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RESUMEN

En este trabajo se evalud la calidad e inocuidad de la cerveza artesanal expendida en
bares de Cuenca mediante la determinacion de pardmetros fisico-quimicos y
microbiologicos, segin norma INEN 2262 y la determinacion del grado de
contaminacién por ocratoxina A. En 42 muestras previamente degasificadas se analiz6
el pH y la acidez mediante métodos potenciométricos. El recuento de aerobios
mesdfilos, de mohos y levaduras se realizaron por siembra en placa a profundidad. La
cuantificacion de ocratoxina A se analizé por cromatografia liquida de alta resolucion
con deteccion de fluorescencia (HPLC-FLD). El 2,4% (n=1) y 33, 3% (n=14) de las
cervezas muestreadas estuvieron fuera de los rangos establecidos por la norma para
pH y acidez, respectivamente. El 95% (n=40) de los recuentos fueron elevados tanto
para aerobios meséfilos como para mohos y levaduras, con una media de 9.7*10°
UFC/cm?® y 7.6*10° UP/cm?®, respectivamente. Por otro lado, el 23.8% (n=10) de las
cervezas artesanales analizadas resultaron contaminadas con ocratoxina A, sin
embargo, no superaron el limite maximo establecido por el JECFA.

Se concluye que la calidad microbiol6gica de la cerveza artesanal es deficiente y
resultaria por la falta de regulaciones de organismos responsables del control en la

produccién de cerveza artesanal.

Palabras clave: cerveza artesanal, ocratoxina, HPLC-FLD, control microbiol6gico
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ABSTRACT w

The aim of this study was to evaluate the quality and the safety of crafts beers
expended in Cuenca pubs by determining the physicochemical and microbiological
parameters according to INEN 2262 and through the determination of ochratoxin A
level contamination. The samples investigated were 42 samples previously degassed.
The pH and acidity were analyzed by potentiometric methods. Counting of aerobic
mesophilic bacterias, and molds and yeasts were determined by viable standard plate
count. The contamination for ochratoxin A was determined by high performance liquid
chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLD). The 2.4% (n=1) and 33.3%
(n=14) of crafts beers were over the established range of the applicable regulations for
pH and total acidity, respectively. Respecting to microbiological parameters, 95%
(n=40) achieved high counts outside of the range recommended by the regulations with
an average of 9.7*10° UFC/cm?® and 7.6*10° UP/cm? for aerobic mesophilic bacterias
and for molds and yeasts, respectively. On the other hand, the 23.8% (n=10) of crafts
beers were contaminated with ochratoxin A, whose found levels weren't above the
maximum limit according to JECFA. It is concluded that the microbiological quality of
crafts beers is deficient and it would the result of the lack of regulations by the

responsible entities that they do not have any control over production of crafts beers.

Key words: craft beer, ochratoxin, HPLC-FD, microbiological control
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INTRODUCCION

A nivel mundial, los paises en vias de desarrollo mantienen practicas artesanales de
cultivo, cosecha y almacenamiento de diversos alimentos como maiz, arroz, trigo,
cebada, cafia de azlcar, entre otros (FAO, 2010, Martinez et al., 2010, CAC, 2015).
Esto podria conllevar a una falta de control de la calidad del alimento, debido a que
son mas vulnerables a contaminacién por plagas, roedores, pesticidas por la falta de
medidas preventivas que cuiden su integridad (Duarte Vogel and Villamil Jiménez,
2006, Soriano del Castillo, 2007, Martinez et al., 2010). Estos factores de riesgo
pueden persistir hasta la manufactura de productos derivados como harinas, alimentos
para animales, bebidas alcohdlicas, entre otros (Volkova, 2013, Kuruc et al., 2015b). El
tratamiento post-cosecha de los alimentos, en especial de los cereales, debe ser bien
controlado debido a que un alto grado de humedad del grano lo convierten en una
fuente nutritiva para el crecimiento de hongos productores de micotoxinas, lo que
representa un peligro latente para la salud animal y humana (Tangni et al., 2002,
Martinez et al., 2010, Volkova, 2013, CAC, 2015, Kuruc et al., 2015b, Kuruc et al.,
2015a).

La cerveza es un producto fermentado de cereales como trigo, centeno, avena, maiz,
arroz y cebada, siendo este Ultimo el mas utilizado en la cerveceria de occidente
(Lasram et al., 2013). A nivel mundial, se han realizado varios estudios en esta bebida
alcohdlica en los que determinan la presencia de micotoxinas (Varelis et al., 2006, Wu
et al.,, 2011, Vaclavikova et al., 2013, Kuruc et al., 2015b). La Ocratoxina A (OTA),
producida por hongos del genero Penicilium y Aspergillus, es la micotoxina que
principalmente se ha reportado en este producto (Visconti et al., 2000, Lasram et al.,
2013, Bellver Soto et al., 2014, Bauer et al., 2016, Wu et al., 2011). Esta toxina en los
alimentos representa un riesgo potencial para quien lo consume debido a su accion
neurotoxica, teratogénica, inmunotoxica, hepatotdxica y cancerigena (Jorgensen,
1998, Mateo et al.,, 2007, Wu et al., 2011). Segun la Agencia Internacional para la
Investigaciéon del Cancer (IARC), OTA ha sido clasificada como posible carcinégeno
del grupo 2B en seres humanos (IARC, 2013).

En Ecuador la elaboracion de cerveza artesanal ha alcanzado gran importancia desde
el 2010. Segun la Sociedad Ecuatoriana de Cerveceros Artesanales (SECA), la
produccion de cerveza artesanal inici6 como emprendimientos entre amigos y
familiares, y hoy en dia se cuentan con cerca de 55 microcerveceras artesanales en

todo el pais (SECA, 2016). Por lo general, la cerveza se elabora en &reas domésticas
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con instrumentacion basica sin vigilancia fisica ni microbiolégica del lugar, ni del
producto resultante (El-Tiempo, 2016). En la ciudad de Cuenca, el expendio de este
producto en bares no tiene ningun control ni se exige el cumplimiento de ninguna
norma, lo que hace que se desconozca el grado de inocuidad quimica y/o
microbioldgica.

La presente investigacion tiene por objeto evaluar la calidad y el grado de inocuidad de
cerveza artesanal en bares de la ciudad de Cuenca con respecto al cumplimiento de
Normativa Ecuatoriana INEN 2262 que incluye parametros fisicoquimicos vy
microbioldgicos, asi como también al nivel de contaminacion por Ocratoxina A, lo que
permitira establecer medidas correctivas en su elaboracién y la regulacion del producto

en la ciudad.
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UNIVERSIDAD DE CUENCA

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la calidad y el grado de inocuidad de la cerveza artesanal expendida en bares
de la ciudad de Cuenca mediante la determinacion de los parametros fisico-quimicos y
microbiolégicos establecidos por la normativa ecuatoriana INEN 2262 y la

determinacion del grado de contaminacién por ocratoxina A.

Objetivos Especificos

- Evaluar la calidad de la cerveza artesanal expendida en bares de la ciudad de
Cuenca mediante la determinacion de los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos
establecido por la Norma INEN 2262 (acidez total, pH, recuento estandar en placa de
aerobios mesdfilos, y recuento de mohos y levaduras).

- Evaluar el grado de inocuidad de la cerveza artesanal expendida en los bares
de la ciudad de Cuenca mediante la determinacion del nivel de contaminacion de
ocratoxina A por cromatografia liquida de alta presion y deteccién por fluorescencia

(HPLC-RP) y su posterior comparacion con normativas internacionales.
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1. MARCO TEORICO Ll

1.1 CERVEZA

1.1.1 Historia

La cerveza es la bebida resultante de la fermentacion alcohdlica producida por la
levadura contenida en el mosto procedente de la malta de cebada y aromatizada con
lGpulo (Hornsey, 2003, IICA, 2000, SECA, 2016). La cerveza es uno de los productos
mas antiguos de la civilizacion. Hallazgos arqueoldgicos del afio 3000 a.C. demuestran
su produccion en el Antiguo Egipto como agente protector para evitar la peste
(Martinez, 2015, Artesana, 2003). Tradicionalmente, la cerveza se componia de tres
ingredientes basicos: cebada malteada, agua y levadura transportada por el aire
(Cervebel, 2012). La cebada remonta su existencia a los 3000 a.C. y los mejores
cultivos de cebada se encontraban en paises nérdicos como Alemania o Inglaterra que
se convirtieron en principales productores de cerveza (SECA, 2016). Antiguamente, en
el afio 999 se agregaba a la malta el gruit (grutum) que es una mezcla de hierbas
secas con resina de pino que aromatizaban y actuaba como conservante de la
cerveza, lo que hizo que los gruteros fueran los hombres mas ricos de la época
medieval (Cervebel, 2012).

En el siglo Xl se reemplazé el gruit por el lupulo promovidos por mercaderes
flamencos y holandeses. Su uso mejoraba la calidad de la cerveza por combatir
levaduras silvestres y su sabor amargo la hacia més ligera (Cervebel, 2012, Behre,
1999). A partir del siglo XVIII todas las cervezas se elaboran con lupulo, aquellas que
no fueron producidas con este ingrediente se conocian como “ale” (SECA, 2016,
Behre, 1999). Entre 1981 y 1986 en Bélgica se duplicéd la produccién de cerveza, lo
que resultd en la elaboracién de una cerveza mas homogénea en sabor y aroma. La
escasez de tipos de cerveza, han permitido renacer microcerveceras tradicionales a
nivel mundial (Cervebel, 2012, SECA, 2016).

1.1.2 Clasificacion de la Cerveza
Existen diferentes tipos de cerveza que pueden clasificarse a partir de varios criterios,

como se presenta a continuacion:

a. Segln su aspecto: Se basa en rasgos visuales como el color, pudiendo ser rubias,

ambar y negras; y por su turbiedad, pudiendo ser turbias o claras (Rodriguez, 2008).
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b. Segun la materia prima: Se refiere al cereal utilizado. Se denomina “cerveza” si
procede de la cebada. Si la malta de cebada se reemplaza por otro cereal se indica

como “cerveza de...
2017).

seguido de la malta de origen (Rodriguez, 2008, Gonzalez,

c. Segun el tipo de fermentacion: Esta constituye la clasificacion de preferencia para
categorizar las cervezas pues incluye casi todos los estilos existentes (Rodriguez,
2008, Gonzalez, 2017, Castillo A., 2014). Se diferencian tres tipos:

- De baja fermentacién o Lager: Son cervezas ligeras cuya fermentacién
se da en la parte baja del tanque y en ambientes frios entre 2 a 8 °C
(Castillo A., 2014, Gonzalez, 2017).

- De alta fermentacién o Ale: Son aquellas que realizan su fermentacion
en la parte alta del tanque a temperaturas de 15 a 25 °C, transformando
los azlcares del mosto en cerveza (Castillo A., 2014, Gonzalez, 2017).

- De fermentacion espontanea: Este tipo de cerveza se diferencia de las
dos anteriores debido a que no fermentan en tanques sino en tinas
grandes sin aporte de levaduras. La fermentacibn se da por las
levaduras salvajes provenientes del ambiente (Castillo A., 2014).

d. Segln el contenido de extracto seco: Esta clasificacién constituye un criterio
de calidad que refiere a la cantidad de cereales que se usan para la elaboracion de la
cerveza, conocido como Extracto Seco Primitivo (ESP). El extracto seco primitivo se
expresa en gramos por cada 100 gramos de mosto (Rodriguez, 2008). De acuerdo a

esta clasificacion se distinguen los siguientes tipos de cerveza:

e Cervezas sin alcohol: ESP entre 2y 4
e Cervezas Tradicionales: ESP entre 11y 13
e Cervezas especiales: ESP entre 13y 15

e Cervezas extra especiales: ESP 15 o mas (Rodriguez, 2008)

1.1.3 Elaboracion de Cerveza

La cerveza es la bebida resultante de la fermentacion alcohdlica producida por la
levadura contenida en el mosto procedente de la malta de cebada y aromatizada con
lGpulo (Hornsey, 2003, IICA, 2000, SECA, 2016).

