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Introduccion

La region Andina de la Patagonia tiene un rol muy importante en materia de antecedentes
cerveceros y ha experimentado un continuo desarrollo en los ultimos 20 afos. Este
crecimiento significa un gran impacto en las bioeconomias regionales ya que genera
multiples puestos de trabajo, ayuda a diversificar las matrices productivas, e impacta
positivamente en otros sectores econdmicos como servicios, metallrgica, transporte,
gastronomia, entre otros (Colino et al., 2017; Kaderian, 2018).

El continuo crecimiento en el mercado de la cerveza artesanal, y el aumento del interés y
las exigencias de los consumidores, han orientado los esfuerzos del sector hacia la
produccidén de cervezas diferenciales e innovadoras. En este punto, las levaduras no
convencionales, distintas de las levaduras cerveceras tradicionales S. cerevisiae (ale) y S.
pastorianus (lager), han cobrado gran protagonismo como herramientas para el
desarrollo de nuevos productos. De gran interés resulta la especie criotolerante S.
eubayanus, aislada por primera vez en la Patagonia Argentina e identificada como uno de
los parentales de la especie hibrida S. pastorianus (levadura lager). Desde su
descubrimiento, S. eubayanus generd un gran interés en el sector cientifico-tecnolégico
para el estudio de su potencial aplicacidn en la industria cervecera ya que presenta una
oportunidad Unica de innovacidn a nivel productivo junto con una historia Unica que
puede ser aprovechada para disefiar una estrategia de comunicaciéon potente para los
productos elaborados con S. eubayanus y otras levaduras nativas.

El uso de levaduras nativas es una forma natural de introducir diversidad en el sector
cervecero y, existe una gran diversidad de especies con potencial para la produccion de
cervezas diferenciales. Sin embargo, dado que estas levaduras no se encuentran
adaptadas al ambiente fermentativo (no son especies domesticadas), sus caracteristicas
y capacidades técnicas para su aplicaciéon deben evaluarse cuidadosamente.

Para que el perfil organoléptico generado por este tipo de levaduras pueda ser apreciado
en la cerveza final, es de suma importancia que las plantas de produccion de cerveza estén
libres de contaminaciones microbianas. En este sentido, la contaminacidon microbiana ha
demostrado ser uno de los factores limitantes mas importantes que afecta la calidad de
la cerveza en general y en las cervezas artesanales en particular (Back, 2005; Giovenzana
etal., 2014; Manzano etal., 2011). Sin embargo, las microcervecerias argentinas
raramente establecen criterios microbiolégicos y politicas que garanticen la calidad de sus
productos. Un estudio ha comprobado que las contaminaciones microbianas en cervezas
de la Patagonia Andina son una problematica que afecta a las cervezas de nuestra region,
ya que mas del 60 % de las cervezas mostraron evidencias de contaminacién (Latorre et
al., 2022).



Aunqgue la cerveza es considerada una bebida de bajo riesgo microbiolégico ya que
presenta condiciones desfavorables para la mayoria de los microorganismos: contiene
entre 0,5 a 10 % v/v de etanol, sustancias antibacterianas (17 a 55 ppm de iso-a-acidos),
alto contenido de didxido de carbono (0,5 % p/v), bajo pH (entre 4,7 y 3,8), bajo contenido
de oxigeno (menos de 0,3 ppm) y es pobre en nutrientes (Jespersen & Jakobsen, 1996;
Suzuki, 2015), algunos microorganismos logran crecer y afectar su calidad. Los
microorganismos que logran atravesar las barreras intrinsecas de la cerveza, son
considerados contaminantes, ya que pueden modificar las propiedades sensoriales y
fisicoquimicas de la cerveza, produciendo off-flavors, sedimentos, turbidez, exceso de
gas, disminucién del pH y de la densidad, afectando de manera negativa su calidad.

Afortunadamente, los registros de contaminantes mas problematicos se reducen a
relativamente pocas especies de bacterias y levaduras capaces de tolerar y propagarse en
las condiciones desfavorables de la cerveza. El 90 % de las contaminaciones reportadas
son causadas por bacterias acido lacticas de los géneros, Levilactobacillus (antes llamados
Lactobacillus) y Pediococcus (Moretti, 2013; Schneiderbanger et al., 2018; Suzuki, 2020)
siendo Levilactobacillus brevis la especie de mayor incidencia (Schneiderbanger, 2019;
Suzuki, 2015). La contaminacién con bacterias Gram negativas como Acetobacter y
Gluconobacter (acetobacterias) también ha sido reportada, aunque en los ultimos afios la
incidencia de estas bacterias fue desplazada por bacterias anaerobias estrictas como
Megasphaera y Pectinatus (Haikara & Helander, 2006; Jespersen & Jakobsen, 1996). A su
vez, se ha observado que algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae como
Obesumbacterium, Hafnia, Klebsiella y Citrobacter son capaces de alterar el mosto y la
cerveza en estadios tempranos de la fermentacion (Paradh, 2015; Priest, 2006).

Las cervecerias han demostraron que las levaduras pueden impartir una gran variedad de
aromas y sabores que pueden promover la diferenciacién productiva, y los productores
de whisky estan cada vez mas interesados en levaduras no convencionales para obtener
whiskies innovadores. En la produccion de whisky se afiade levadura al mosto elaborado
a partir de cebada malteada (como el de la cerveza) para iniciar el proceso de
fermentacion y convertir los azUcares en alcohol. El resultado de la fermentacién es un
liquido similar a la cerveza que tiene una graduacién de alcohol de aproximadamente el
8 % y que posteriormente es destilado 2 0 mas veces para concentrar el alcohol. Por esta
razon, la estabilidad microbioldgica del fermentado no comparte los estandares de
calidad que se usan en cerveza, sino que su calidad esta definida principalmente por el
grano utilizado, la destilacién (el tipo de alambique y el nimero de destilaciones), el agua
y finalmente, el tiempo y tipo de barrica en el que envejece.

En este informe, se incluyen los resultados de las actividades detalladas en el Plan de
Tareas. Dichos resultados incluyen el diagndstico del sector productivo y un primer
analisis de calidad de las cervezas considerado “linea de base”, es decir que hace
referencia a la calidad de la cerveza antes de la asesoria técnica, asesorias técnicas en



fabrica para solucionar problemas detectados en la linea de base, asesoramiento a
productores en cuanto al uso de levaduras nativas e inicio del tramite legal para el uso de
la levadura EUBY.

1. Diagnostico del sector productivo

En primera instancia, se realizd una encuesta online a los cerveceros a fin de obtener un
relevamiento y caracterizacién de los emprendimientos productivos de las cervecerias
involucradas. Seis de las cervecerias relevadas tienen sus fabricas en la Comarca Andina,
en las localidades de El Hoyo (1), Lago Puelo (2), Paraje Entre Rios (1) Epuyén (2). Tres
cervecerias se ubican en la ciudad de Esquel y 1 corresponde al ejido de Trevelin. La
encuesta realizada se puede ver en el Anexo 1.

1.1. Capacidad productiva

Las cervecerias encuestadas presentaron diversidad en los tamafios de bach, ya que estos
variaron entre 175 L y 2.000 L, siendo mas comunes los bach de produccién con
volumenes entre 450 L y 1.000 L. En cuanto a la produccién anual en litros de cerveza
(referida al afio 2021), las fabricas registraron una produccidon que varié entre 25.000 y
120.000 L anuales (Tabla 1). Los estilos de cerveza relizados por cada cerveceria son
diversos, aunque es notable que las cervezas lupuladas (IPAs), predominan en los estilos
elaborados en todas las fabricas.

