorganismos de descomposicion. Por
ejemplo, los ensayos alimentarios que utilizan bacteriéfagos dirigidos a Listeria
monocytogenes y Escherichia coli en una variedad de matrices alimentarias, asi
como en superficies inertes, han reducido con éxito la carga de contaminantes
(Deasy y col., 2011). Los bacteriéfagos se han utilizado para muchas aplicaciones

de control biolégico en los alimentos y han contribuido con éxito al control de
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Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y varios organismos
gue deterioran los alimentos (Hudson y col., 2005; Lang, 2006). De hecho, la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria publico una revision extensa del uso
exitoso de bacteriéfagos en productos lacteos, pollo, carne de res, cerdo, mariscos y
entornos de procesamiento de alimentos y en superficies metalicas (Olivier y col.,
2009).
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V. CONCLUSIONES

El presente trabajo representa el primer estudio de bacteriéfagos especificos para
Lb. pentosus, Lc. citreum y B. cereus, aplicados en cerveza, demostrando su
potencial como una estrategia alternativa y natural para el control de la
contaminacion bacteriana en la industria de la cerveceria artesanal. Este es el primer
trabajo que evalua el uso de un bacteriéfago aplicado en cerveza especifico para B.
cereus, este bacteriéfago podria proporcionar una herramienta adicional para
abordar los problemas asociados con la contaminacion por B. cereus en cerveza

artesanal, al ser un patdgeno emergente como deteriorador en cerveza.

La reduccién lograda de los bacteri6fagos sobre las cepas deterioradoras de cerveza
permitiria conservar la frescura de la bebida a lo largo del almacenamiento. El uso
de estos bacteriéfagos puede ser un componente del sistema de control de las
bacterias deterioradoras, pero no sustituye la aplicacién de practicas higiénicas en la
produccion de las bebidas y el mantenimiento de una cadena de frio oportuna y
eficiente. El bio-control con bacteri6fagos puede ser una herramienta adicional para
tratar problemas asociados con bacterias deterioradoras en cerveza artesanal, sin
embargo, se requiere optimizar la eficiencia de los bacteriéfagos aislados,
profundizar en los mecanismos de inhibicién y en la optimizacién del proceso para
generar una estrategia confiable y certera para aplicarse en la industria de la

cerveceria artesanal.
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VI. ANEXOS
Anexo 1. Consentimiento Informado para Participantes de la Evaluacién de Aroma

de cerveza

Universidad Autbnoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Maestria en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
C.U., Cerro de las Campanas s/n, Colonia Las Campanas,
C.P. 76010, Querétaro, Qro.

Titulo del proyecto: “Aislamiento y caracterizacion de bacteriéfagos con actividad
inhibitoria de bacterias acido lacticas y acido acéticas”

Investigador responsable: Dra. Sofia Maria Arvizu Medrano.

Nombre del evaluador: Alexia Joana Lopez Gachuzo.

En el Laboratorio de Inocuidad microbiana ubicado en la Facultad de Quimica de la
Universidad Autébnoma de Querétaro, direccion; Centro Universitario, Cerro de las
Campanas s/n C.P. 76010. Santiago de Querétaro, Qro. México, se prepararéd la
evaluacién de una prueba de aroma de una cerveza pilsner comercial, inoculada con
cepas de bacterias deterioradoras de la bebida y bacteriéfagos que las inhiben;
ninguno de estos microorganismos se considera patdgeno al humano.

La presente investigacion es dirigida por: Dra. Sofia Maria Arvizu Medrano
(sofia.arvizu@uaqg.mx/442-192-1200 ext.5556) y la alumna Alexia Joana LoOpez
Gachuzo (alopez43@alumnos.uag.mx/ Tel.427-224-2715)

Justificacion del estudio
Las bebidas alcohodlicas como la cerveza tienen condiciones adversas para el
desarrollo de microorganismos, sin embargo, algunos de ellos como las bacterias

acido lacticas y las bacterias acido acéticas son capaces de desarrollar en este
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ambiente y producir caracteristicas de deterioro en estos productos. Por ello se

propone el uso de bacteriofagos como bioconservadores en cerveza.

Objetivo del estudio
Evaluar la diferencia del aroma entre una muestra de cerveza comercial no inoculada

con bacterias deterioradoras y muestras inoculadas con bacterias y bacteriofagos.

Duracion del estudio

El estudio tendra una duracién aproximada de 15 minutos.

Riesgos asociados con el estudio
No hay riesgo a la salud para los participantes, ya que ninguno de los productos sera

consumido, sélo se percibira el aroma.

Por ende, es importante mencionar, que si durante la evaluacion se detecta algun
sintoma que pudiera requerir tratamiento meédico, se informara al area de
Coordinacion de Seguridad e Higiene de La Facultad de Quimica con el Dr. Julio

Armando de Lira Flores (julio.lira@uag.mx).

Declaracién de consentimiento

La participacién en esta evaluacién sensorial es estrictamente voluntaria y no se
usara para ningun otro proposito fuera de esta investigacion. Si tiene alguna duda
sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento durante su
participacion en él. La informacidn que se recoja sera unica y exclusiva para el
analisis sensorial del aroma en cerveza comercial, dicho producto es seguro de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-199-SCFI-2017, Bebidas alcohdlicas-
Denominacion, especificaciones fisicoquimicas, informaciéon comercial y métodos de

prueba, ademas el producto no sera consumido por ninguno de los panelistas.
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Acepto participar voluntariamente en este proyecto de investigacion, conducido por;
Dra. Sofia Maria Arvizu Medrano (sofia.arvizu@uaq.mx/442-192-1200 ext.5556) y la
alumna Alexia Joana Lopez Gachuzo (alopez43@alumnos.uaq.mx/ Tel.427-224-
2715). He sido informado (a) del objetivo de esta investigacion que es evaluar la
diferencia del aroma entre muestras de cerveza comercial inoculada con bacterias

deterioradoras y bacteriéfagos con respecto a un control.

Reconozco que la informacién que yo provea en el transcurso de este proyecto de
investigacion es con mi consentimiento, con fines de informacién estadistica para
calificar la diferencia entre cerveza comercial inoculada con bacterias deterioradoras
y bacteriéfagos, garantizando la confidencialidad de los datos proporcionados por el
participante. He sido informado de que puedo hacer preguntas de duda o aclaracién

sobre el proyecto en cualquier momento.
Tomando todo ello en consideracion y en tales condiciones, CONSIENTO patrticipar

en el andlisis sensorial y que los datos que se deriven de mi participacién sean

utilizados para cubrir los objetivos especificados en el documento.
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