16

Evelyn Michelle Castro Arteaga
Bioquimica Farmacéutica



e
Universidad de Cuenca é&

fs\ms DE CUENCA)
‘ < 5

1.1.3.1 Materia prima

a. Cebada: Los granos de cebada tienen forma ovoide y estan rodeados de varias
capas de cascara que protegen el pericarpio, el endospermo que es fuente de
nutrientes para nuevos brotes y al embrién (Baxter, 2001, Bamforth, 2004). La cebada
utilizada para la elaboracion de la cerveza pertenece a la especie de Hordeum spp en
la que se distinguen la Hordeum vulgare L. con seis hileras y la Hordeum distichum L.
con dos hileras, esta especies tienen una concentracién moderada de proteinas de 10-
12% lo que determina la calidad de la malta, la estabilidad de la espuma y la nutricién
de las levaduras (Arias, 1991, Gonzalez, 2017). La seleccién de la cebada de buena
calidad maltera evalta el estado fisico del grano. Por ejemplo, cuando el color del
grano es amarillo pajizo resulta de buenas condiciones de maduracioén y cosecha, el
exceso de lluvia decolora el grano y aparece una coloracién negra que indica el
crecimiento de hongos que disminuye la calidad de la malta. Se rechaza el lote cuando
la alteracién del color supera el 12% (Arias, 1991, Hornsey, 2003). El brillo es
indicador de buenas condiciones de maduracion, cosecha y almacenamiento, a menor
humedad mas brillo (Arias, 1991). El grano de cebada debe llegar completo al
malteado para garantizar que el endospermo induzca a la aleurona a la produccion
enzimatica necesaria para la produccion de la cerveza (Gonzalez, 2017, Arias, 1991).
Mientras mas redondeados los granos de cebada, mas homogénea es la distribucién
de las enzimas mejorando el extracto y las caracteristicas de disolucion (Hornsey,
2003, Gonzalez, 2017, Arias, 1991).

b. Lupulo: Es una planta de la familia Cannabéaceas del género Humulus en la que se
distinguen tres especies H. japonicus, H. yunnanensis y H. lupulus. Esta dltima es
utilizada en la industria cervecera por sus propiedades aromatizantes y conservantes
(Fonnegra, 2007). La parte mas importante a nivel comercial son las flores femeninas
del lapulo por contener glandulas de lupulina que es una sustancia amarillenta y
amarga compuesto de resinas (a-acidos), aceites esenciales y taninos usados en la
industria de la cerveza (Martinez A. et al., 2007). El sabor amargo y caracteristico de la
cerveza se da por isomerizacion de las resinas durante la coccién del mosto (Hornsey,
2003, Martinez A. et al., 2007, Yepes, 2007).

Componentes de la Lupulina
- Componentes amargos: Representan del 5-20% del peso del lapulo
maduro. Se clasifican como a-acidos y B-acidos derivados del floroglucinol di
o triprenilados. Los a-acidos estan en mayor proporcion alrededor de 4 mg/mL
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de cerveza y determina la calidad del lUpulo. Se han aislado la humulona (35-
70%), cohumulona (20-65%) y adhumulona (10-15%), su funcién basicamente
es la conservacion de la cerveza dando estabilidad en la espuma y por su
actividad antimicrobiana (Martinez A. et al., 2007, Fonnegra, 2007). Son
susceptibles a la oxidacion por altas temperaturas, por lo que pierden su
capacidad de amargor. Los [-acidos no tienen mucha importancia,
contribuyen al amargor de la cerveza pero en menor proporcién (Martinez A.
et al., 2007, Gonzalez, 2017).

- Componentes aromaticos: Los aceites esenciales son volatiles, no soportan
elevadas temperaturas, los ldpulos aromaticos se afiaden al final de la
coccion mientras que los ldpulos de amargor se adicionan al inicio para
garantizar su isomerizacion (Hornsey, 2003, SECA, 2016, Milligan et al.,
1999). Los aceites esenciales estan compuesto por alcanos, monoterpenos
entre ellos el monoterpeno myrceno y sesquiterpenos como B--cariofileno y
humuleno que representan el 57-82% de los aceites esenciales (Martinez A.
et al., 2007).

- Flavonoides prenilados: Son mezclas de chalconas secretadas por las
glandulas lupulinicas que tienen efecto fitoestrogénico, la chalcona
xantohumol es la mas abundante en una concentracion de 0.01-0.5% en el

fruto fresco (Milligan et al., 1999)

c. Levadura: Proviene del latin “levare” que significa “levantar”, son organismos
eucariotas, unicelulares pertenecientes a los ascomicetos, tienen forma redondeada u
ovalada con didmetro de 5-10 micras (Dickinson, 2004, Bamforth, 2004, Gonzalez,
2017). La composicibn macromolecular de las levaduras incluyen proteinas (40-50%
del peso seco), glicoproteinas, polisacaridos, polifosfatos, lipidos y acidos nucleicos
(Suéarez-Machin et al., 2016, Otero et al., 2000).

La especie Saccharomyces cerevisiae deriva su nombre del vocablo Saccharo
(azucar), myces (Hongo) y cerevisiae (Cerveza). Es una levadura heterotrofa, con alto
poder fermentativo, obtiene su energia de la glucosa (Suarez-Machin et al., 2016,
Otero et al., 2000). Tienen amplio uso industrial en la panificacién y en la elaboracion

de vinos, cerveza y otras bebidas alcohdlicas (Suarez-Machin et al., 2016).
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Las levaduras usadas para la produccién de cerveza se dividen en dos grupos:
Levadura alta o “de fermentacion alta” y la levadura baja o “de fermentacién baja”. Las
levaduras altas como Saccharomyces cerevisiae son aquellas que pueden flocular y
flotar formando una nata hacia el final de la fermentacion, este tipo son comunes para
cervezas tipo ale. La levadura baja como Saccharomyces carlsbergensis son aquellas
que floculan y se hunden en el fermentador para cervezas tipo larger (SECA, 2016,
Garcia et al., 2004, Briggs, 2004). La utilizacién de otras cepas de levaduras pueden
producir sabores desagradables, acidez excesiva, formar peliculas en la superficie y
turbiedad en el producto final (Garcia et al., 2004). La producciéon de etanol se da por

conversion de hexosas, seguln la siguiente ecuacion:
Hexosas + Levadura—— Etanol + CO, + levadura + A

La velocidad de fermentacion alcanza su maximo nivel a las 15 horas, es decir que
para obtener una concentracion final de alcohol entre 6 al 7 % de volumen son
necesarias 24 a 30 horas de fermentacion (Gonzalez, 2017, Suérez-Machin et al.,
2016).

1.1.3.2 Fabricacion de la Cerveza

La cebada destinada para la elaboracion de cerveza recibe un pretratamiento de
secado y tostado que se conoce como malteado, este procedimiento determina el
color de la cerveza a preparar (SECA, 2016). El agua empleada en la produccién de la
cerveza debe ser potable y disponer de sistemas de control de calidad que garanticen
su pureza. La selecciéon de las materias primas deben estar a cargo de personas que
puedan hacer la eleccién adecuada del producto, rechazando aquellos lotes que
presenten contaminantes o en mal estado (SECA, 2016, Yepes, 2007). Los pasos que
se deben seguir para la fabricacién de la cerveza son: Maceracion y formacion del
mosto, filtracién, coccién y enfriamiento del mosto, fermentaciéon, maduracion y

envasado que se detallan a continuacion.

a. Pretratamiento de la cebada: Secado y tostado
Este proceso se emplea para la obtenciéon de la malta y consiste en someter a la
cebada a una primera fase de secado a baja temperatura para disminuir el contenido
de agua del grano germinado y una segunda fase de tostado en el que se somete al
grano seco a temperaturas mas elevadas. Segun el tipo de cerveza que prepare
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dependera la temperatura a la que se somete, siendo la minima entre 80-85 °C para

cervezas claras y entre 100-150 °C para cervezas oscuras (IICA, 2000, SECA, 2016).

Los granos de cebada tienen un bajo contenido de azucares fermentables que se
incrementan durante el malteado pues este proceso provoca un aumento de enzimas
amiloliticas que degradan el almidén del mosto generando azucares fermentables
disponible para la fermentacion (Garcia et al., 2004). La principal caracteristica de una
cebada cervecera es germinar durante el malteo; aquellas que no germinan no
producen enzimas fundamentales para hidrolizar componentes durante la
sacarificaciéon (SECA, 2016, Suarez-Machin et al., 2016).

b. Maceracién de la malta y formacion del mosto
Este proceso consiste en el desdoblamiento del almidon y proteinas en maltosa y
aminoacidos para dar melanoidinas. Algunos cerveceros en esta etapa utilizan
adjuntos que son cereales crudos como arroz y maiz, que han sido adicionados con la
finalidad de aumentar la concentracion de azlcares fermentables (IICA, 2000, SECA,
2016).

El almidén es hidrolizado por dos enzimas principalmente, la a-amilasa y la B-amilasa.
La a-amilasa es una endoenzima que hidroliza enlaces alejados de los puntos de
ramificacién y como producto se obtienen dextrinas y oligosacaridos, su temperatura
optima es de 70 °C (Hornsey, 2003). La B-amilasa es una exoenzima que actla en los
extremos no reductores de la cadena liberando maltosa y dextrinas, su temperatura
6ptima es de 60 °C (Figura 1) (Garcia et al., 2004).
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Extremo no reductor

Extremo reductor
Amilopectina Amilosa

Figura 1. Estructura del almidén y zonas de accion de las enzimas amilasas

Fuente: Kunze et al. (1996)

Para dar inicio a la maceracién se deja la malta en contacto con el agua para que se

hidrate de 20 a 60 minutos. Las etapas de este proceso se detallan a continuacion:

- Peptonizacién a 45°C: Consiste en la activacion de la peptidasa que
forma aminoacidos y péptidos simples. Ademas se activa la fitasa que
incrementa la liberacién del fésforo de los compuestos organicos, demora de
10 a 60 minutos.

- Formacion de azucares: Inicialmente, se forma la maltosa a 55-62.5°C
y se inactiva la B-amilasa. Luego, a 67-74° se incrementa la actividad de la a-
amilasa dando resultado gran cantidad de dextrinas en un lapso de 30-60
minutos.

- Estabilizacién de masa 74-77.5 °C: Se inactivan parcialmente las
enzimas, se aplica esta temperatura por un lapso de 5-10 minutos. Este paso
determina la viscosidad del mosto durante la filtracién (Hornsey, 2003, SECA,
2016).

En base a esto, si se favorece la accion de la a-amilasa (altas temperaturas) se
obtendran altas cantidades de dextrinas en el mosto lo que generaran alta densidad y
estabilidad de espuma; mientras que si se favorece la accion de (-amilasa (bajas
temperaturas) tendrd abundantes azucares fermentables y por lo tanto un alto
contenido de alcohol en la cerveza (Garcia et al., 2004, Hornsey, 2003).
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c. Filtracion del mosto
El producto final de la maceracion es el mosto y el bagazo. El mosto esta constituido
por componentes solubles como azlcares, dextrinas, sustancias minerales y proteinas
y el bagazo contiene los compuestos insolubles como almidén, celulosa y proteinas de
alto peso molecular (SECA, 2016, IICA, 2000).

La filtracidén se realiza en dos pasos. El primer paso es escurrir el mosto del bagazo y
el segundo paso es lavar el bagazo con agua a 78 °C para recuperar todo el extracto
soluble retenido. El pH de 4.1-4.9 del agua de lavado juega un papel fundamental para
evitar el arrastre de compuestos indeseados como taninos, compuestos amargos de la
cascara, acido silico que van a afectar la calidad de la cerveza (lICA, 2000, Priest and
Stewart, 2006).

d. Coccién del Mosto

El proceso de coccién demora aproximadamente 2 horas. La coccién estabiliza el
mosto tanto enzimatica como microbiolégicamente. Su objetivo es detener el proceso
enzimatico durante la fermentacion y evitar turbiedad en la cerveza (Castillo A., 2014,
SECA, 2016). La ebullicion favorece la coagulacion de las proteinas que se da en dos
fases. La primera es la desnaturalizacion mediante la ruptura de puentes de hidrogeno
pasando de hidratado a deshidratado. La siguiente fase es la coagulacion mediante la
formacion de micelios deshidratados. El pH final es de 5.3 (Hornsey, 2003).