Tabla 1. Capacidad productiva de 10 fabricas de cerveza del noroeste de Chubut y principales
estilos que se producen.

Produccion

Cerveceria . 5 Lo .
Localidad anual Tamaiio de Bach (L)  Principales estilos
(Responsable) ~
(L/afio)
Session IPA, NEIPA,
La 40 i . .
) ) Epuyén No informa 450 Red IPA, Belgian dark
(Lencina Nicolas) .
y Pilsen
IPA  Argenta, IPA
Chaura ] 8
. Americana
(Francisco El Hoyo 36.000 700 .
. Session IPA, Blonde y
Huisman)

Barley Wine



Radal L Scottish, IPA
ago
(Diego b Slo 33.500 1.500 Argenta, Blonde,
u

Mayorca) APA, Porter

Doble IPA, IPA
Arvejas Partidas i Americana, Pale Ale,

Epuyén 120.000 750 .

(Pablo Leo) Scottish, Red IPA,

Pilsen Porter
Origen IPA Americana,
(Nicolas Esquel 44.500 175 Kolsch, Altbier, Irish
Nagahama) Ale, Cream Stout
Euthopia ) IPA, Pale Ale, Tripel,

h . Trevelin 25.000 250
(Tomas Bajar) FarmHouse, Sour
Esquel Golden, Session IPA,
(Carlos Esquel 30.000 600 Amber ale, IPA,
Miguens) Honey
Heiskel Golden, Scottish,
(Williams Esquel 30.000 1.000 Brown ale, Porter,
Randal) IPA, IPA citrica
Huemul Lago IPA, Irish, Stout,
L. . 40.000 450
(Cristian Lignac) Puelo Dorada, Frambuesa
El Bolson ) Rubia, IPA de
. Paraje
(Guillermo i 120.000 2.000 frambuesas, Red Ale,
. Entre Rios .

Bahlaj Session IPA

IPA: India Pale Ale; APA: American Pale Ale;NEIPA: New England IPA.

Fuente: elaboracion propia.

1.2.  Fraccionamiento de la cerveza vy pasteurizacion de productos

Ademas de acondicionar la cervezas en barriles, el 80 % de las cervecerias (8 de 10)
informaron que envasan entre 10 y 30 % de la produccion total en formato de botella y/o

lata. En la figura 1a puede verse la proporcion de cervecerias que eligen el formato de

botella y/o de lata para el fraccionamiento de la cerveza. Por su parte solo 3 de las 8 (37

%) cervecerias informd que pasteuriza la cerveza fraccionada (figura 1b).
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20%
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Figura 1. Porcentaje de cervecerias que fraccionan la cerveza en botellas y latas (a) y proporcién de
cervecerias que realizan practicas de pasteurizacidn en las cervezas envasadas en formato
lata/botella (b).

Fuente: elaboracidon propia.
1.3. Informacion relevante al uso y manejo de levaduras cerveceras

Todos los productores relevados utilizan Unicamente levaduras en formato seco para sus
producciones, siendo las levaduras secas marca Fermentis S-04, US-05 y en tercer lugar la
levadura S-33 las levaduras mas utilizadas por las cervecerias (Figura 2). Las tres levaduras
mas utilizadas se caracterizan por su versatilidad en la elaboracién de multiples estilos, lo
cual facilita el trabajo operativo y la planificacidn de reutilizacién de la cepa.
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Figura 2. Principales levaduras en formato seco utilizadas por las cervecerias de Chubut.
Fuente: elaboracidn propia.

Todas las fabricas informaron que reutilizan levadura, aunque en su mayoria, las
cervecerias reutilizan de vez en cuando y pocas generaciones (1-3 veces). Solo dos
cervecerias (20 %) reutilizan con frecuencia y por mas de 5 generaciones.
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0, -
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(>5 veces)

Figura 3. Proporcidn de cervecerias que reutilizan levaduras para inocular nuevos lotes de
cerveza.
Fuente: elaboracidn propia.

Por otro lado, se pudo confirmar que a pesar de que todas las cervecerias reutilizan
levadura aunque sea de vez en cuando, mas de la mitad de los cerveceros (6) no utilizan
microscopio para realizar el recuento de celulas para inocular levaduras en la cantidad
apropiada, ni evaluan la viabilidad de las levaduras, incluso contando con el equipamiento
para llevar a cabo esta practica.

Ademads se pudo constatar que en muchos casos (mas del 50 %) no se agregan los
nutrientes necesarios para el buen desempefio fermentativo de las levaduras reutilizadas.
Por ejemplo, se pudo conocer que a pesar de aplicar reutilizaciones, el 70 % de las
cervecerias no agregan oxigeno en el mosto. Este nutriente es esencial para la fase de
crecimiento y replicacion de las levaduras en las primeras horas de la fermentacién. Se
observd que 40 % no agrega ningun nutriente que aporte zinc, nutriente necesario para
tener una fermentacion eficiente. Por ultimo se registré que 3 (30 %) cervecerias no
utilizan sales de calcio y magnesio, nutrientes involucrados en la floculacién (precipitacién
conjunta) de las levaduras al final de la fermentacién.

1.4. Control de Calidad

Todas las cervecerias reportaron medir la densidad de las fermentaciones regularmente,
utilizando densimetros o refractdmetros, mientras que el 70 % de las fabricas (7 de 10)
realiza mediciones de pH.

Por su parte, solo el 30 % (3 fabricas) realiza algun tipo de control de calidad
microbiologico en la fabrica (Figura 4).



Realiza controles
microbioldgicos

70%

No realiza controles
microbioldgicos

Figura 4. Proporcidn de cervecerias que aplica algun tipo de control microbiolégico.
Fuente: elaboracion propia.

Las cervecerias que declararon realizar controles microbioldgicos expresaron que realizan
el “test de mosto forzado”, procedimiento realizado para validar los procesos de limpieza
y sanitizacién en la zona “caliente” de la fabrica y en fermentadores.

Por ultimo, las 10 cervecerias encuestadas (100 %), confirmaron que no hay personal
contratado en la fabrica dedicado a control de calidad (medicién de densidad, pH y/o test
de mosto forzado), mientras que el 40 % afirmdé que el control lo realiza el mismo
productor.

1.5.  Productos de limpieza y sanitizacion

Todos los productores declararon que realizan limpieza con detergente alcalino en el
equipo de coccién (Brew house) de manera manual, y que periédicamente utilizan acido
fosforico como desincrustante de la “piedra” cervecera (acumulaciéon de minerales). Por
su parte los fermentadores ademas de ser limpiados con detergente alcalino son
sanitizados con productos a base de acido peracético (con una excepcion que utiliza un
producto a base de acido fosfdrico y acido dodecilbencenosulfénico). En todos los casos
la limpieza y desinfeccidon de fermentadores se realiza utilizando sistemas CIP (Cleaning
in Place).

2. Analisis de calidad de cerveza (Linea de base)

Se analizaron 8 lotes de cervezas provenientes de 8 cervecerias de Chubut (cada lote se
analizd por triplicado). Dos cervecerias (codificadas como #8 y #9) decidieron no formar
parte del proyecto luego de la encuesta, por lo cual se continuard con el andlisis y
transferencia de cultivos iniciadores de la levadura nativa Euby® (Saccharomyces
eubayanus) en 8 cervecerias. Para contrarrestar esta falta se sumé un analisis molecular



para detectar contaminantes microbianos por PCR en tiempo real. Esta primera etapa
(linea de base), se llevé a cabo para conocer la calidad de las cervezas antes de realizar la
transferencia de Euby® (S. eubayanus). Con tal fin, se realizé un analisis fisicoquimico, un
analisis microbioldgico utilizando técnicas de cultivo tradicionales, un analisis sensorial y
por ultimo un analisis genético de las cervezas para detectar contaminaciones a nivel
molecular.

2.1. Métodos de analisis

» Analisis Fisicoquimico

Se realizaron analisis fisicoquimicos para determinar los siguientes parametros: IBU’s
(Unidades de amargor), Color (SRM - Standar Reference Method), % de Alcohol, Densidad
final y pH.

Para determinar IBU’s se empleé la muestra fria sin desgasificar; en cambio para
determinar los demads valores, las muestras fueron sometidas a agitacion durante 15
minutos para eliminar el gas.

Para la determinacién de IBU’s y Color de las muestras, se siguieron los protocolos
descriptos en el ASBC Methods of analysis (American Society of Brewing Chemists): Beer
10A para color y Beer 23A para IBU’s.

Para la determinacion de % de Alcohol y Densidad final, se empled el medidor de alcohol
y extracto Alex 500 de Antoon Paar siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
Para determinar pH se empled el equipo “Sartorius PR15 Pro Series”.

Todos los analisis se realizaron a partir de muestras de 3 latas o botellas (triplicado). En el
caso de las mediciones de alcohol y densidad final, a cada muestra se le realizé un
duplicado. Todos los datos fueron promediados y se calculd el desvio estandar.

» Analisis microbioldgico

A partir de muestras de 3 cervezas envasadas (latas/botellas) se le realizaron analisis
microbiolégicos en medios de cultivos especificos para deteccién de contaminantes de
cerveza (WLD, LCSM y HLP). El Medio diferencial de Wellerstein o WLD es un medio de
cultivo selectivo y diferencial, que se utiliza para detectar bacterias contaminantes de
cerveceria; el Lin’s Cupric Sulfate Medium o LCSM es un medio de cultivo para detectar
levaduras salvajes; mientras que el Hsu’ Lactobacilus-Pediococcus o HLP, se utiliza para
detectar Lactobacillus spp. y Pediococcus spp.

Para el anadlisis en WLD y LCSM, se extrajo una alicuota de 1 ml de cerveza, la cual se
colocd en una placa de Petri y luego se le afiadié 15 ml de medio de cultivo fundido y
enfriado a 40°C. La placa fue puesta a incubar por 72 hs en estufa; para el primer caso a
30°Cy para el segundo, a 25°C.
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Para el andlisis en HLP, se extrajo 1 ml de cerveza, el cual se colocd en un tubo cénico tipo
falcén con tapa a rosca de 15 ml y se llevd hasta volumen final con medio de cultivo
fundido y enfriado a 40°C.La muestra fue puesta a incubar durante 72 hs a 25°C.

> Analisis sensorial

Para evaluar la presencia de deméritos a nivel sensorial, el panel de Cata perteneciente al
grupo Centro de Referencia en Levaduras y Tecnologia Cervecera (CRELTEC)
perteneciente al IPATEC (CONICET - UNCo) llevo a cabo 2 catas.

En primera instancia, el panel de cata (6-7 panelistas) evalué las muestras de cervezas
terminadas envasadas, se les solicité que las califiqguen como muestra contaminada o no
contaminada, segun la percepcion de atributos relacionados con eventos de
contaminacion (por ejemplo presencia de acidez lactica o acética y compuestos fendlicos).
La segunda cata se centré en detectar la presencia de indicadores sensoriales de
contaminacién mediante un analisis descriptivo (Sensory Analysis—10, ASBC Methods). El
analisis fue realizado por 7 panelistas entrenados, los descriptores fueron evaluados
utilizando una escala de 0 (no presente) a 5 (muy intenso). Los descriptores evaluados
tanto en aroma como en sabor fueron los siguientes: ésteres, diacetilo, fendlico, acidez
lactica, acidez acética, sulfuros y alcohol.

> Analisis molecular

A cada muestra de cerveza envasada, se le extrajo una alicuota de 30 ml a la cual se
centrifugd a 7085 rpm. Se descartd el sobrenadante y sobre el pellet se realizé una
extraccién de ADN total utilizando el kit QuickGEN Sample Preparation Centrifugation, Q-
002. El ADN extraido se utiliz6 como molde para la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa Real-Time (qRT-PCR) utilizando el kit QuickGEN PCR Kit Beer yeast and
bacteria differentiation - low - Kit Q-072 (GEN-IAL GmbH) y empleando el equipo Applied
Biosystems StepOne Plus. Esta técnica permite amplificar y detectar fragmentos
especificos de ADN. En este caso se utilizd el protocolo de presencia/ausencia para la
determinacion como positiva o negativa de la muestra para los siguientes
microorganismos o grupos de microorganismos:

- Enterobacterias: son un grupo de bacterias que se emplean para el control de calidad
en alimentos, su presencia es indicadora de las condiciones sanitarias, ya que indica
contaminacién, ya sea fecal (algunas son habitantes naturales del intestino de los
animales), o ambiental (algunas habitan en restos vegetales y suelo). Pueden estar
presentes en mosto no fermentado, pero no es comun en cerveza terminada.

- Lactobacillus y Pediococcus: son bacterias acido lacticas muy frecuentes en las
contaminaciones microbianas de cerveza y causan principalmente acidez y diacetilo.
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Bacterias acéticas: son bacterias que producen acido acético, son aerdbicas estrictas
y poseen un rol importante en la formacion de biofilms.

Levaduras salvajes “grupo 1”: incluye levaduras contaminantes como Dekkera
anomala, Dekkere bruxellensis, Dekkera custersiana, Dekkera naardenensis, Debaromyces
hansenii, Hanseniaspora guillermondii, Hanseniaspora osmophila, Hanseniaspora uvarum,
Issotchenkia orientalis, Kazachstania exigua, Kluyveromyces marxianus, Metschnikowia
pulcherrina, Wickerhamomyces anomalus, Pichia fermentans, Pichia membranaefaciens, S.
cerevisiae var. diastaticus, Saccharomycodes ludwigii, Torulaspora delbruckii.

Levaduras salvajes “grupo 2”: incluye Candida glabrata, Candida albicans, Candida
kefyr, Candida intermedia, Candida parapsilosis, Candida sake, Candida tropicalis,
Naumovozyma  dairenensis,  Pichia  guillermondii,  Zygosaccharomyces  bailii,
Zygosaccharomyces rouxii.

Levaduras cerveceras: diferenciando levadura Ale y Lager.

Para el analisis molecular se incluyeron 3 cervezas industriales a modo de control

negativo.

2.2. Resultados

Se evaluaron muestras de cerveza de tipo Ale no pasteurizada (cervezas fermentadas con

levadura S. cerevisiae de “fermentacion alta” o “top fermenting”) en formato de botella

o lata. Los estilos de cervezas analizados se muestran en la tabla 2. La cerveceria no

especifico el estilo de cerveza (n.d).

Tabla 2. Estilos y cddigo de andlisis de cervezas estudiadas. Fuente: elaboracién propia.

# Nombre Cddigo .
, } Estilo
Cerveceria Cerveceria cerveza
1 La 40 C Pilsen
Ho
2 Chaura E PPy
Blond
3 Radal [ Scottish
Arvejas
4 . G Pale Ale
partidas
5 Origen K n.d
6 Euthopia D Ipa Argenta
7 Esquel P Red Ale
10 El Bolson J Golden Ale

» Analisis fisicoquimico
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Los resultados de los analisis fisicoquimicos (promedios de 3 replicas) pueden observarse

en la tabla 3. El pH de las cervezas analizadas varid entre 4,24 - 4,57 (en promedio 4,36)

mientras que el color varié entre 3,10 y 29,93 SRM, observandose colores que fueron

desde amarillo pajizo a marron oscuro en el caso de las cervezas mas oscuras. Por su parte

el amargor de las muestras se encontré entre 18 y 43 IBUs (en promedio 33 IBU) y el

porcentaje de alcohol vario entre 3,58 y 5,15 %. Por ultimo se observé que las densidades

finales se encontraron entre 1,003 y 1,016 g/L. No se encontraron valores fuera de lo

esperado para los estilos estudiados.