En este paso, el mosto aumenta su coloracién por la formacién de melanoidinas y por
la oxidacion de taninos. La isomerizacion de las isohumulonas del lGpulo de sabor
liberan el amargor caracteristico de la cerveza (Hornsey, 2003). Los lUpulos de aroma
son volatiles por lo que deben ser agregados en los Ultimos minutos de la coccion del
mosto para conservar sus propiedades aromaticas (SECA, 2016). Los polifenoles que
forman parte de la composicion del lapulo intervienen en la floculacién, en el cuerpo y

amargor de la cerveza (IICA, 2000).

e. Enfriado del mosto
La levadura ejerce su poder fermentativo a bajas temperaturas, por lo que finalizada la
coccién del mosto se debe enfriar rapidamente (SECA, 2016). Visualmente se aprecia
que el mosto se enturbia cuando se enfria hasta 20°C. Para que se continde con la
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fermentacion se debe suministrar aire a la levadura cuando el mosto esta frio. Si el
suministro de aire se da en el mosto caliente éste se oxida disminuyendo la actividad

enzimatica indispensable para la fermentacion (Castillo A., 2014).

f. Fermentacién
Quimicamente el mosto debe contener aminoacidos, acidos grasos, azucar y oxigeno.
(Baxter, 2001). La fermentacion esta a cargo de las enzimas de la levadura cuando
toman contacto con el mosto rico en azlcares que serdn convertidos en etanol y
diéxido de carbono (SECA, 2016, Otero et al., 2000). Las levaduras luego de ser
sometidas a la coccién utilizan energia de reserva celular antes de acostumbrarse al
nuevo ambiente. Al tener una alta concentracion de azulcar inician con la fermentacion,
consumen el oxigeno del aire disuelto y ayudan a las mitocondrias a recuperar su

energia lo que permite propagarse por gemacion (Hornsey, 2003).

Una vez que se agota el oxigeno del medio y que la cantidad de azlcares
fermentables han disminuido, la levadura comienza a flocular debido a la saturacion de
etanol y de dioxido de carbono depositdndose al fondo del tanque. Estos compuestos
actian como venenos celulares, lo que dara lugar a un proceso de autolisis (Baxter,
2001). La levadura debe ser retirada para evitar contaminacion del producto por
descomposicién celular que influyen sobre las caracteristicas organolépticas de la
cerveza (Hornsey, 2003).

g. Maduracién

La maduracion se refiere al tiempo en que la cerveza es contenida en los tanques de
fermentacion cerrados herméticamente para evitar la salida del gas. Todo este
conjunto evita la oxidacién y facilita la clarificacién del producto (SECA, 2016, IICA,
2000). El objetivo en esta etapa es dejar que sedimente la materia amorfa que se
produce por la fermentacién. Ademas permite la refinacién del sabor mediante la
volatilizacién de sustancias no deseadas y la formacién de espuma (SECA, 2016,
[ICA, 2000).

La temperatura optima de maduracién es de 0-3 °C y si supera esta temperatura se
da proceso a la autolisis de la levadura (Baxter, 2001). El tiempo de maduracién

Optimo es de 3 a 4 semanas, pues si es menor se obtendran sabores desagradables y
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concentrados, sin clarificado del producto. En cambio, si el tiempo es muy prolongado

el sabor se suaviza, pierde cuerpo y amargor.

h. Filtracion y envasado
Se realiza esta filtracion con el objeto de eliminar todos los restos suspendidos que
puedan producir turbiedad en la cerveza embotellada. Este proceso no se realiza en el
caso de cervezas artesanales debido a que, en su mayoria, no se expende como
producto embotellado sino que son servidas directamente al vaso. En otros casos,
algunos cerveceros prefieren embotellar sus productos en vidrio color ambar (SECA,
2016). En el caso de cervezas expedidas en botellas pueden ser sometidas a

pasteurizacién sometiéndola a una temperatura de 70 °C (lICA, 2000).

1.1.3.3 Control de calidad de la cerveza

La calidad de la cerveza esta basada en la ausencia de aspectos indeseables en el
producto final (SECA, 2016). El impacto a nivel sensorial en el consumidor tanto en el
gusto, sabor y color hacen que un producto sea deseado o rechazado. La alteracién
de la cerveza puede deberse a la calidad de materias primas utilizadas, proceso de

elaboracion y malas condiciones de almacenamiento del producto final.

Para valorar la calidad de la cerveza se utilizan parametros fisicoquimicos tales como
color, turbiedad, acidez total, grado alcohdlico y pH, asi como parametros
microbiol6gicos como determinacién de aerobios mesdéfilos y de mohos y levaduras
(Arias, 1991, INEN, 2013).

a. Control Fisico-quimico
Color: Esta determinado por el tostado del cereal que se utiliza para su fabricacion,
mientras mas tostado mayor intensidad de color, pudiendo ir desde el color dorado
palido hasta el marrén obscuro casi negro (Castillo A., 2014, Gonzalez, 2017). El pH
de la cerveza es tipicamente acido; sin embargo, una mala conservacion puede llegar
a neutralizarla e incluso alcalinizarla. Este proceso da lugar a una serie de reacciones
en cadena, donde los hemiacetales pasan a su forma carbonilo de azlcares
reductores (aldehidos y cetonas reactivas). Estos se unen con proteinas, péptidos y

aminoacidos y se condensan dando paso a la reaccion de Maillard, que obscurece el
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producto a un color marrén e indica el inicio de la enolizacion de la glucosamina
(Hornsey, 2003).

La European Brewer Convention (EBC) establecié una escala de color para evitar
errores de apreciacion al momento de determinar el color de la cerveza, malta y
caramelo. Esta escala de colores esta asignada por nameros que van del 1 al 100,
partiendo desde el color amarillo pélido hasta el marrén negro. Por ejemplo, segun la
EBC la cerveza lager, sea esta blanca o rubia, tiene un color entre 8.0 y 10.0 EBC
(Figura 3) (EBC, 1966, Baxter, 2001).

EBC 4 8 12 16 20 24 28 31 35 39 4 47 51 55 61 63 67 M1 715 1

Figura 2. Escala de colores de la European Brewer Convention
Fuente: European Brewer Convention, (EBC, 1966)

Grado alcohdlico: Es la relacion entre el volumen del alcohol etilico y el volumen total
de la mezcla hidroalcohdlica medidas a una temperatura de 20°C. Se expresa en
fraccion volumétrica (%) (INEN, 2013). La clasificacion de la cerveza segun el grado
alcohdlico se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de cerveza por grado alcohdlico

Tipo de Cerveza Grado alcoholico (%) Referencia
Sin alcohol <1.0 (SECA, 2016)
Lager 4.0a5.0 (SECA, 2016)
Pilsen lager 3.0a6.0 (SECA, 2016)
Bitter 3.0a7.0 (Cervebel, 2012)
IPA (Indian Pale Ale) 50a7.0 (Cervebel, 2012)
Double 6.5a9.0 (Baxter, 2001)
Dark barley o negras 8.0a12.0 (SECA, 2016)

pH: La composicion de sales propia del agua utilizada en la producciéon determina el
pH del mosto y de la cerveza. Si el pH es elevado, la sacarificacion es deficiente

debido a la poca actividad enzimética, coagulacion proteica débil y el sabor se vuelve
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méas amargo y astringente por el incremento de taninos y ademas de crecimiento

microbiol6gico indeseable (Hornsey, 2003).

Espuma: Corresponde a la dispersion de burbujas de gas de diéxido de carbono y
materias soélidas suspendidas en el seno de un liquido viscoso que se forman por la
adsorcion de moléculas reactivas en la interface gas-liquido (Hornsey, 2003). La
presencia de espuma en la cerveza es un indicador de calidad para quien la consume.
La formacion de espuma estd dada por la interaccién entre proteinas de alto peso
molecular de la malta y las isohumulonas del lapulo, es decir, mientras menor sea la

relacién entre la malta y el lpulo menor sera la espuma generada (Castillo A., 2014).

Turbiedad: La pérdida de brillo, descenso de la transparencia, alto grado de
enturbiamiento, floculacién, precipitacién y sedimentacion son parametros en cadena
que indican la inestabilidad quimica de la cerveza. Las causas de la turbiedad de la
cerveza pueden ser de origen biolégico, coloidal y quimico. Esta Ultima se produce por
sales insolubles producto de la actividad enzimatica deficiente (IICA, 2000, SECA,
2016, Yepes, 2007).

- Turbiedad biolégica: Factores como la concentracion de alcohol, la ausencia
de oxigeno y el pH acido impiden el crecimiento de bacterias cuando el
producto es estable. Sin embargo, la contaminacion microbiolégica se da por
aporte de la materia prima, levaduras salvajes del medio y por mala
manipulacién del producto a lo largo de la produccién (Martinez, 2015,
Hornsey, 2003).

- Turbiedad coloidal: Los coloides que estan presentes en la cerveza tienden a
coagular y formar estructuras cada vez mas grandes provocando el
enturbiamiento y precipitado en la cerveza. Este proceso se favorece por pH
basicos, proteinas de la cebada como la prolina, sustancias organicas como
los taninos y por exposicion a la luz. Se distinguen dos tipos: la turbiedad fria
gue es cuando la cerveza es enfriada a 0°C aparece un enturbiamiento que
desaparece luego de atemperarse, y la turbiedad permanente que
desaparece la turbiedad cuando se somete a calentamiento a 70°C vy

reaparece cuando baja la temperatura (Hornsey, 2003, SECA, 2016).
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b. Control microbioldgico

La cerveza dispone de factores antimicrobianos como el pH acido, elevada
concentracion de diéxido de carbono, etanol y ltpulo, que le dan una potente actividad
antimicrobiana contra bacterias grampositivas. Los a-acidos del lupulo actian como
ionéforos que regulan el pH a través de la membrana citoplasmatica de las bacterias
disminuyendo la fuerza protdnica, por lo que la bacteria no puede incorporar nutrientes
y muere. Cuando el producto esta alterado no dispone de este mecanismo de defensa
(Priest and Campbell, 1999, Hill, 2015).

La presencia de microorganismos se da por la malta contaminada o por la mala
manipulacién del operador durante la produccion. Las bacterias que han sido aisladas
e identificadas en la cerveza son: Acetobacter spp., Bacillus spp., Brevibacillus spp.,
Clostridium spp., Gluconobacter spp., Lactobacillus spp., Megasphaera spp.,
Pectinatus spp., Pediococcus spp., Selenomonas spp., Zymomonas spp., Zymophilus
spp., y Enterobacterias. De éstas, algunas cepas de Lactobacillus y Pediococcus son
resistentes al lGpulo. En particular, las cervezas de produccion artesanal han
presentado contaminacion por Bacillus cereus y Bacillus licheniformis (Hill, 2015,
Priest and Campbell, 1999).

1.2 MICOTOXINAS

1.2.1 Concepto

La palabra micotoxina proviene del griego mico que significa hongo y toxicum que
significa veneno (Wood, 1992, Soriano del Castillo, 2007). Las micotoxinas son
metabolitos secundarios producidos por diferentes géneros y especies de hongos que
colonizan y contaminan sustratos que son utilizados en la alimentaciébn humana y

animal (Duarte Vogel and Villamil Jiménez, 2006, Requena et al., 2005).

Las micotoxinas son generadas por mohos que han alcanzado un grado de
diferenciacion bioquimica, fisiol6gica y morfoldgica. Los hongos utilizan metabolitos
primarios como proteinas, carbohidratos y lipidos para su crecimiento. Entre el final de
la fase exponencial y el inicio de la fase estacionaria se producen las micotoxinas

como metabolitos secundarios (Figura 4) (Soriano del Castillo, 2007).
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Sintesis de micotoxinas
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Tiempo

Figura 3. Fases de crecimiento fangico y localizacion de la sintesis de micotoxinas
Fuente: (Soriano del Castillo, 2007)

La cantidad que se produzca depende de parametros nutricionales y ambientales en
las que crece el hongo. Los alimentos actlan como sustratos que favorecen el
crecimiento de los hongos, siendo algunos alimentos mas 6ptimos que otros. Aunque
un alimento no presente cambios en su apariencia, olor o sabor estos pueden estar
contaminados con micotoxinas (FAO, 2010). Por el contrario, no todos los hongos son
productores de micotoxinas, ni todos los granos contaminados son téxicos (Soriano del
Castillo, 2007).

1.2.2 Efectos nocivos de las micotoxinas

El consumo de alimentos contaminados con micotoxinas trae consecuencias graves
para la salud humana y animal. Los efectos producidos varian segun el tipo de
micotoxina consumida. Entre las principales alteraciones fisiol6gicas asociadas con las
micotoxinas estan el cancer, hemorragias, depresion del sistema inmune, tumores,
abortos, defectos de nacimiento, problemas digestivos y diarreas. Cabe destacar, que
su mayor efecto patdgeno se da en nifios debido a que estan en fase de crecimiento y
maduracién de los érganos depuradores, rifion e higado, lo que favorece el potencial
destructivo de la toxina. De hecho, sus efectos pueden pasar desapercibidos siendo
evidente el dafio producido cuando llegan a la adultez (Duarte Vogel and Villamil
Jiménez, 2006, FAO, 2010).
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1.2.3 Micotoxinas en Cerveza

La cerveza es propensa a la contaminacion por micotoxinas al ser un producto
derivado de cereales como la cebada, avena, trigo, maiz y arroz. La mala
manipulacion durante el almacenamiento a gran escala y el transporte a largas
distancias contribuyen al desarrollo de hongos. El punto critico para la contaminacion
es debido al uso de cereales adicionales crudos con el objeto de aumentar la cantidad

de azucares fermentables (lkalafeng, 2008).
En la tabla 2 se detallan las micotoxinas aisladas e identificadas en la cerveza.

Tabla 2. Micotoxinas, hongos y afecciones en animales y humanos

Micotoxinas Hongos Afecciones Referencia
Deoxynivalenol | Fusarium graminearum | Inhibidor de | (Piacentini et al.,
Fusarium culmorum sintesis 2017, Harcz et al,
Cephalosporium spp protéica. 2007, Anselme et
Trichoderma spp al., 2006)
Trichothecium spp
Zearalenona Fusarium graminearum | Efectos (Ikalafeng, 2008,
Fusarium estrogénicos, Pascari et al., 2017,
sporotrichioides vomitos y | Rubert et al., 2013)
muerte.
Ocratoxina Aspergllus ochraceus | Nefrotéxico vy | (Anselme et al.,
subgenus Circundati, | hepatotéxico 2006, Aresta et al.,
Aspergillus 2006, Bellver Soto
carbonarius, et al., 2014, Chu et
Penicillium verrucosum al., 1975, Mateo et
y P. viricatum al., 2007)
Aflatoxinas Aspergillus flavus, A. | Cancer (Mably et al., 2005,
nomius, A. parasiticus | hepético, se | Mateo et al.,, 2011,
excreta por la | Bauer et al.,, 2016,
leche materna | Odhav and Naicker,
como aflatoxina | 2002, Pascari et al.,
M1, pasa al|2017)
feto.
Fumonisinas Fusarium proliferatum | Cancer (Kawashima et al.,
Fusarium verticillioides | hepatico, 2007, Piacentini et
nefrotoxico  y | al.,, 2017, Pietri et
hepatotoxico al., 2010)
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1.3 OCRATOXINA A Ll

1.3.1 Generalidades

La Ocratoxina A (OTA) fue aislada por primera vez en 1965 en Sudéfrica a partir de
cultivos de Aspergillus ochraceus en cereales y legumbres, y de ahi nace su nombre
(Soriano del Castillo, 2007). Las ocratoxinas son metabolitos secundarios toxicos
producidos por especies de hongos filamentosos superiores de los géneros Penicillium
y Aspergillus, capaces de crecer sobre una amplia gama de sustratos organicos como
vegetales particularmente cereales, café, derivados como el pan y alimentos de origen
animal (Skarkova et al., 2013, Ravelo et al., 2011). Es considerada la micotoxina mas
frecuente en la contaminaciéon de granos de cereales en climas templados y frios
(Bellver Soto et al., 2014).

1.3.2 Composicion quimica

La Ocratoxina A tiene una composicion quimica de 7-carboxi-5-cloro—8-hidroxi y un
anillo -3,4-dihidro metilisocumarina enlazada por un grupo carboxilo y por un enlace
tipo amida a una molécula de L-fenilalanina (Figura 5) (CAC, 2015). Es incolora,
soluble en solventes organicos polares, poco soluble en agua, tiene caracteristicas de
acido débil y emite fluorescencia al ser excitada con luz ultravioleta (Ravelo et al.,
2011, Maaroufi et al., 2016, Schrenk and Cartus, 2017).

A mas de la ocratoxina A, existen otros tipos de ocratoxina, el tipo B que se caracteriza
por ser un derivado no clorado de la OTA y es menos todxica, y la ocratoxina C que es
un éster de la OTA que carece de potencial toxico. La mas importante de las
ocratoxinas es la ocratoxina A al ser contaminante natural en productos vegetales y
por su elevada toxicidad (Ravelo et al., 2011, CAC, 2015).
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Figura 4. Estructura molecular de la ocratoxina A, By C

Fuente: (Steinberg, 2013)

1.3.3 Produccion de ocratoxina A

Aspergllus ochraceus subgenus Circundati, Aspergillus carbonarius, Penicillium
verrucosum y P. viricatum son considerados como los principales productores de
ocratoxina A en cereales (Ravelo et al., 2011). La capacidad para producir la toxina
esta relacionada con la temperatura y con el pH del alimento (CAC, 2015).

Los factores éptimos para el crecimiento de hongos del género Penicillium se da en un
intervalo de temperatura de 4-31 °C y con una actividad acuosa de 0.80 por lo que
contamina cereales y derivados en climas templados y frios. En el género Penicillium,
el principal productor de ocratoxina es el Penicillium verrucosum, caracteristico por
poseer conidiéforos ter o cuaterverticilados, de crecimiento reducido no mas de 25 mm
de diametro con conidiogénesis moderada y de color verde grisaceo. Sus colonias son
de textura fasciculada y/o algodonosa, con conidios globosos y lisos, con estipes
rugosos. Se aisla principalmente de sustratos vegetales de cereales como cebada y
trigo (Soriano del Castillo, 2007).

Por otro lado, el género Aspergillus se produce en climas calidos y tropicales en un
intervalo de temperatura de 12-37 °C, manifestdndose incluso en alimentos
almacenados (Soriano del Castillo, 2007, Ravelo et al., 2011, ELIKA, 2013). En el
género Aspergillus las especies productoras de OTA originan colonias de 2 a 4 um,
amarillentas con esclerocios amarillos, rosados o0 marrones; las cabezas conidiales
son radiales y biseriadas depende de la especie. En el caso de Aspergillus alliaceus
produce esclerocios de color negro. El porcentaje de cepas productoras en una
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especie como el caso del Aspergillus ochraceus no supera el 50% a diferencia del
Aspergillus carbonarius que alcanza el 100% (Soriano del Castillo, 2007). Para
Aspergillus niger, las colonias son de color marrén obscuro, por tener conidios negros
les proporciona proteccion contra el sol y los rayos ultravioletas manteniendo estable
su morfologia (Rodriguez, 2008, Soriano del Castillo, 2007).

1.3.4 Toxicidad

OTA es una micotoxina neurotdxica, nefrotdxica, inmunosupresora, genotodxica,
carcindgena y teratégena que contamina alimentos de consumo humano. OTA ha sido
clasificada dentro del grupo 2B de posibles cancerigenos segun IARC (Requena et al.,
2005, Soriano del Castillo, 2007, Martinez and Larrafiaga, 2012, IARC, 2013). La
ocratoxina A fue asociada en 1950 con la nefropatia endémica de los Balcanes que se
manifiesta en insuficiencia renal crénica bilateral asociada a uroteliomas y carcinoma

renal (Lépez de Cerain et al., 2000, Pfohl-Leszkowicz and Manderville, 2007).

La nefrotoxicidad generada por consumo de ocratoxina A presentan sintomas como:
poliuria, glucosuria, proteinuria y enzimuria. Esto se explica por el dafio en el tibulo
contorneado proximal y la disminucién de la tasa de filtracion glomerular. La ocratoxina
aumenta el pH de la orina por la inhibicion de la reabsorcion de HCO3- en los tubulos.
Se debe considerar que la intensidad de los sintomas es directamente proporcional a
la dosis que se consume y al tiempo de exposicién (Lépez de Cerain et al., 2000). La
genotoxicidad producida por esta micotoxina afecta a los testiculos formando aductos
con el ADN, lo que epidemiol6gicamente se evidencia con cancer testicular (Ravelo et
al., 2011, Pfohl-Leszkowicz and Manderville, 2007).

La Ocratoxina A ejerce su toxicidad mediante los siguientes mecanismos de accion:

a. Alteracion de la respiracion celular
Actla por inhibicion competitiva con la actividad de la ATPasa, la succinato
deshidrogenasa y la citocromo C oxidasa lo que genera radicales hidroxilados por
peroxidacion lipidica, produciendo dafio celular irreversible (Ravelo et al., 2011, Dopp
et al., 1999).
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b. Alteracion de sintesis de proteinas
Se da a nivel post-transcripcional por inhibicion competitiva de la Phe-ARNt sintetasa,
induciendo la actividad de la caspasa y la poteincinasa que altera la sintesis de ADN
(Stermer and Lea, 1995, Hohler, 1998).

c. Secuestro de calcio microsomal
Esta ligado a la peroxidacion lipidica. En estudios in-vitro, OTA inhibe el bombeo y
captacion de calcio a través del reticulo endoplasmatico del hepatocito en un 40%
(Dopp et al., 1999).

d. Inmunotoxicidad
Se evidencia por la reduccién en la produccion de IL-2 y de la expresion de sus
receptores, disminucién de macroéfagos, de IL-1, del factor de necrosis tumoral y de

células natural killer (Lépez de Cerain et al., 2000).

1.3.5 Ocratoxina A en cereales y productos derivados

La principal fuente de exposicién para seres humanos y animales a esta micotoxina
son los cereales, sin descartar su presencia en otros alimentos como granos de café,
cacao, carne, uvas, pasas, legumbres, alimentos infantiles e incluso en bebidas

alcohdlicas como vino y cerveza (Bellver Soto et al., 2014, Ravelo et al., 2011) .

La presencia de OTA en los cereales se debe fundamentalmente a las malas
condiciones de cosecha y almacenamiento del grano, operaciones de desecacion
incompletas, altos niveles de humedad y temperaturas 6ptimas medioambientales
contribuyen al crecimiento de hongos y por tanto favorecen la contaminaciéon del
alimento (Volkova, 2013, Kabak, 2009). Cuando el contenido de humedad supera el
14% durante la cosecha produce un aumento en la concentracién de ocratoxina, esto
se ha comprobado tanto en la cebada y maiz. En el caso del arroz silvestre, estimula
la produccioén de ocratoxina debido a la alta concentracién de proteinas y aminoacidos

en comparacion con el arroz blanco (Kabak, 2009, Soriano del Castillo, 2007).

En el caso particular de la cerveza, la presencia de ocratoxina se da por
contaminacion en la materia prima como la malta de cebada o la mezcla de cereales
utilizados para producir el mosto durante la elaboraciéon de la cerveza (Aresta et al.,
2006, Volkova, 2013). El lupulo por su actividad antimicrobiana, la coccién del mosto y
la fermentacion pueden disminuir significativamente la concentracion de la toxina. Sin
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embargo, estudios han demostrado que no se elimina totalmente y puede estar
presente en el producto final en concentraciones significativas (Wu et al.,, 2011,
Vaclavikova et al., 2013, Bélakova et al., 2011, Aresta et al., 2006).

1.3.6 Técnicas de determinacion de OTA en cerveza

Los métodos para la determinacién y cuantificacion de ocratoxina tienen por objeto
obtener los valores de deteccién lo mas bajos posibles (Ravelo et al.,, 2011). Las
técnicas mas utilizadas son cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC),
cromatografia en capa fina y cromatografia de intercambio i6nico debido a su alta
eficiencia (Aresta et al., 2006, Ravelo et al., 2011).

Actualmente, existen técnicas combinadas que consisten en la purificacién del extracto
mediante el uso de columnas de inmunoafinidad y por HPLC en fase reversa y
resultan mas sensibles y precisas (Visconti et al., 2000, Skarkova et al., 2013, Lasram
et al.,, 2013). Las técnicas pueden combinarse con otros métodos avanzados tales
como espectrometria de masas, ELISA, inmunosensores nanoestructurados
piezoeléctricos, bioensayos con Artemia salina para deteccion de metabolitos fungicos
(Ravelo et al., 2011).

1.3.7 Legislacion para Ocratoxina A

Las legislaciones existentes para ocratoxina fijan niveles méaximos admisibles que no
pongan en riesgo la salud del consumidor. Para establecer estos limites es necesario
hacer analisis de riesgos para determinar la inocuidad de los alimentos que mas se

consumen.

1.3.7.1 Nacional

El Instituto Nacional Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) no dispone de una norma
oficial para la determinacién de OTA. El INEN dispone de revisiones basadas en
normas 1SO (INEN, 2013). Sin embargo, de las normas disponibles se cuenta con lo
siguiente: para granos de café tostado (INEN 1123) cuyo valor maximo permitido para
OTA es de 5 pg/kg; para cereales y derivados (INEN 2945) cuyo limite maximo es de 3
ug/kg; para bebidas alcohdlicas (INEN 374) el nivel maximo es de 2 pg/kg.

En la actualidad, la normativa nacional no contempla un nivel maximo permitido para
micotoxinas en la cerveza pasteurizada y no pasteurizada. Sin embargo, al ser la
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cerveza un derivado de la cebada se podria considerar el limite maximo como 3 pg/kg
(INEN, 2013).