Tabla 3. Resultados de los analisis fisicoquimicos de cervezas de Chubut. Fuente: elaboracién

propia.

# cerveza pH Color IBU % Alcohol Densidad
C 4,24 + 0,00 3,10+0,10 32,67+0,58 3,72+0,04 1,010+0,000
E 4,37 +0,12 4,10+ 0,17 36,00+0,00 4,09+0,04 1,003%0,000
I 4,30+0,01 19,97 +0,06 37,67+0,58 nd n.d
G 4,32 +0,01 6,87 + 0,06 35,00+0,00 3,58+0,03 1,012+0,000
K 4,41 +0,01 3,53+0,06 3467+153 3,71+0,01 1,006+0,001
D 4,31+ 0,06 4,40 + 0,35 43,00+5,00 4,24+0,05 1,003+0,000
P 4,57 £ 0,00 29,93+0,38 27,00+1,00 5,15+0,06 1,016+0,001
J 4,38+0,01 5,97 +2,71 18,00+1,73 3,77+0,19 1,012 +0,000

» Analisis microbioldgico

n.d: no data, no fue posible la medicién por presencia de turbidez en la muestra

Como se explico anteriormente, se utilizaron medios de cultivo especificos para

detectar contaminaciones microbianas en cerveza: HLP para detectar bacterias

lacticas, WLD para bacterias arobicas totales y LCSM para levaduras salvajes. El

andlisis realizado demostré que el 75 % de las cervecerias superd los valores

recomendados de bacterias y/o levaduras contaminantes de cerveza (valores de

referencia segun Hill, 2015 <10 UFC/mL). Es importante destacar que 3 cervecerias

(3, 5y 10) mostraron recuentos excesivos de UFC /mL (Unidades formadoras de

colonias muy numerosas para contar , MNPC).

Tabla 4. Resultados de los analisis microbiolégicos de 8 cervezas artesanales de Chubut.
Fuente: elaboracion propia.

# Cerveza HLP WLD LCSM
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C Ausencia 52 UFC/ mL (+) 25 UFC/ mL

E Ausencia 1UFC/mL(-) <1 UFC/mL
| MNPC MNPC (+) 42 UFC / mL
G Ausencia <1 UFC/ mL(-) <1 UFC/mL
K Ausencia MNPC (+) MNPC

D Ausencia 14 UFC / mL (+) 9 UFC/ mL
P Ausencia <1 UFC/ mL(-) 74 UFC / mL
J MNPC MNPC (+) 1 UFC/mL

UFC: Unidades formadoras de colonias.MNPC: muy numeroso para contar (>300
UFC/mL). (+) presencia de acidos organicos que generaron cambio color
(disminucién de pH) en el medio de cultivo. (-) No se observé cambios de pH en
el medio de cultivo

> Analisis sensorial

El panel de cata detecté que 4 de las 8 muestras estudiadas mostraron evidencia de
contaminacion a nivel sensorial. Estos defectos asociados a contaminaciéon fueron
compuestos fendlicos detectados como clavo de olor/medicial (asociado
generalmente a la contaminacion con levaduras) y/o acidez (causado principalmente
por bacterias). En el caso de la cerveza D, no pudo llegarse a un concenso, ya que 4
panelistas la consideraron con indicios de contaminacién y 4 panelistas no. Por esta
razén la muestra fue considerada como indefinida.

El detalle de los aromas y sabores percibidos para cada muestra de cerveza puede
verse en los graficos de arafia (Figuras 5,6, 7, 8,9, 10 y 11). La cerveza numero P no
fue evaluada ya que fue enviada despues de la fecha pactada para la cata. Los
descriptores fueron puntuados segun escala de 0 (no presente) a 5 (muy intenso) y
se graficé su promedio (escala en grafico hasta 2,5).

Aroma Sabor
Muestra SC Muestra SC

_Esteres Esteres

OO =N
o
C

Acidez Acética Acidez Lactica Acidez Acética Acidez Lactica

Figura 5. Analisis sensorial descriptivo de la cerveza C.
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Aroma
Muestra SE

Esteres
2,50

2,00
Alcohol 1,50
1,00
0,50
0,00
Sulfuros

Acidez Acética Aci

Figura 6. Andlisis sensorial descriptivo de la cerveza E.

Aroma
Muestra SlI

Esteres
.

2,00
Alcohol 1.50

1,00

Acidez Acética

Sulfuros

Figura 7. Andlisis sensorial descriptivo de la cerveza I.

Aroma
Muestra SG

Esteres

50
2,00
Alcohol 150
1,00
0,50

0,

Sulfuros

Acidez Acética

Figura 8. Analisis sensorial descriptivo de la cerveza G.

Aroma
Muestra SK
Esteres
,50
Alcohol igg
1,00
0,5
0,
Sulfuros
Acidez Acética Acid

Figura 9. Analisis sensorial descriptivo de la cerveza K.

Diacetilo

Fendlico

dez Lactica

Diacetilo

Fendlico

Acidez Lactica

Diacetilo

Fendlico

Acidez Lactica

Diacetilo

Fendlico

ez Lactica

Sabor
Muestra SE

Esteres
2,50

2,00
Alcohol .50 Diacetilo
1,00
0,5l
0,00
Sulfuros Fendlico

Acidez Acética Acidez Lactica

Sabor
Muestra Sl
Esteres
2,50
2,00
Alcohol 1,50 Diacetilo
00
0,
Sulfuros Fendlico
Acidez Acética Acidez Lactica
Sabor
Muestra SG
Esteres
50
Alcohol Diacetilo
Sulfuros Fendlico
Acidez Acética Acidez Lactica
Sabor
Muestra SK
Esteres
,50
200 . .
Aleohol 1 509 Diacetilo
Sulfuros Fendlico
Acidez Acética Acidez Lactica
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Aroma Sabor

Muestra SD Muestra SD
Esteres ., _Esteres
2,50 Z,0U
2,00 2,00
Alcohol 1,50 Diacetic Sulfuros 1,50 Diacetilo
1,00 1,00 '
0,5 0,
0, 0,00
Sulfuros Fendlico
Acidez Acética Fendlico
Acidez Acética Acidez Lactica
Acidez Lactica
Figura 10. Analisis sensorial descriptivo de la cerveza D.
Aroma Sabor
Muestra SJ Muestra SJ
Esteres
2,50
2.00
Alcohol 150 Diacetilo Alcohol Diacetilo
00
Sulfuros ‘ Fendlico Sulfuros Fendlico
Acidez Acética Acidez Lactica Acidez Acética Acidez Lactica

Figura 11 Andlisis sensorial descriptivo de la cerveza J.

> Analisis molecular

Los resultados de PCR en tiempo real de las 8 cervezas analizadas (por triplicado) pueden
verse en la tabla 5. La presencia de ADN de bacterias de la familia Entorobacteraceae se
registro en el 50 % de las muestras. Sin embargo, es posible que estas bacterias no se
encuentren viables en la cerveza terminada ya que estas bacterias en general, no toleran
el etanol y los pH bajos (Vriesekoop et al., 2012). Su crecieminto en las primeras etapas
de la fermentacién puede causar sabores y aromas desagradables que pueden ser
detectados en la cerveza final y su ADN puede ser detectado por esta técnica aunque las
células no se encuentren vivas. Por su parte, se detectdé ADN de bacterias acido lacticas
en 3 muestras (38 %) y bacterias acido acéticas en 6 de las 8 cervezas evaluadas (75 %).
Por ultimo se registré la presencia de levaduras contaminantes en 6 muestras (75 %). Los
controles realizados con cervezas industriales, mostraron ausencia.