1.3.7.2 Internacional

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) es
la principal entidad en comunicar las diferentes legislaciones, incluyendo micotoxinas
en alimentos y productos derivados, a nivel mundial (FAO, 2010). El Comité FAO/OMS
de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) ha recomendado una ingesta semanal
tolerable de OTA de 100 ng/kg de peso corporal, correspondiente a aproximadamente
14 ng/kg de peso corporal de ingesta diaria (Varelis et al., 2006, Monaci and
Palmisano, 2004, Ravelo et al., 2011). La Union Europea (EU) y la JECFA han fijado
valores limite de 5 ug/kg para cereales sin procesar y de 3 ug/Kg en cereales
procesados (FAO, 2010). Este ultimo valor suele ser el limite maximo de OTA en
cerveza referido en varias publicaciones (Mateo et al., 2007, Visconti et al., 2000, Wu
et al., 2011, Tangni et al., 2002).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de estudio

El presente estudio fue de tipo descriptivo de corte transversal, que incluyé la
evaluacion de la calidad fisicoquimica y microbiologica de la cerveza artesanal y la
determinacion de la inocuidad del producto por contaminacién con ocratoxina A.

2.2 Area de estudio

Este estudio se realiz6 en el Centro Histérico de la ciudad de Cuenca. Para identificar
los lugares de expendio de cerveza artesanal se aplicaron encuestas en diversos
lugares con el fin de definir la presentacion (embotellada o al granel), produccion
propia o no, tipos de cerveza de expendio y la cerveza de preferencia por los
consumidores; asi como también identificar los lugares que servirian como puntos de
muestreo (Anexo 1). Dichos lugares fueron bares, licoreras, supermercados, galerias,

entre otros.

Todos los andlisis posteriores al muestreo fueron procesadas con el apoyo de las
instalaciones, materiales y reactivos del laboratorio de Grupo de Investigacién
“Alimentacion, Nutricién y Salud” del Departamento de Biociencias de la Universidad

de Cuenca.

2.3 Muestreo, tamafio de la muestray recoleccion de la muestra
2.3.1. Muestreo

El muestreo se realiz6 a partir de los resultados de la encuesta antes mencionada. La
unidad muestral fue el tipo de cerveza. Se identificaron 12 lugares de expendio directo
de cerveza artesanal en vaso y 2 marcas embotelladas, de donde se recolectaron 3
tipos de cada lugar: una rubia, una roja y una negra. En total, se recolectaron 42

muestras de cervezas. La toma de muestras se realizd en el mes de octubre de 2017.

En la tabla 3 se detalla los bares donde se recolecté la muestra.
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Tabla 3. Lugares seleccionados para muestreo de cerveza artesanal en la ciudad de

Cuenca

NO

Lugar

Tipo de Cerveza

Presentacion

Curuchupa

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

The Pub

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

Golden Prague

Rubia
Roja
Negra

Granel y botella

Latitud Cero

Rubia
Roja
Negra

Botella

Inca Bar

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

Jodoco Belgian Brew

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

Beer Factory

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

La Compafiia

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

Bar Far Out

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

10

Father & Son

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

11

Piazza Cadillac

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

12

Noérdica

Blanca
Rubia
Negra

Botella

13

4 Rios

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso

14

Becken

Rubia
Roja
Negra

Granel o vaso
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2.3.2. Toma de la muestra

De cada cerveza se tom6 una muestra equivalente a una porcion. Para el caso de la
cerveza artesanal expedida al granel, la porcion minima fue 500 mL; mientras que
para la cerveza embotellada fue de 330 mL. Las muestras fueron divididas en 3
porciones en recipientes etiquetados y esterilizados para andlisis fisico-quimico,
microbioldgico y toxicologico. Las muestras fueron almacenadas a una temperatura de
2-8 °C hasta el momento de su procesamiento (Jorgensen, 1998, Wu et al., 2011,
Visconti et al., 2000)

2.3.3 Pretratamiento de la muestra

Las muestras de cerveza artesanal fueron degasificadas para proceder a los analisis
de laboratorio subsecuentes (INEN, 2013). Para esto, se toma el envase etiquetado de
la cerveza con la prueba a realizarse y se coloca directamente en el agitador horizontal
(Advanced digital shaker, VWR, 3500, USA) durante 60 minutos a 200 rpm y luego se
colocé en el bafo ultrasonico a temperatura ambiente (Branson, 3510R-DTH, USA)

por 30 minutos mas (Scott and Kanhere, 1995, Visconti et al., 2000).

2.2 Determinacién de ocratoxina A
2.2.1 Fundamento

La determinacion de OTA se realizé mediante extraccion en fase sélida (SPE) de la
toxina, utilizando cartuchos de inmunoafinidad, cuantificacion por HPLC en fase

reversa y deteccién por fluorometria.

2.2.2 Equipos, materiales y reactivos

Equipos

- Centrifuga refrigerada (Hettich, mikro 220R, Alemania)

- Manifold (Waters, 20 positions, USA)

- Purificador de agua (Barnstead, D11931, USA)

- Bomba de vacio (Heidolph, D-91126, Alemania)

- Generador de nitrégeno (Dominick hunter, G4510W, Inglaterra)

- Refrigerador (Indurama, FI-425, Ecuador)

- Cromatografo liquido de alta resolucibn (HPLC) con bomba cuaternaria,
automuestreador y detector de fluorescencia (FLD) (Agilent technologies, 1200,
USA)
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- Columna cromatogréafica Zorbax Eclipse Cig (250 x 4.6 mm, 5 um) (Agilent
technologies, USA)
Reactivos
- Solucion buffer de fosfato (pH 7.4) (Sigma Aldrich, USA)
- Cartuchos de inmunoafinidad “Ochraprep”(R-Biopharm, Rhone LTD, Escocia)
- Metanol grado HPLC (Sigma Aldrich, Canada)
- Acetonitrilo grado HPLC (Sigma Aldrich, Francia)
- Acido acético glacial anhydrous (Merck, Alemania)
- Agua ultrapurificada
- Estandar de ocratoxina A (extracto seco de Aspergillus ochraceus) (Sigma
Aldrich, CasN°303-47-9, USA)
Materiales
- Tubos conicos 50 mL
- Pipetas pasteur
- Gradillas
- Vasos de precipitacion de 100 mL
- Viales de HPLC
- Filtros de membrana de PTFE de 13 mm de didmetro y 0.45 um de tamafio de
poro

2.2.3 Extraccion en fase solida con cartuchos de inmunoafinidad

Se toman 30 mL de cerveza degasificada, se adicionan 15 mL de solucién buffer de
fosfato (pH 7.4) y se agita vigorosamente. La mezcla se centrifuga a 3000 rpm (820 g)
durante 10 minutos a una temperatura de 5-10 °C y el sobrenadante representa la
muestra a aplicarse en los cartuchos de inmunoafinidad (IAC) (Anselme et al., 2006,
Tangni et al., 2002). Antes de aplicar la muestra, los IAC deben estar adaptados a una
camara de vacio (manifold) y acondicionados mediante un prelavado con 3 mL de
solucion buffer de fosfato (pH 7.4). Sin dejar secar el IAC, se aplican 30 mL del
sobrenadante (equivalente a 20 mL de la muestra de cerveza) y se deja pasar por
gravedad (alrededor 1 ml/min). Una vez que pasa todo este volumen, se realiza un
post-lavado de la columna con 20 mL de agua a una velocidad de 5 ml/min, seguido
de un vacio durante 5 segundos para eliminar todo el liquido de lavado del cartucho.
Para la elucion de la micotoxina retenida en el IAC se agregan 1.5 mL de una mezcla
de metanol/acido acético en una proporcion 98:2 (v/v). Se realiza un backflushing con
ayuda de una jeringa y se deja pasar por gravedad. El eluido se recoge en un tubo de
vidrio pequefio y con ayuda de la misma jeringa se pasa aire a través de la IAC para
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recolectar hasta la Gltima gota. Finalmente se lava la columna con 1 mL de agua
ultrapurificada (0.5 mL x 2). El volumen final de eluido es 2.5 mL. Posteriormente se
evapora a sequedad bajo una corriente de nitrégeno gaseoso a temperatura ambiente
y se almacena a 4°C hasta el momento del andlisis (Wu et al., 2011, Lasram et al.,
2013, Cao et al., 2013) (Anexo 2).

2.2.6 Condiciones para HPLC

Para el andlisis de OTA por HPLC-FLD se redisuelve el extracto con 1000 yL de una
solucion de acetonitrilo/agua (ACN:H,O) en una proporcion 50/50 (viv). Se
homogeniza en un vértex por 3 minutos y se le coloca en un bafio ultrasénico por 5
minutos, asegurando que se redisuelva en su totalidad. Se filtra el extracto con un filtro

de membrana 0.45 um sobre un vial para HPLC.

El andlisis se realizO mediante un método estandarizado por HPLC-FLD cuyos
parametros de analisis se presentan en la tabla 4. Con este métodos, la separacién de
OTA se consigue con una columna Zorbax Eplipse Cig (250 x 4.6 mm, 5 um) y cada
corrida cromatogréfica se realiza en 25 minutos (incluyendo el periodo de lavado y
equilibracién de la columna). Los limites de deteccién y cuantificacion del método
fueron 0.126 y 0.252 ng/mL de extracto orgénico (equivalente 0.0063 y 0.0126 ng/mL
de cerveza), respectivamente. El rango dinamico lineal de trabajo fue 0.1-40 ng/mL de
extracto organico y la linealidad fue de R*=0.9999.

Tabla 4. Condiciones analiticas para determinacion de ocratoxina A por HPLC-FLD

Modo elucidn Isocratico
Fase movil ACN/H,O/HACc (50:49:1, viviv)
Deteccién Fluorescencia:

A exitacion = 247 nm
A emision = 480 nm

Velocidad de flujo 1 mL/min

Temperatura de Columna | 25°C

Volumen de inyeccion 100 pl (extracto filtrado)

Tiempo de retencion 10.2 — 10.7 min
Fuente: (Ortiz, 2011)
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2.2.7 Curvas de Calibracion

Para la curva de calibracién se trabajo con el estdndar seco con una concentracion de
20 pg/mL (40 pL) y se redisolvio con 1000 pL acetonitrilo:agua (50/50; v/v), obteniendo
una solucibn madre de 800 ng/mL de la cual se parti6 para la preparacion de
diluciones de 40, 20, 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.1, 0.05 y 0.01 ng/mL utilizando una solucién de
acetonitrilo/agua en una proporcién 50/50 (v/v). Los estandares fueron analizados por
HPLC-FLD siguiendo el mismo método indicado en el punto 2.2.6 (Ortiz, 2011).

Tabla 5. Preparacién de soluciones estandares para la cuantificacion de ocratoxina A

Concentracién Solucién Acetonitrilo:H,O
(ng/mL) Madre 50:50 (v/iv)
(ML) (uL)
800 ng/mL
40 50 950
20 25 975
40 ng/mL
10 150 450
5 75 525
25 475
25 975
1 ng/mL
0.5 200 200
0.1 50 450
0,05 25 475
0,01 10 990

2.3 Determinacién de pH en bebidas alcohdlicas
2.3.1 Fundamento

Mide la tendencia de acidez o alcalinidad de una solucidon acuosa. Se expresa como el
logaritmo de la concentracion de iones hidrogeno en moles por litro. La alteracion del

pH puede ser indicativo de contaminacién (INEN, 2013).
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2.3.2 Equipos, materiales y reactivos

Equipos

- Potenciometro (Mettler Toledo, 8603, Suiza)

- Agitador magnético (VELP scientifica, ARE 115V, Italia)
Materiales

- Vaso de precipitacion de 250 cm?®

2.3.3 Procedimiento

La determinacion se realizé por duplicado sobre la misma muestra degasificada.
Segun norma INEN 2325, se colocan en un vaso de precipitacion aproximadamente
100 cm® de muestra y se introduce el electrodo del medidor de pH, cuidando que no
toquen las paredes del recipiente. Agitar constantemente y leer el valor de pH obtenido
con precision 0.01 (INEN, 2013).

2.3.4 Reporte de resultados

En el informe se reporta la media aritmética de las dos lecturas con dos decimales
(INEN, 2013).

2.4 Determinaciéon de la acidez total por el método de titulacién

potenciométrica
2.4.1 Fundamento

La acidez total representa la suma de las sustancias acidas valorables por titulacién en
la cerveza degasificada con una solucion de hidroxido de sodio 0.1 N hasta pH 8.2
(INEN, 2013).