Tabla 5. Resultados de la identificacion de microorganismos mediante PCR en tiempo real.
Fuente: elaboracién propia.

# Cerveza
Microorganismo C E | G K D P J
Enterobacterias + + + - - + - -
Lactobacillus/Pediococcus - + + - - - - +
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Pediococcus - - + - - - - +

Bacterias acéticas + - + + - + + +
Levaduras salvajes 1 + - + + + + - +
Levaduras salvajes 2 + - - + - - - +
Levaduras Ale* + + + + + + + +

Levduras Lager* - - - - - - - -

*Levaduras cerveceras
> Andlisis adicionales

Ya que las enterobacterias son consideradas de importancia sanitaria (indicadoras de
higiene), se consideré que era importante ampliar el estudio de estas bacterias para
evaluar si se trataba de células vivas o si el ADN detectado por PCR era de celulas no
viables. Para esto se analizaron las cervezas C, D y E utilizando 2 metodologias en
simultaneo: 1) Protocolo de Alimentos CRELTEC. Se realizé diluciéon 1/10 y 1/100 con
Caldo de Tripteina Soja (muestra 10 ml + 90 caldo), luego se sembrd en profundidad 1 ml
de muestra en Agar Chromocult (Merck). Se incubd 24 hs a 35°C y 2) Protocolo de
deteccién de enterobacterias segin MANUAL DE MICROBIOLOGIA APLICADA A LAS
INDUSTRIAS FARMACEUTICA, COSMETICA Y DE PRODUCTOS MEDICOS. Asociacién
Argentina de Microbiologia. 2da ed. Se realizé dilucion 1/10 (10ml + 90 de diluyente) de
muestra en caldo de tripteina soja. Se incubd 2 hs a 25°C. Se diluyé nuevamente 1/10 en
caldo de enriquecimiento para enterobacterias Mossel. Se incubd 48 hs a 35°C y se
sembrd en agar VRBD para detectar presencia ausencia de enterobacterias incubando
35°C por 24 hs. En todos los casos se confirmé ausencia de enterobacterias viables
cultivables.

2.3. Resumen de resultados “linea de base”

En la tabla 6 se puede observar un analisis global de los resultados obtenidos. Se consideré
gue una muestra fue aceptada satifactoriamente cuando no registré problemas de
contaminacién por bacterias ni levaduras (<10 UFC/mL por método de cultivo y ausencia
de ADN contaminante por método molecular) y no se evidencié contaminacién a nivel
sensorial. Se considerd una muestra aceptada de manera condicional (amarillo) cuando
presentd problemas de contaminacién moderados (10-100 UFC/mL o se detectd
presencia de ADN contaminante por método molecular y/o se evidencié de
contaminacién a nivel sensorial). Una muestra se rechazé (no aceptado) cuando los
indicadores de contaminacidon superaron ampliamente los valores recomendados para
contaminantes en cerveza (MNPC). Se encontré6 ADN contaminante por método
molecular y se evidencié contaminacidn a nivel sensorial.
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Tabla 6. Balance de resultados obtenidos con foco en la deteccidn de contaminaciones
microbianas. Fuente: elaboracién propia.

. Levaduras L

; Bacterias . Analisis
Cerveceria Cerveza contaminantes . Balance

(+/-)* . Sensorial

(+/-)

10-100 . . .

10-100 UFC/mL Sin evidencia de ACEPTADO
1 C UFC/mL L,
(+) contaminacion CONDICIONAL

(+)
<10 UFC/MI <10 UFC/MI Sin evidencia de ACEPTADO

(+) (-) contaminacion  CONDICIONAL
3 MNPC MNPC Evidencia de
(+) (+) contaminacion
4 G <10 UFC/MI <10 UFC/MI Evidencia de ACEPTADO
(+) (+) contaminacion CONDICIONAL
MNPC MNPC Evidencia de
5 K L,
() (+) contaminacion
10-100
10-100 UFC/mL . ACEPTADO
6 D UFC/mL Indefinida
(+) CONDICIONAL
(+)
<10 UFC/MI  10-100 UFC/MI . ACEPTADO
7 P Sin datos
(+) (-) CONDICIONAL

MNPC MNPC Evidencia de
10 J .,
(+) (+) contaminacion
*, Signo entre paréntesis indica el resultado del test por método molecular. MNPC (muy numeroso para
contar)

Las cervecerias fueron informadas acerca de los resultados obtenidos mediante un
informe escrito y mediante una reunién online.

Por su parte la destileria “La Alazana” al tratarse de un producto que no presenta riesgos
de contaminacién microbiana (como en el caso de la cerveza) y al no requerir los mismos
pardmetros de calidad establecidos para las cervecerias, se firmé la licencia para el uso
de levaduras nativas

3. Asesorias técnicas en fabricas de cerveza

3.1. Evaluacion de puntos débiles en el proceso de elaboracion

Se realizaron asesorias en fabrica para dilucidar las fuentes potenciales de
contaminacion y evaluacion de las capacidades técnicas para el uso de levaduras
liquidas. A continuacion, se resumen los principales puntos débiles de las cervecerias
que pueden traer como consecuencia el desarrollo de contaminaciones microbianas.
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1.  Errores en la concentracion de uso de productos de sanitizacidn y/o en el tiempo
de accidn de los mismos.

2.  Fermentadores plasticos y deteriorados (Imagen 1)

3.  Valvulas esféricas (poco sanitarias) y deterioradas (Imagen 2)

4.  Cosecha de la levadura para reutilizacidn en recipientes inadecuados (Imagen 3)

Imagen 1. Fermentadores pldsticos. lzquierda: cerveceria Esquel, derecha: cerveceria Radal.

Imagen 2. Interior de fermentador plastico con restos adheridos al plastico.
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Imagen 4. Valvula esférica corroida

3.2. Test de mosto forzado

Durante las asesorias se acompafiaron cocciones para tomar muestras de mosto
durante el proceso de elaboracién y evaluar la presencia de contaminantes en las
superficies del equipo de elaboracién. Este método es conocido como “Test de mosto
forzado” y consiste en tomar muestras de mosto en distintos puntos del proceso en
etapas anteriores a la inoculacién de la levadura (después del proceso de enfriado,
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mosto frio que circula por mangueras, mosto colocado en el fermentador). Una vez
colectadas las muestras en recipientes estériles, se incuban para forzar el desarrollo de
potenciales microorganismos contaminantes presentes (Brewing Science Institute,
2021; White & Zainasheff, 2010).

La toma de muestras en fabrica se realizé de la siguiente manera: el puerto de muestreo
(conocido por los cerveceros como tomamuestras) se abrié al maximo y se descartd
mosto por 5-10 s. Se cerrd nuevamente el tomamuestras y se limpio utilizando algoddn
con alcohol 70 % (v/v) todas las superficies del puerto de muestreo. Se rocié con alcohol
96 % (v/v) el puerto de muestreo en su interior y exterior y se flamed la superficie
rociada con alcohol hasta que se consumié la llama (en los fermentadores con canillas
plasticas en lugar de flamear, se embebid la canilla por 20 min con alcohol al 70 %). Se
abrid el tomamuestras y se purgd nuevamente durante 5-10 s para que el puerto de
muestreo vuelva a enfriarse. Con la vdlvula abierta, se colectd % del volumen total del
recipiente estéril (Tubos Falcon/ frascos de orina) (Brewing Science Institute, 2019). A
modo de control negativo se tomd también una muestra de mosto después de realizar
el Whirlpool. Todas las muestras fueron incubadas a 25-30 °C durante 7 dias (White &
Zainasheff, 2010) y fueron evaluadas diariamente durante este periodo.