2.4.2 Equipos, reactivos y materiales

Equipos

- Potenciometro (Mettler Toledo, 8603, Suiza)

- Agitador magnético (VELP scientifica, ARE 115V, Italia)
Materiales

- Vaso o Erlenmeyer de 100 cm?®

42
Evelyn Michelle Castro Arteaga
Bioquimica Farmacéutica



e
Universidad de Cuenca é%

UNNVEFSIOAD DE CUENCA
ﬁ\

- Bureta de 25 cm®, precision 0.05

Reactivos
- Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N (Merck, Alemania)

2.4.3 Procedimiento

Seguin norma INEN 2323, en un vaso de precipitacién de 100 cm? colocar 50 cm® de
cerveza degasificada con una barra magnética. Lavar los electrodos del potenciémetro
con agua destilada e introducirlos en el vaso con cerveza. Agitar la mezcla con un
agitador y titular con NaOH 0.1 N. Se adiciona inicialmente cantidades de 1.5 cm?®
hasta un pH de 7.6, luego en volimenes méas pequefios de 0.15 cm?® hasta llegar a un

pH de 8.2. Leer el volumen de alcali adicionado en la bureta (INEN, 2013).

2.4.4 Célculos

La acidez se calcula como porcentaje de &cido lactico mediante la siguiente ecuacion:

Acidez total (AcLac) = cm® de NaOH 0.1N x 10 x 0.09
cm® de cerveza x gravedad especifica de la cerveza

Donde:

0.09 = cm® equivalentes de una solucién de &cido lactico 0,1N

Acidez total (AcLac) = cm® de NaOH 0.1N x 0.9
cm® de cerveza x gravedad especifica de la cerveza

2.4.5 Reporte de resultados

La acidez de la cerveza se expresa como porcentaje de acido lactico con dos
decimales (INEN, 2013).
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2.5 Determinacion de microorganismos aerobios mesoéfilos, recuento en
placa REP

2.5.1 Fundamento

La técnica se basa en contar las unidades formadoras de colonias (UFC) de los
microorganismos mesdfilos presentes en un gramo o mililitro de muestra. Se considera
gue un microorganismo viable presente en una muestra de alimento se reproducira en
el medio nutritivo de cultivo a una temperatura 6ptima de 37 °C durante 72 horas. Las
diluciones de la muestra facilitan el conteo de las colonias cuanto la muestra contiene

grandes cargas de microorganismos (INEN, 2013).

2.5.2 Equipos, reactivos y materiales

Equipos

Autoclave (Tuttnauer, 2340MK, Israel)

Balanza analitica (Boeco, BBL31, Alemania)

Camara de flujo laminar (Labconco, logic purifier, USA)

Incubadora a 37°C (Heidolph, unimax 1010, Alemania)
Medios de Cultivo

- Agua de peptona (Kluka analytical, Espafia)

- Plate count agar (Difco TM, USA)

v' Triptona (peptona de caseina) 5.0¢
v' Extracto de levadura 25¢
v D(+) glucosa 1.0g
v Agar 15.0¢g
v' Agua destilada 10L

Materiales estériles
- Cajas petri
- Pipetas serolégicas de 1,2,5,10 mL
- Erlenmeyer de 500 cm?®
- Tubos tapa rosca
- Gradillas
- Gasa
- Algoddn
- Papel de empaque
- Parafilm
- Alcohol 70%

44
Evelyn Michelle Castro Arteaga
Bioquimica Farmacéutica



e
Universidad de Cuenca é&

fs\ms DE CUENCA)
‘ < 5

2.5.3 Procedimiento

a. Preparacion de medio de cultivo
Segun norma INEN 1529-1, disolver todos los componentes del medio de cultivo en 1
litro de agua destilada, dejar en reposo durante 15 minutos. Ajustar el pH a 7.0 de ser
necesario. Calentar a ebulliciébn agitando frecuentemente hasta que se disuelvan
completamente los componentes y quede una solucion homogénea. Esterilizar durante
15 minutos a 121°C (INEN, 2013).

b. Preparacion de la muestra
Segun norma INEN 1529-5, se realizan diluciones en agua de peptona al 0.1%, por
cada dilucién se siembra por duplicado. Utilizar por cada dilucién una pipeta distinta y
estéril. Se coloca 1 cm® de muestra en la caja petri y por vertido se adiciona 20 cm?® del
medio de cultivo estéril y temperado a 45 °C. Se homogeniza el contenido de la caja
petri con movimientos circulares hacia todos los sentidos para asegurar la mezcla del

in6culo.

Una vez que el medio de cultivo solidifique, se tapan y se colocan dentro de una funda
o se envuelven con rollo plastico segun recomendacion de la norma INEN 1529-5, esta
medida previene la contaminacion externa del medio de cultivo durante la incubacion.
Posteriormente, de manera invertida se incuban las cajas petri a 30 °C por 48 a 72
horas. No se deben apilonar mas de 6 cajas. Transcurrido el tiempo de incubacion se
seleccionan las placas de dos diluciones consecutivas que presenten entre 15-300
colonias. Considerar las colonias de todos los tamafios incluidas las mas pequenias,
utilizar lupa si es necesario. Se registra el nimero de colonias contadas y la dilucién
correspondiente (INEN, 2013).

2.5.4 Célculos
2c
N =
V(nl + 0,1n2)d

En donde:
2c¢ = Suma de todas las colonias contadas en todas las placas seleccionadas
V= Volumen inoculado en cada caja Petri
nl= Numero de placas de la primera dilucion seleccionada
n2= Numero de placas de la segunda dilucion seleccionada
d= Factor de dilucion de la primera dilucion seleccionada (d=1 muestra sin diluir).
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2.5.5 Presentacion de resultados

Los resultados se presentan con unidades formadoras de colonias UFC de aerobios
mesofilos por cm® de muestra utilizando solo dos cifras significativas multiplicadas por
10" (INEN, 2013).

2.6 Recuento en placa por siembra en profundidad de mohos y levaduras
viables

2.6.1 Fundamento

El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra en un medio de
cultivo especifico enriquecido con polisacaridos como nutriente principal, ademas de
extracto de levadura y sales minerales. La hidrdlisis de estas macromoléculas esta a
cargo de enzimas propias de estos microorganismos. La acidificacion del medio de
cultivo a un pH 3.5, limita y elimina el crecimiento bacteriano lo que permite el
desarrollo de mohos y levaduras. La temperatura Gptima de crecimiento es de 25 +/-
1°C (INEN, 2013).

2.6.2 Equipos, reactivos y materiales

Equipos

- Autoclave (Tuttnauer, 2340MK, Israel)

- Balanza analitica (Boeco, BBL31, Alemania)

- Cémara de flujo laminar (Labconco, logic purifier, USA)

- Incubadora a 25°C (Memmert, INB200, Alemania)
Medios de Cultivo

- Agua de peptona (Fluka analytical, Espafia)

- Agar sal-levadura de Davis:

v Sulfato de amonio 1.0g
v" Nitrato de amonio 109
v Fosfato disédico (anhidro) 40¢g
v" Fosfato monopotésico 20g
v" Cloruro de sodio 109
v' D(+) glucosa 10.0g
v/ Extracto de levadura 1.0g
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v’ Agar 15.0¢9
v' Agua destilada 1.0L
v' Acido citrico 57 cm®

Materiales estériles
- Cajas petri
- Pipetas serologicas de 1,2,5,10 mL
- Erlenmeyer de 500 cm?®
- Tubos tapa rosca
- Gradillas
- Gasa
- Algoddn
- Papel de empaque
- Parafilm
- Alcohol 70%

2.6.3 Procedimiento

a. Preparacion del medio de cultivo

Segun norma INEN 1529-1, se disuelven en primer lugar las sales y luego el agar. Una
vez disuelto los componentes se deja en reposo a temperatura ambiente por 15
minutos. Someter a ebullicibn con agitacién constante hasta que la solucion sea
homogénea. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121 °C. El pH del medio es de 6.6.
Antes de verter el medio de cultivo fundido y templado a 50°C en las placas, se debe
acidificar agregando 57 cm® de una solucién estéril de &cido citrico al 10% lo que
ajusta el pH a 3.5. No se debe calentar el medio de cultivo nuevamente (INEN, 2013).

b. Preparacion de la muestra
Segun norma INEN 1529-10, se preparan las diluciones en agua de peptona al 0,1%.
Por cada dilucion que se prepare se siembra por duplicado. Se inoculan las placas por
el método de vertido, colocando 1 cm?® de la muestra en la caja petri y por vertido se
agrega 20 cm® del medio de cultivo fundido y templado a 45 °C. Se debe homogenizar
la caja petri con movimientos circulares hacia todos los sentidos para garantizar la
mezcla adecuada de la muestra con el medio de cultivo. Una vez que el medio esté

solidificado, se envuelven las cajas con plastico.
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Se incuban las cajas Petri aer6bicamente, apilonadas en grupos de no mas de 5
placas. Incubar a 25°C + 1°C durante 5 dias. Para el recuento de colonias se
seleccionan aquellas cajas petri que contienen menos de 150 colonias (INEN, 2013).

2.6.4 Calculos
_ numero total de colonias contadas
~ cantidad total de muestra sembrada
2C
N =
V(nl + 0,1n2)d
Donde,

>¥c= suma de colonias contadas en las placas elegidas

nl= nimero de placas contadas de la primera dilucién contada
n2= nimero de placas contadas de la segunda dilucion contada
d= dilucién de la cual se obtuvieron los primeros recuentos

V= volumen del inoculo sembrado en cada placa

2.6.5 Presentacion de resultados

Los resultados se presentan con unidades propagadoras UP de mohos y levaduras
por cm® de muestra utilizando solo dos cifras significativas multiplicadas por 10" (INEN,
2013).

2.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se presentan con estadistica descriptiva (medidas de
tendencia central). Ademas, la desviacion de los resultados con respecto a lo
establecido por las normativas de control se evalud estadisticamente utilizando
andlisis de varianza (ANOVA). El analisis estadistico se realiz6 con el software
estadistico STATA 10.0.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las cervezas muestreadas fueron clasificadas como rubia, roja y negra para la
presentacion de los resultados de la investigacién en esta seccion. El reporte detallado

de las muestras analizadas se adjunta en el apartado de anexos (anexo 3).

3.1 Determinacion de pH

Se determiné el pH de todas las muestras de cerveza recolectadas y detalladas en la
tabla 4 del capitulo anterior. Para esto se siguié la metodologia especificada en el

apartado 2.3. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la medicion de pH en cervezas artesanales

-ggrovsegs N Media Deest\ggggn Minimo Maximo
Rubia 14 4.32 0.29 3.99 5.07
Roja 14 4.41 0.14 4.23 471
Negra 14 4.25 0.23 3.84 473

El rango de pH para los distintos tipos de cerveza fue relativamente diferente. El pH de
las cervezas rubias (n=14) oscil6 entre 3.99 y 5.07, para cervezas rojas (n=14) entre
423 y 4.71, y para cervezas negras (n=14) entre 3.84 y 4.73. Sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas (P > 0.05, ANOVA).

La norma técnica ecuatoriana INEN 2262 establece que el valor de pH aceptado para
cervezas va de 3.5 a 5.0, por lo tanto las cervezas analizadas estuvieron dentro de
este rango, a excepcion de la 7GP del tipo rubia cuyo pH de 5.07 excedi6 ligeramente

el maximo permitido.

Adicionalmente, Kunze (2006) sugiere que valores de pH menores que 4.4
permiten un sabor mas refinado de la cerveza y mejoran la estabilidad biologica. Al
respecto, los pH de 32 de las cervezas analizadas estuvieron dentro de este rango
por lo que presentarian dichas caracteristicas organolépticas. Sin embargo, 7 de
estos pH fueron menores a 4.1, condicion que las conduciria a un sabor mas

acido, segun lo propuesto por el mismo autor.
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3.2 Determinacion de acidez total

La acidez total de las cervezas fue determinada con base en la metodologia
especificada en el apartado 2.4. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de la determinacion de acidez total en cerveza artesanal,
expresado como % &cido lactico

Tipos de N Media Desviacién | Minimo Maximo
Cerveza % estandar % %
Rubia 14 0.29 0.0620 0.19 0.41
Roja 14 0.27 0.0487 0.16 0.34
Negra 14 0.33 0.0940 0.16 0.50

Los valores de acidez para cervezas rubias estuvieron entre 0.19 y 0.41 %, para
cervezas rojas entre 0.16 y 0.34 %, y para cervezas negras entre 0.16 y 0.5 %, sin
presentar una diferencia estadisticamente significativa entre los tipos de cerveza (P >
0.05, ANOVA).