Una muestra se considerd positiva cuando se registrd la presencia de gas, turbidez y/o
sedimentos en comparacion con su control negativo, como muestra la Imagen 5.
Durante el periodo de incubacién se registr6 ademas el tiempo (en dias) que las
muestras tardaron en desarrollar alguna de las mencionadas caracteristicas indicadoras
de actividad microbiana.
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Control Negativo Muestra positiva
Mosto proveniente de hervor Mosto proveniente de fermentador

Gas

Turbidez

Trub Sedimento

Imagen 5. Test de mosto forzado positivo (derecha) detectado por la presencia de gas, turbidez y
sedimentos en comparacién con su control negativo (izquierda) en la que sdélo se observa la
presencia de proteinas coaguladas (trub).

En la tabla 7 se pueden observar los resultados obtenidos para el test de mosto forzado
realizados en las distintas asesorias. Los casos que mostraron resultados positivos fueron
evaluados puntualmente para dilucidar el origen del problema. Las acciones correctivas
para cada caso se numeran en la tabla y se detallan posteriormente.

Tabla 7. Evaluacidn de la eficiencia de los protocolos de limpieza y sanitizacién mediante test de
mosto forzado. Se detalla el lugar de muestreo, y los resultados (- ; +) segun si se observé indicios
de crecimiento microbiano (turbidez, gas, sedimentos). Ademads, se incluye el dia en el que los
resultados positivos fueron observados y las acciones realizadas para mejorar los pardmetros de
calidad

# Punto de ) Ver
Cerveceria Fecha muestreo Resultado Dia Accién
#1 s.d s.d s.d s.d n.a
Agosto Enfriador (-) n.a
Agosto Fermentador (-) n.a "
# Noviembre Enfriador (+) 2
Noviembre Fermentador (+) 2 !
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Diciembre Enfriador (-) n.a
Diciembre Fermentador (-) n.a "
Septiembre Enfriador (+) 3
Septiembre  Fermentador 1 (+) 3 2
Septiembre  Fermentador 2 (+) 3
Octubre Enfriador (-) n.a
#3 Octubre Fermentador 1 (-) n.a 3
Octubre Fermentador 2 (+) 3
Noviembre Enfriador (-) n.a
Noviembre  Fermentador 1 (-) n.a n.a
Noviembre  Fermentador 2 (-) n.a
Septiembre Enfriador (-) n.a
#4 n.a
Septiembre Fermentador (-) n.a
Agosto Enfriador (-) n.a
Agosto Fermentador (-) n.a "
i Octubre Enfriador (-) n.a
Octubre Fermentador (-) n.a "
Agosto Enfriador (+) 2
Agosto Fermentador (+) 2 :
Agosto Enfriador (-) n.a
Agosto Fermentador (+) 3 >
"o Septiembre Enfriador (-) n.a
Septembre Fermentador (-) n.a "
Octubre Enfriador (-) n.a
Octubre Fermentador (-) n.a "
Agosto Enfriador (-) n.a
Agosto Fermentador 1 (+) 2 6
#7 Agosto Fermentador 2 (+) 2
Septiembre Enfriador (-) n.a
Septiembre  Fermentador 1 (-) n.a "

23



Septiembre  Fermentador 2 (-) n.a

Agosto Enfriador (-/+) n.a
Agosto Fermentador (-/+) n.a ’
Septiembre Enfriador (-) n.a
Septiembre  Fermentador (-) n.a
#10
Octubre Enfriador (-) n.a
Octubre Fermentador (-) n.a "
Noviembre Enfriador (-) n.a
Noviembre Fermentador (-) n.a

s.d: sin datos; n.a: no aplica

Accién 1 (cerveceria #2). Se inspeccionaron mangueras, bombas y fermentadores. Se

encontrd una filtracion en el sello de la bomba. Se reemplazé el sello y se revisaron los
protocolos de limpieza y sanitizacion.

Accidn 2 (cerveceria #3). Se reviso el estado de las mangueras, fermentadores, bombas,

canillas y se evaluaron los protocolos de limpieza. Las mangueras que conducen el mosto
desde el enfriador hacia el fermentador fueron reemplazadas por mangueras sanitarias
nuevas. Se desarmo el enfriador de placas y se limpié manualmente.

Accidn 3 (cerveceria #3). Se encontré acumulacién de materia organica y deterioro de las

canillas de entrada de los fermentadores, y fueron reemplazadas por canillas de acero
inoxidable. Se ajustd el protocolo de limpieza de fermentadores. La muestra siguiente
(tomada en noviembre) mostré resultados negativos.

Accidn 4 (cerveceria #6). Se reviso el estado de las mangueras, fermentadores, bombas,

canillas y se evaluaron los protocolos de limpieza. Se desarmé el enfriador de placas y se
limpié manualmente.

Accidén 5 (cerveceria #6). Se inspecciond detalladamente el estado de los fermentadores

y se detectd la presencia de “piedra cervecera” (precipitacién de sales minerales que se
incrustan en las superficies de acero inoxidable y otros materiales) que influyen en la
eficiencia de los protocolos de limpieza y sanitizacion. Se realizé un lavado acido para
desincrustar la piedra y se realizd doble CIP (Cleaning In Place) del fermentador con
detergente alcalino y acido peracético.

Accidn 6 (cerveceria #7). Se inspecciond detalladamente el estado de los fermentadores
y se revisaron los procesos de limpieza y sanitizacion. Se encontré deterioro de las canillas

de entrada al fermentador (Imagen 4). Las canillas fueron reemplazadas y se repiti6 el test
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de mosto forzado al mes siguiente. No se encontraron problemas en la limpieza del
fermentador luego de cambiar la canilla.

Accién 7 (cerveceria #10). La cerveceria #10 habia presentado graves indicios de

contaminacion en las cervezas analizadas en la linea de base. En la primera visita a la
fabrica, se revisé el estado de las mangueras, fermentadores, bombas, canillas y se
evaluaron los protocolos de limpieza. Se observaron al microscopio dptico muestras de
mosto y se evidencié un abundante nimero de bacterias, aunque los mostos forzados no
presentaron indicios de crecimiento microbiano. Por esta razén, se decidié evaluar los
mostos mediante analisis microbioldgicos en el laboratorio de IPATEC, para confirmar si
estas bacterias se encontraban vivas. Los resultados obtenidos mostraron que las
bacterias observadas no se encontraban viables (ver anexo 2). Aunque esta fabrica
inicialmente mostré elevados niveles de contaminacidn no se obtuvieron mostos forzados
positivos.

3.3. Mediciones de oxigeno

Se midid la concentracién de oxigeno disuelto en el mosto (Imagen 5), nutriente clave
para el uso de levaduras liquidas y reutilizadas, antes de la fermentacion, siendo el valor
optimo entre 8-10 ppm de oxigeno. Una de las fabricas visitadas (#3), no realiza ningln
tipo de oxigenacién, razén por la cual el valor medido se encontré cercano a 3 ppm de
oxigeno. Esta fabrica se comprometié a comprar un sistema de oxigenacién y
actualmente cuenta con este equipo. En 3 casos (Cerveceria #2, #5 y #7) se instalo el
equipo de oxigenacion (tubo de oxigeno puro y piedra difusora) y se determinaron las
condiciones de tiempo y caudal para obtener entre 8-10 ppm de oxigeno en el mosto
(estas cervecerias comenzaron a realizar la practica de oxigenacion a partir de la asesoria
en todas las cocciones). Otro productor (#10) agrega oxigeno mediante aireacion del
mosto, sin embargo, la cantidad de oxigeno fue insuficiente (3,5 ppm). Este productor
adquiriod el equipo de oxigenacion para incorporar oxigeno puro al mosto en préximas
cocciones. Las restantes fabricas (#4, #6) incorporan oxigeno en linea de manera
rutinaria y los valores se encontraron dentro de lo esperado.
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Imagen 5. Medicidn de oxigeno disuelto en mosto

3.4. Manejo de levaduras cerveceras

Cerveceria #1: no se acompafiaron cocciones en esta cerveceria ya que no contestaron
los llamados para las asesorias.

Cerveceria #2: la fabrica reutiliza levaduras cerveceras, pero no cuenta con microscopio y
el equipamiento necesario para realizar la inoculacion de manera precisa, sino que la
inoculacién se realizaba “a 0jo” y se registré que los recipientes de cosecha de levadura,
no se sanitizaban de manera adecuada. Se corrigié el protocolo de limpieza para dichos
recipientes y se sugirid la inoculacién de levaduras utilizando una estimacién por peso
(1kg de crema de levadura por hectolitro de mosto para levadura ale de densidad media).
Esta estimacion es muy frecuente en cervecerias que no realizan recuentos, y aunque no
es un método preciso, suele dar buenos resultados. Ademas, se informé acerca de un
método de estimacion de numero de levaduras en la crema para que la inoculacién sea
mas precisa. (IPATEC, 2020; disponible
https://www.youtube.com/watch?v=VAp7IA6S ws&t=1168s).

Cerveceria #3: esta cerveceria utiliza levaduras secas en todas las cocciones, aunque tiene
microscopio y el equipamiento necesario para el recuento preciso de levaduras. El
productor afirma que le da miedo hacerlo mal y por eso prefiere utilizar levaduras secas
(aunque ha tomado cursos de reutilizacién en IPATEC). Se encontré que la tasa de
inoculacién de levaduras en formato seco era de 0,5 g/L. Este valor es menor al
recomendado para levaduras ale (0,8-1 g/L) para tener fermentaciones vigorosas y
eficientes. Se sugirié aumentar la tasa de inoculo a los valores recomendados y se
compararon las dindmicas de fermentacion antes y después de realizar los cambios. Como
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se puede notar en la figura la dindmica de la fermentacidon mejord al aumentar la tasa de
inoculacién de levadura lo que resultd en una mejora en la atenuacion final de la cerveza.

14
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10

° Plato

! \

dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5

e t3sa inoculo original tasa indculo corregida

Cerveceria #4: esta cerveceria realiza recuento y evaluaciéon de la viabilidad de las

levaduras para reutilizar, utilizando el microscopio para tal fin. Se comprobd que esta
practica se realizaba de manera correcta. Sin embargo, se encontré que la tintura utilizada
para la evaluacién de la viabilidad de las células (azul de metileno) no estaba en la
concentracion adecuada, y por esta razéon los recuentos daban 100% células vivas. Se
prepard una nueva solucion a la concentracion indicada (0,01%) y se soluciond este
problema.

Cerveceria #5: esta cerveceria cuenta con microscopio y el equipamiento necesario para

el recuento preciso de levaduras. Sin embargo, no siempre lo utilizan y la reutilizacion de
levaduras secas es mas frecuente que el uso de levadura reutilizada. Se corrobord que la
tasa de inoculacion sea la adecuada.

Cerveceria #6: la fabrica reutiliza levaduras cerveceras, pero no cuenta con microscopio y

el equipamiento necesario para realizar la inoculacion de manera precisa, sino que la
inoculacién se realiza por peso utilizando frascos de vidrio previamente sanitizados. Se
informé acerca de un método de estimacién de numero de levaduras en la crema para
gue la inoculacién sea mas precisa, como se explicé para la cerveceria #2.

Cerveceria #7: la fabrica reutiliza levaduras cerveceras, pero no cuenta con microscopio y
el equipamiento necesario para realizar la inoculacién de manera precisa. Se encontré
gue la inoculacién se realizaba a ojo con recipientes poco adecuados para tal fin y mal
sanitizados (Imagen 3). Se reemplazaron los recipientes de cosecha por frascos de 3 litros
de vidrio que puedan limpiarse y sanitizarse de manera adecuada y se sugirid la
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inoculacién de levaduras utilizando una estimacién por peso. Asimismo, se informé acerca
del método de estimacién de numero de levaduras en la crema para que la inoculacién
sea mds precisa como se explicé en la cerveceria #2.

Cerveceria #10: esta cerveceria cuenta con microscopio y el equipamiento necesario para

el recuento preciso de levaduras. Los productores informaron que la practica de
reutilizacidn es realizada durante la temporada alta cuando la produccién de cerveza es
mayor. Durante la temporada baja se utilizan levaduras secas para las fermentaciones. Se
corrobord que la tasa de inoculacién de levadura seca sea la adecuada y se despejaron
dudas respecto al uso del microscopio y la practica de recuento.

4. Acuerdos de transferencia de material

Una vez solucionados los problemas mencionados en los incisos anteriores, se realizé
una reunién informativa en la que se expusieron los requerimientos técnicos y legales
del uso de la levadura nativa EUBY. Se fijaron los tamafios de Bach a realizar por los
productores, y se asesord respecto a la mejor manera de utilizar la levadura en cuanto
estilos y materias primas de elaboracién. En la tabla 8 se listan las potenciales cervezas
a utilizar la levadura S. eubayanus.

Tabla 8. Potenciales tamafios y estilos de cervezas a realizar con la levadura S. eubayanus

Tamaiio de Bach

# Cerveceria (L) Estilo base Extras

#2 250 Cerveza de trigo Fruta fina

#3 100 Scottish No

#4 400 A definir A definir

#5 60 Kolsch o trigo No

#6 245 Saison Afiejada en barrica
#7 500 A definir A definir

#10 300 A definir A definir

Las cervecerias #2, #4, #5, #6 y #7 ya firmaron el acuerdo de transferencia de materiales
gue es requisito indispensable para recibir la levadura para las primeras pruebas. Los
documentos ya entraron al circuito de firmas del CONICET. Los productos de las
cervecerias #3 y #10 estdn siendo actualmente evaluadas nuevamente para confirmar las
mejoras en la calidad de los productos terminados.

La cerveceria #1 no contestd ninguno de los llamados para continuar con el proyecto, por
lo cual no se envio el acuerdo de transferencia de material.
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Por su parte la destileria La Alazana firmé el acuerdo de transferencia de material y
también la Licencia de transferencia tecnoldgica con el CONICET y la UNComahue, por lo
cual se transfirié la levadura nativa Saccharomyces uvarum CRUB 209 a la empresa. El dia
15 diciembre se formalizé la entrega de indculo de levadura para la fermentacidon de 1000
litros de mosto de whisky, el cual fue elaborado con cebada cultivada en la Patagonia que
es malteada por el mismo establecimiento. Esto sumado al uso de una levadura nativa
para la fermentacidn, es un paso muy importante para incorporar valor e identidad
regional a los productos y es un primer paso hacia la posibilidad de generar denominacién
de origen en el futuro.