La norma ecuatoriana INEN 2262 indica que el valor de acidez total aceptado para
cerveza, expresado como acido lactico, es de 0 a 0.3. Bajo esta especificacion, del
total de muestras de cervezas procesadas, 8 rubias, 12 rojas y 8 negras presentaron
valores dentro del rango aprobado por la norma. En las cervezas restantes, la acidez
total varié desde 0.32 hasta 0.41 % en rubias, entre 0.32 y 0.34 % en rojas, y las mas

acidas fueron las cervezas negras con un rango de 0.31 a 0.5 %.

En este punto es necesario diferenciar el pH de la acidez. El pH representa la fuerza
de un &cido, mientras que la acidez se refiere a la cantidad de este presente en una
solucién (Gonzalez, 2017). Segun Gonzélez (2017), mientras menor sea la acidez de
una cerveza, mejor sera la estabilidad de la espuma y su sabor sera mas suave. Al
respecto, y con base en los resultados obtenidos, las 14 cervezas que no cumplieron
con la normativa porque presentaron una acidez mayor a la permitida tendrian menor

capacidad de mantener estable su espumosidad y su sabor.
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3.3 Recuento de aerobios mesaofilos
En la presente investigacion, se determind la presencia de microorganismos aerobios
mesofilos como un indicador importante de la calidad sanitaria del producto, ya que
reflejaria los pardmetros de la calidad de las materias primas y las condiciones

higiénicas durante la produccién y almacenamiento de la cerveza.

Las cervezas fueron analizadas segun la metodologia especificada en el apartado 2.5.

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados de la determinacién de aerobios mesdéfilos por recuento en placa,
expresado en UFC/cm?®

Tipos de N Media Desviacién | Minimo Maximo
Cerveza estandar

Rubia 14 1,1*10’ 4,110’ 2,0x10" 1,6*10°
Roja 14 3,9*10° 1,2*10° 1,8*10" 4,4*10°
Negra 14 1,7*10’ 6,3*10’ 1,5*10" 2,4*10°

Los mayores valores para el recuento total de aerobios mesoéfilos correspondieron a
las cervezas rubias y negras, con medias de 1,1*10’ UFC/cm?® y 1.7*10’ UFC/cm?,
respectivamente. Por otro lado, las cervezas rojas presentaron una media de 3.9*10°
UFC/cm?.

A nivel internacional no existe una norma regulatoria especifica para cerveza
artesanal. En el Instituto Nacional de Administracién Publica de Espafia cuentan con
una norma para control de calidad de la cerveza en la que no incluyen el control
microbiol6gico como un requisito. Esto est4 fundamentado en que las propiedades
fisico-quimicas de la cerveza que inhiben el crecimiento microbiano. De acuerdo a
esta consideracion, los resultados obtenidos en este estudio demuestran lo contrario
por los elevados recuentos de aerobios mesdfilos en las cervezas artesanales
producidas en la ciudad. En Latinoamérica, la norma Nacional de Nicaragua para la
cerveza no pasteurizada ha establecido que el recuento maximo para aerobios
meséfilos es de 1.0*10> UFC/cm?®. Con este valor referencial, 39 de las 42 cervezas

artesanales procesadas en esta investigacion no cumplirian con este requerimiento.

Las cervezas artesanales analizadas en este estudio no son sometidas al proceso de
pasteurizacion durante su produccion, por lo que deberian cumplir con el recuento

maximo de aerobios meséfilos, 8.0*10* UFC/cm?, valor asignado para cervezas no
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pasteurizadas, segun la norma INEN 2262. Sin embargo, de las 42 cervezas
analizadas Unicamente 3, que pertenecen a la misma marca y son comercializadas en
botellas, estuvieron por debajo del valor maximo permitido. Se presume que esta
marca, como parte de su proceso de produccion, incluye un proceso de filtracion
previo al embotellado, lo que disminuiria el recuento de microorganismos aerobios

mesdfilos en placa.

En el recuento de aerobios mesofilos se incluyen a todas las bacterias, mohos y
levaduras propias de la microflora de la cerveza (Hornsey, 2003). Sin embargo, en
esta investigacién no se realizd la caracterizacion de los microorganismos, por lo que
esta podria ser motivo de futuras investigaciones. Es necesario especificar que los
recuentos elevados registrados en este estudio tales como 1.6*10° UFC/cm?®y 2.4*10°
UFC/cm?® no aseguran la presencia de patégenos. Asi mismo, los recuentos bajos para
el caso de 1.5*10%, 1.8*10' y 2.0*10* UFC/cm?®, que son valores dentro de la norma, no
certifican que el producto esté libre de flora patégena y toxinas (Bamforth, 2004,
Baxter, 2001, Hill, 2015).

La cerveza tiene diferentes propiedades fisicas y quimicas que le dan estabilidad y
proteccion contra microorganismos. Por ejemplo, el pH acido, la baja acidez, las
isohumulonas del lapulo, el bajo contenido de nutrientes y elevadas cantidades de
anhidrido carbdnico disuelto en la cerveza limita el crecimiento bacteriano. Sin
embargo, en este trabajo de investigacion los elevados recuentos podrian ser
consecuencia de las condiciones de produccién y dar lugar a alteraciones en las

caracteristicas propias de la cerveza (Bamforth, 2004).

Con respecto a los recuentos de mesdfilos de las 39 cervezas restantes, los altos
valores obtenidos reflejarian una falta de control de higiene en el lugar, del material
utilizado durante la produccién y almacenamiento, y del operador. Por ejemplo, la
mayoria de cerveceros artesanales producen sus cervezas en localidades insalubres
tales como cocheras, bodegas y aticos, lugares no asépticos para la elaboracion de

productos de consumo humano (SECA, 2016).
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3.4 Recuento de mohos y levaduras

El recuento de mohos y levaduras en la cerveza se realiz6 tal como lo descrito en el

apartado 2.6. Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados de la determinacién de mohos y levaduras en cerveza, expresado

en UP/cm?®
Tipos de N Media Desviacion | Minimo Maximo
Cerveza estandar
Rubia 14 9,4*10° 3,0*10’ 3,8*10° 1,1*10°
Roja 14 4,6*10° 1,1*10° 3,1*10" 4,0*10°
Negra 14 1,3*10’ 4,1*10’ 1,510 1,6*10°

El recuento de mohos y levaduras fue mas elevado en las cervezas negras, con una
media de 1.3*10” UP/cm?®, seguida de las rubias con 9.4*10° UP/cm?® y finalmente las
rojas con 4.6*10° UP/cm®. Las diferencias entre los recuentos de los tres tipos de

cervezas estudiados no fue estadisticamente significativa (P > 0.05, ANOVA).

A nivel internacional no se cuenta con normativa para el control de calidad de cerveza
artesanal. En la norma Nicaragliense, consta el control microbiolégico para aerobios
mesdofilos. Sin embargo, en esta normativa se incluye solamente el recuento total de
mohos, a diferencia de la normativa ecuatoriana en el que consideran un solo recuento
para mohos y levaduras. Por este motivo, no se tiene ninguna normativa adicional para

comparar los resultados encontrados en esta investigacion.

El valor maximo establecido por la norma ecuatoriana INEN 2262 para recuento de
mohos y levaduras en cerveza no pasteurizada es de 5.0*10" UP/cm?®. Sin embargo,
de las 42 cervezas analizadas solamente 2 presentaron resultados por debajo de la
norma, siendo estos 3.1*10' UP/cm® y 1.5*10" UP/cm?®. Con la misma consideracion
para el recuento de aerobios mesdfilos, los dos tipos de cerveza pertenecen a la
marca comercial embotellada que presumiblemente incluye como parte de su proceso
de produccién la filtracion del producto final, lo que disminuye el recuento de mohos y
levaduras.

El valor establecido por la norma ecuatoriana incluye la microflora propia de la cerveza
(Garcia et al., 2004, Hornsey, 2003). El recuento elevado de mohos y levaduras en 40
de las cervezas procesadas presentaron valores comprendidos entre 3.8*10° UP/cm® y

1.6*10° UP/cm®. Debido a que la produccion de la cerveza es artesanal, como se ha
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recalcado en este estudio, los lugares y condiciones de produccion no garantizan la

inocuidad de la cerveza, lo que resultaria en el alto recuento de microorganismos.

El uso de otras cepas de levaduras para la fermentacion alteran el sabor y amargor
propios de la cerveza, volviéndola mas agria, astringente y turbia (Otero et al., 2000).
Esto se da debido a que la levadura tiene un limitado poder de floculacion que impide
que sedimente en el fondo del recipiente lo que dificulta su remocién. Este
inconveniente se manifiesta en el producto final como una pelicula caracteristica sobre
la superficie del liquido (Garcia et al., 2004, Otero et al., 2000, Vera, 2008).

En esta investigacién no se realizd la caracterizacion de mohos y levaduras en las
cervezas analizadas. Sin embargo, se presume la presencia de levaduras salvajes
provenientes del medio ambiente que habrian contaminado el producto durante su
elaboracion debido a las condiciones aerdbicas de las instalaciones. Esta hipotesis se
fundamenta en la turbiedad que presentaron las cervezas con mayor recuento de
mohos y levaduras, ya que se ha observado que las levaduras salvajes son
responsables del deterioro de la cerveza en sus caracteristicas organolépticas como el
sabor y turbiedad (Bamforth, 2004, Baxter, 2001).

3.5 Determinacién del nivel de contaminacion por ocratoxina A (OTA)

Las concentraciones de ocratoxina A en las cervezas fueron analizadas segun la
metodologia especificada en el apartado 2.2. La extraccion de la ocratoxina de las
cervezas para su analisis se realizé6 mediante la aplicacién de la técnica con columnas
de inmunoafinidad. Esta seleccion se baso6 en la evidencia cientifica presentada por
Scott et al. (2009) en la que se compara la extraccién en fase sélida (SPE) con las
columnas de inmunoafinidad (Ochraprep); estas Ultimas presentaron menor
interferencia, mayor sensibilidad y mejor recuperacion de la toxina (Scott and Kanhere,
1995).

Los cromatogramas tipicos de muestras positivas se adjuntan en el anexo 4. Los

resultados obtenidos se detallan en la tabla 10.

54
Evelyn Michelle Castro Arteaga
Bioquimica Farmacéutica



e
Universidad de Cuenca é&

Tabla 10. Resultados de la determinacién de ocratoxina en cerveza artesanal por
HPLC-FLD, expresado en ng/mL de cerveza

Tipos de . Media Desviacion | Minimo Méaximo
Positivas/Total ,

Cerveza estandar

Rubia 4/14 0.15 0.2380 0.025 0.512

Roja 4/14 0.12 0.1731 0.027 0.377

Negra 2/14 0.20 0.1811 0.073 0.329

De las 42 cervezas analizadas, 4 rubias, 4 rojas y 2 negras presentaron
concentraciones de la toxina en valores comprendidos entre 0.025 ng/mL y 0.51
ng/mL, 0.027 ng/mL y 0.38 ng/mL, y 0.073 ng/mL y 0.33 ng/mL, respectivamente. Si
bien, 10 de las cervezas procesadas estuvieron contaminadas con ocratoxina A, las
concentraciones no excedieron los limites maximos establecidos por la JECFA para el

consumo humano.

El 23.8% de las 42 cervezas procesadas durante esta investigacion resultaron
positivas a la presencia de ocratoxina A, lo cual fue menor a lo observado en varios
estudios, tales como prevalencias en Republica Checa con 39% de muestras
contaminadas de un total de 115, Bélgica con el 42.5% de 82, Tunez con 48% de 35,
Italia con 52% de 61, Japén con 90% de 15 y Dinamarca con 100%,(Bélakova et al.,
2011, Jorgensen, 1998, Nakajima et al., 1999, Tangni et al., 2002, Visconti et al., 2000,
Lasram et al., 2013). Sin embargo, en la investigacién realizada por Kawashima
(2007) en Brasil se obtuvieron resultados que indican que el 4.8% de 58 cervezas
analizadas estuvieron contaminadas con ocratoxina A, siendo substancialmente menor

al encontrado en la presente investigacion.