La produccion de cervezas con levaduras nativas para las cervecerias que estan en
condiciones se realizard luego de la temporada alta (a partir de marzo) ya que las
cervecerias expresaron que no cuentan con la disponibilidad para este tipo de produccién
durante los meses de verano. Ademas, los fondos que financian la parte de laboratorio,
es decir el proyecto PFI “Identidad regional y agregado de valor para la cerveza y whisky
artesanal andino patagénicos mediante el empleo de levaduras autéctonas” dirigido por
el Dr. Libkind del IPATEC (CONICET — UNCo), se han demorado y estaran disponibles
también para el inicio del 2023.

5. Conclusiones

Durante el transcurso de este proyecto, se evalud la calidad de las cervezas y las
capacidades técnicas de las cervecerias para el uso de levaduras nativas como forma de
innovacion productiva. La imagen 6 resume algunas de las actividades realizadas durante
las visitas. Aunque en la linea de base se evidenciaron problemas de contaminacién
microbiana en muchas de las cervecerias, se realizaron acciones concretas en cada fabrica
para revertir esta situacion. Las asesorias realizadas en las fabricas visitadas, han
generado un gran impacto en la calidad de las cervezas. Un ejemplo de esta mejora, es
gue 2 de las cervecerias involucradas en este proyecto (#3 y #7) recibieron premios por
varias cervezas en la Copa Patagdnica de Cervezas y en la Segunda Copa Cerveceros
Caseros de Bariloche, eventos realizados durante octubre y noviembre de este afo. Las
mejoras en los parametros de calidad logradas gracias a las asesorias técnicas durante el
transcurso del proyecto, son evidencia de la importancia de la interaccién entre el sector
productivo y cientifico y permitird la trasferencia de levaduras nativas para cervezas
diferenciales. Contar con cervezas de alta calidad permitira una mejor recepcidn por parte
de los consumidores de bebidas diferentes y especiales, y por lo tanto una mayor
adopcidn y continuidad de produccion por parte de los productores y sin duda serd un
primer paso fundamental para la posibilidad de generar denominacion de origen en el
futuro. Ademas, resolver la problematica de calidad microbioldgica de las cervecerias es
vital para la implementacién de levaduras no convencionales, como es el caso de las
levaduras nativas.
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llustracién 6. Fotos tomadas durante las visitas a las fabricas
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ANEXO |

ENCUESTA REALIZADA A PRODUCTORES DE CERVEZA

Cerveceria:

Direccion de correo electronico:

Nombre completo de quien llena la encuesta y rol en la empresa:

Nombre legal de la empresa y CUIT:

Direccién completa de la fabrica de cerveza:

DATOS DE PRODUCCION

P wnN e

8.
9.

Volumen total (en litros) producido en 2021.

Marque las que correspondan. Produzco: LATAS — BOTELLAS - AMBAS
Declare el tamafo del/los batch

Declare el tamano en Lts de los fermentadores con los que cuenta (de menor a
mayor), ejemplo 500ltsx2, 1000lts x1...

Declare si cuenta con propagadores u otros equipos para tal fin mencionando
volumen util que poseen.

Liste los 5 estilos de cerveza que produce permanentemente y de mayor
produccién (de mayor a menor)

Liste las levaduras que mayormente utiliza para su produccién en orden de
mayor frecuencia a menor

¢Oxigena el mosto? SI - NO

éAgrega Nutrientes al mosto? ¢Cuales?

10. ¢Agrega sales al mosto? ¢Cuales?

REUTILIZACION DE LEVADURAS Y CONTROL DE CALIDAD

¢Tiene a alguien encargado de Control de Calidad en la fabrica? Si la respuesta es
si, ingresar nombre completo y de contacto.

é¢Mide regularmente densidad en diferentes puntos de la fermentacion? ¢Qué
instrumentos usa?

éMide pH?, agregue modelo de phimetro

¢Reutiliza levaduras? SI—=NO

¢Con qué frecuencia reutiliza levaduras? Marque la opcién q corresponda:

NO REUTILIZA

REUTILIZA DE VEZ EN CUANDO, POCAS GENERACIONES

REUTILIZA SIEMPRE, POCAS GENERACIONES

REUTILIZA SIEMPREY MUCHAS GENERACIONES

¢Tiene microscopio y todos los elementos para hacer analisis de levaduras? élos
usa?
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7. ¢éUtiliza Ia APP Microbrew.ar?

8. ¢Qué controles microbioldgicos realiza?

9. (Tiene a alguien en la fabrica capacitado para realizar analisis sensorial? Incluir
nombre/es y cuando fue la ultima capacitacion?

LIMPIEZA Y SANITIZACION

1. ¢Qué tipo de limpieza realiza? Marque las que correspondan: CIP - MANUAL

2. ¢Qué sustancia quimica (compuesto y marca) utiliza para la limpieza de los
equipos? ¢a qué concentracion, temperatura y tiempo la utiliza?

3. ¢Qué sustancia quimica (compuesto y marca) utiliza para la desinfectar los
equipos? ¢a qué concentracion, temperatura y tiempo la utiliza?

ANEXO
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“2022 - Las Malvinas son Argentinas”

CONICET : , , .. , Lo ,
T é%:gj Instituto Andn.w Patqgomco de Tec.nolqgtas Btf)logtcas y Ge’aoa‘mbtentales
L - o Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

I P AT E C Universidad Nacional del Comahue

INFORME DE RESULTADOS SERVICIOS TECNOLOGICOS DE ALTO NIVEL:

ANALISIS DE CERVEZA

Fecha: 29/09/2022
Solicitado por: Cerveceria El Bolson

DATOS DE LA MUESTRA

Muestreo: Realizado por el cliente Transporte: Realizado por el cliente

Fecha de Ingreso: 29/09/2022 Envase: Frascos de vidrio
Conservacion: 5°C Cddigo interno: M 1029-1033
Fecha inicio analisis: 29/09/22 Fecha de finalizacién de andlisis: 08/10/22

TIPO DE ANALISIS

Tipo de Analisis

Microbioldgico X Fisicoquimico

Informacidén de otros Servicios Tecnoldgicos de Alto Nivel que ofrece el IPATEC: http://www.ipatec.conicet.gob.ar/stan/

METODOS

Se evalud la presencia de bacterias aerdbias, utilizando el medio de cultivo WLD. La presencia de bacterias
anaerobias se realizé utilizando el medio especifico HLP en condiciones de anaerobiosis. Se evalud la
presencia de levaduras salvajes en el medio especifico LCSM. Se registré el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) por ml de muestra.
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Instituto Andino Patagonico de Tecnologias Bioldgicas y Geoambientales

Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

Universidad Nacional del Comahue

RESULTADOS
Medios de cultivo
Wib LCSM HLP
Cédigo de fabrica Cédigo interno (bacterias aerébias) . (Pediococcus y
(levaduras salvajes) ;
Lactobacillus)
Hervidor Lote 62
15/9 (M1) 1029 <1 UFC/ml <1 UFC/ml <1 UFC/ml
Wirpool Lote 62
15/9 (M2) 1030 <1 UFC/ml <1 UFC/mlI <1 UFC/ml
Enfriador Lote 62
15/9 (M3) 1031 <1 UFC/ml <1 UFC/ml <1 UFC/ml
Busca Claro Lote
<
62 15/9 (M4) 1032 <1 UFC/ml 1 UFC/ml <1 UFC/ml
Toma Muestra 1033 1 UFC/mi <L UFC/mi < UFC/mi

Lote 62 15/9 (M5)

Valores de referencia de nivel maximo aceptado de bacterias o levaduras contaminantes: <10 células por ml de cerveza. MNPC: muy

numeroso para contar.
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Dr. Diego Libkind

Responsable Técnico
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