A nivel mundial, en Brasil se han reportado las concentraciones mas altas de
contaminacion por ocratoxina A, 18.0 ng/mL, seguida de Espafia con 0.498 ng/mL. En
otras investigaciones realizadas en Republica Checa y Dinamarca, los niveles de
contaminacion por ocratoxina mas altos fueron 0.24 ng/mL y 0.185 ng/mL,
respectivamente (Bélakova et al., 2011, Kawashima et al., 2007, Lasram et al., 2013,
Tangni et al., 2002, Araguas et al., 2005). En esta investigacion el nivel de
contaminacién mas elevado fue de 0.512 ng/mL semejante a aquel presentado por
Araguds et al. en Espafia. Cabe recalcar que no existen datos publicados de estudios

similares al presente en el Ecuador.

La presencia de ocratoxina A en algunas de las cervezas podria deberse a la

contaminacién por hongos de la materia prima, especialmente de la cebada (Tangni et
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al., 2002, Bélakova et al., 2011, Kuruc et al., 2015a, Mateo et al., 2011). Por otro lado,
existen cerveceros artesanales en Ecuador que con el objeto de mantener la tradicion
propia de su pais de origen, adquieren materias primas importadas desde Alemania,
Republica Checa y Argentina (SECA, 2016). Esta constituye un punto critico para la
contaminacién por hongos debido a que se desconocen sus condiciones de

almacenamiento.

Si bien ninguna de las cervezas excedi6 el maximo permisible de ocratoxina A, esta no
es la Unica fuente de exposicion pues diariamente se consumen productos
alimenticios, que al igual que la cerveza, presentan bajos niveles de contaminacién
gque incrementarian el nivel de exposicion a la toxina (Steinberg, 2013). Por ejemplo, la
ocratoxina A podria estar presente en alimentos tales como carne y sus derivados;
café; derivados del cacao; cereales y sus derivados; frutas tales como uvas y pasas;
bebidas tales como vino, té y cerveza, aceite de oliva; entre otros (Bui-Klimke and Wu,
2015, Ravelo et al., 2011). Ademas, se debe considerar que el tiempo de vida media
de la toxina es de 35 dias, por lo que al existir una mayor frecuencia de consumo de
alimentos contaminados, mayor sera la acumulacion a nivel plasmético, lo que

desencadenaria en graves problemas de salud (Lopez de Cerain et al., 2000).

La mayoria de cervezas analizadas presentaron concentraciones de ocratoxina A por
debajo del limite de deteccion. Si bien la seleccién adecuada de los granos de cebada
contaminada por hongos disminuiria la presencia de la toxina, esta no garantizaria que
el lote no contenga micotoxinas debido a su distribucion tan heterogénea en los
alimentos (Skarkova et al., 2013, Varelis et al., 2006). Ademas, durante el proceso de
elaboracion de la cerveza la concentracién de ocratoxina A podria haber disminuido

por la coccién del mosto y durante la fermentacion (Chu et al., 1975).
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En la presente investigacion se llevaron a cabo estudios para analizar los parametros
fisicoquimicos y microbioldgicos asi como también los niveles de contaminacion por

ocratoxina A de la cerveza artesanal expedida en bares de la ciudad de Cuenca.

Los resultados obtenidos para el pH demostraron que solo una cerveza artesanal de
las analizadas no esta dentro del rango comprendido entre 3.5y 5.0, y establecido por
la norma INEN 2262. En el caso de la acidez total, 14 de las muestras procesadas
excedieron el limite maximo de 0.3%, establecido por la norma INEN 2262. De igual
manera, se evaluaron los pardmetros de control microbiolégico segun la norma INEN
2262. Los resultados demostraron que mas del 92% de las muestras analizadas no
cumplen con lo establecido en esta norma. Por ejemplo, para aerobios mesdfilos el
valor limite es de 8.0*10" UFC/cm?®; mientras que, los resultados de esta investigacion
identificaron recuentos que fueron desde 5.2*10° hasta 2.4*10® UFC/cm®. Para mohos
y levaduras la normativa especifica que el recuento no debe superar las 5.0*10"
UP/cm®. Por el contrario, en esta investigacion se obtuvieron altos recuentos que
fueron de 3.8*10? a 1.6*10° UP/cm®. De manera general, se puede concluir que la
calidad microbiolégica de la cerveza artesanal expedida en bares de la ciudad de
Cuenca es deficiente, y se deberia a la falta de regulaciones por parte de los

organismos responsables del control en la produccion de esta bebida alcohélica.

Por otro lado, la determinacion de los niveles de contaminacion por ocratoxina A se
realiz6 mediante la extraccion con cartuchos de inmunoafinidad y HPLC-FLD. Los
resultados de este estudio revelaron que el 23.8% de las cervezas artesanales
analizadas estan contaminada con ocratoxina A, siendo la concentracion mas elevada
0.512 ng/mL. Este valor obtenido no supera el limite maximo establecido por el Comité
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) para el consumo humano.
Sin embargo, no se puede afirmar que los consumidores no estén expuestos a la
contaminacién dietaria de ocratoxina A, ya que la cerveza artesanal no es la Unica
fuente de exposicidon a esta toxina. Ademas, su prolongado tiempo de vida media

podria desencadenar en graves efectos de salud a largo plazo.
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RECOMENDACIONES

A partir de los resultados de este trabajo de investigacion se puede recomendar:

- Realizar vigilancias periédicas en los establecimientos como bares, que son los
lugares de expendio de cerveza artesanal, para controlar la produccion y el riesgo
del consumo de estas bebidas contaminadas con microorganismos.

- Socializar con los cerveceros artesanales acerca de buenas practicas de
manufactura y control de puntos criticos para producir una cerveza de mejor
calidad.

- Considerando la elevada contaminacion de las cervezas analizadas, se deberia
realizar la caracterizacion de bacterias aerobias meséfilas, y de mohos y
levaduras para identificar especies patdégenas que puedan estar presentes en la
cerveza artesanal.

- Realizar estudios complementarios para determinar la ingesta diaria de ocratoxina
A de la poblacién de Cuenca considerando que la cerveza no es la Unica fuente
de exposicion a esta toxina.

- En la dltima actualizacién de la norma consta solamente la cerveza pasteurizada,
por lo que se recomienda a la entidad gubernamental a cargo, incluir nuevamente
la cerveza no pasteurizada como parte de la normativa pues la naturaleza de su
fabricacion es diferente y los parametros fisicoquimicos y microbiol6gicos

ayudarian en el mejoramiento de la calidad del producto.
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Anexo 1. Encuesta sobre cerveza artesanal en la Ciudad de Cuenca

UNIVERSIDAD DE CUENCA

-l ENCUESTA SOBRE CERVEZA ARTESANAL
égl ENLA CIUDAD DE CUENCA

tnnnmin:m‘
Numero de registro
Fecha de la encuesta (dd‘'mm'aa) / / |

DATOS GENERALES:

Nombre del Encuestado ‘ Teléfono

Nombre del Local:
Tipo de Local:

Direccion:

1. En su establecimiento en cuanto a la Cerveza Artesanal, usted:

1. Vende Si No — Pragunta 2 v Pragunta 3
2. Produce Si No

3. Provee Si No — Przzunta 4

4. Otro (especifique)

Conoce Usted el proveedor que 4 LA cuantos v a cuiles locales distribuye su
" lo abastece: " producto?:
Proveedor Cuantos
Cuales

3. Conoce Usted la mareca de

cerveza que lo abastece:

Marca

5. ¢Queé tipo de cerveza artesanal vende, produce o provee en su establecimiento?:
1. Rubia
2. Roja
3. Negra

4. Otro (especifique)

. No Sabe

6. De estas cervezas {Cuil es la de mayor consumo en su establecimiento?:

LA

GRACIAS POR SU COLABORACION |
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Anexo 2. Extraccion en fase sélida con cartuchos de inmunoafinidad

v

100 mL Cerveza 30 mL de cerveza 15 mL de PBS
deaasififcada

~

<&
< o <

Centrifugar 3000 rpm
a 10°C por 10 min

Tomo 30 mL de

sobrenadante
‘F’
IAC acondicionamiento Dejar pasar por Lavar con 20 mL de
previo con 3 mL de PBS gravedad H,O arado HPLC

conectadas en manifold

Para la elucidn

==

v

v

1 mL de H,O d
L.5mL de Backflushing ML de M0 grado

MeOH/HAC (98:2) HPLC

Almacenar de 4-8°C Secar bajo nitrégeno
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Anexo 3. Tabla de resultados de cerveza artesanal expendida en bares de la ciudad

de Cuenca

id | codigo Tipo de oH Acidez R(}tp Aerobios . Rcto Mohos y . OTA

cerveza total,% | mesdfilos, UFC/cm levaduras, UP/cm™ | ng/mL
1] 1C Rubia |4,27| 0,19 9,75*10* 2,80*10"
2 2C Roja 433 | 0,16 4,40%10° 3,95%10°
3| 3C Negra |4,02| 0,27 2,96*10° 6,20*10*
4| 4TP Rubia |4,31| 0,27 5,95¥10" 4,65*10"
5| 5TP Roja 455| 027 1,53*10" 6,15*10°
6| 6TP Negra |4,40| 0,30 1,40*10* 2,30*10"
7| 7GP Rubia |5,07| 0,23 3,00%10° 2,30%10" 0,5117
8| 8GP Roja 4,71| 0,26 2,00%10° 4,60*10° 0,3767
9| 9GP Negra |4,73| 0,27 3,90*10° 2,00%10° 0,3289
10| 10LC Rubia |4,53| 0,36 1,95*10" 3,80*10°
11| 11LC Roja 433 | 0,29 1,80*10" 3,05*10*
12| 12LC Negra |4,21| 0,33 1,45*10" 1,50*10"
13| 131B Rubia |4,20| 0,30 2,00%10° 1,43*10° 0,0246
14| 141B Roja 457 | 0,32 1,41*10° 1,41*10° 0,0267
15| 15IB Negra |4,37| 0,29 2,15*10° 1,35*10° 0,0728
16| 16JBB | Rubia |4,58| 0,41 1,89*10° 1,50%10° 0,0405
17| 17JBB | Roja 461| 0,34 1,61*10° 1,11*10° 0,0351
18| 18JBB | Negra |4,58| 0,50 9,90*10* 1,44*10°
19| 19BF Rubia |4,38| 0,26 2,35*10* 6,65*10* 0,0428
20| 20BF Roja 430| 0,25 2,00%10* 2,85*10" 0,0297
21| 21BF Negra |4,03| 0,26 8,80*10* 9,45*10"
22| 22LC Rubia [4,21| 0,21 8,55*10" 2,7010"
23| 23LC Roja 437 | 0,20 1,24*10° 1,15*10°
24| 24LC Negra |4,35| 0,16 2,52*10° 1,37%10’
25| 25BFO | Rubia |4,51| 0,31 2,26*10° 7,45%10°
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id | cédiao Tipo de H Acidez Rcto Aerobios Rcto Mohos y OTA
90 | cerveza P total,% | mesdfilos, UFC/cm3 | levaduras, UP/cm3 | ng/mL
26| 26BFO | Roja 4,44 | 0,28 1,32*10° 1,08*10°
27| 27BFO | Negra |[3,84| 0,50 1,78*10° 6,95*10°
28| 28FS Rubia [3,99| 0,35 1,55*10° 1,14*10°
29| 29FS Roja 4,40 | 0,30 2,83*10° 7,30*10°
30| 30FS Negra |4,29| 0,31 7,50*10* 5,30*10*
31| 31PC Rubia |4,00| 0,25 4,90*10° 1,26*10°
32| 32PC Roja 430| 0,23 8,15*10* 9,00*10*
33| 33PC Negra |4,31| 041 2,90%10* 3,20%10*
34| 34N Blanca |4,37| 0,35 5,15*10° 6,05*10°
35| 35N Rubia |[4,23| 0,32 7,55*10° 1,15*10*
36| 36N Negra |4,13| 0,27 3,90%10° 4,7010°
37| 37R Rubia [4,04| 0,29 1,88*10° 4,35%10°
38| 38R Roja 4,28 | 0,29 1,11*10° 1,18*10°
39| 39R Negra |4,11| 0,30 2,79*10° 1,15*10’
40| 40B Rubia |4,02| 0,30 2,90*10° 1,42*10°
41| 41B Roja 436 | 0,26 2,55*10" 1,30*10*
42| 428B Negra |4,18| 0,38 2,36*10° 1,56*10°
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Anexo 4. Flujograma del control microbioldgico de cerveza artesanal

Recuento en placa de aerobios Recuento de mohos y levaduras

mesdfilos Plate count agar Sal-levadura de Davis
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Anexo 5. Cromatograma de ocratoxina en muestras contaminadas

Paka File [eYYEIR=LTI1TOOADATOANIOLTYOTA 171076 I0LT=10=13 E7=34=3&%1000019.0
Earple Name: Colden Peagiue Riblis
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