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RESUMEN

L as cepas de levadura original es usadas en las cervecerias
cubanas: Saccharomyces uvarum U-57, Saccharomyces
uvarum Budvar y Saccharomyces cerevisiae F-26, se
probaron en columnas EBC a 10 °C durante 7 dias,
atendiendo a sus propiedades tecnol 6gi cas fundamental es:
crecimiento, floculacién, sedimentacion, atenuacion,
produccion de alcohol y eficiencia fermentativa. La
floculacion delas cepas se estudi6 através de aislamientos
celulares y valoracion morfolégica. Los cultivos de
levaduras originales y aislados se evaluaron
comparativamente en la fermentacion, con relacion a la
capacidad de floculacion, concentracion de células en
suspension y demas propiedades. Las cepas de levaduras
cervecerasoriginalesy aidadas, S uvarumU-57y S uvarum
Budvar y S. cerevisiae F-26 mostraron propiedades
tecnol dgicas similares. El megjoramiento delafloculacion de
las cepas delevaduras original esregeneré enlacepaaislada
U-57 laconcentracion de células en suspension alosniveles
establecidos para el final de lafermentacion principal. En
este aspecto la cepa Budvar mantuvo sus caracteristicas
intrinsecasinaterablesy lacepaF-26 recuper6 lacapacidad
de floculacién. Se estableci6é el procedimiento de
mejoramientoy control delas caracteristicasdefloculacion
de estas cepas.

Palabras clave: levaduras de cerveza, Saccharamyces
cerevisiae, Saccharamyces uvarum, cepas, floculacién,
propiedades tecnol dgicas.

ABSTRACT

Flocculation improvement of brewer’s yeast
strains

The yeast strains original used in Cuban breweries:
Saccharomyces uvarumU-57, Sacchar omyces uvarumBudvar
and Saccharomyces cerevisiae F-26, were proven in columns
EBC at 10 °C during 7 days in order to analyse their
fundamental technological properties: growth, flocculation,
sedimentation, attenuation, alcohol production and
fermentative efficiency. Yeast strain floccul ation’ swas studied
through cellular isolationsand morphol ogical assessment. The
original and isolated yeast were evaluated comparatively in
relation to its floccul ating capacity, concentration of cellsin
suspension and other properties in the fermentation. The
brewer yeast strains, original and isolated, S. uvarum U-57
and S uvarumBudvar and S. cerevisiae F-26 showed similar
technological properties. Flocculation improvement of yeast
strains original was able to regenerate, in the isolated strain
U-57, the concentration of cells in suspension at the
established levelsfor the end main fermentation. Inthisaspect
the strain Budvar maintained its unalterable intrinsic
characteristic and the strain F-26 recovered the flocculating
capacity. A procedure for the improvement and control of
flocculating characteristics of these strains was established.
Key words. brewers yeasts, Saccharamyces cerevisiae,
Saccharamyces uvarum, strains, flocculation, technological
properties.
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INTRODUCCION

El mejoramiento delas caracteristicas de floculacién de
laslevaduras cerveceras durante |a conservacion esuna
de las actividades mas importantes a garantizar parala
permanencia inaterable de esta propiedad, debido a
impacto directo que ésta tiene sobre el desarrollo
satisfactorio del proceso de fermentacion cervecero y
la obtencién de un producto final estable y de sabor y
aroma estimables (1-3).
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L as caracteristicas deseables en una cepa de levadura
para la produccion de cerveza, es que sea capaz de
producir una fermentacion vigorosa en el caldo, que
posea un grado adecuado de floculacion, de manera
quelascélulas se agreguen facilitando asi laoperacion
de acelerar el caldo de fermentacion hasta el grado
deseado de atenuacion, unavez que se hayaa canzado
el punto en que la proporcion correcta de azlcar se
transforme en alcohol (2,4-6).

Las cepas de levadura que se utilizan en el proceso
cervecero generalmente pertenecen a la especie
Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces uvarum
(Saccharomyces carlsbergensis), incluidas
taxondmicamente en laactualidad en laprimeraespecie
(3). Estas cepas originales (cepas especiales
mantenidas por largo tiempo en estado de conservacion
y activadas sisteméticamente para su envio a la
industria) poseen la caracteristica de flocular hacia €l
final del proceso después de haber atenuado €l mosto
cervecero en mésdelamitad de su contenido, atribuido
principalmente a que cuando las células pierden su
individualidad y floculan, cesa la fermentacion
tumultuosa (7).

Una de las propiedades méas importantes de las
levaduras es su capacidad de floculacién, debido ala
influenciaque éstatiene sobrelasdemés caracteristicas
de interés tecnol6gicas como son la atenuacion
adecuadadel mosto, estabilidad celular, sedimentacion
(permite la separacion de la levaduras y contribuye a
laclarificacion de la cerveza), produccién de alcohal,
eficienciafermentativa, y lareduccion de compuestos
indeseables durante la fase ulterior de maduracion,
efecto que influye sobre las caracteristicas
organolépticasy €l tiempo de maduracion paralacual
se necesita que la concentracion de células en
suspension a final de la fermentacion principal se
encuentre entre (6-10)10° cel/mL (2,7-9).

La potencia de floculacién determina el grado de
atenuacién que puede preverse y se utiliza
frecuentemente para la clasificacion de las levaduras
cerveceras en tipos: floculantes, no floculantes
(polvorientas) eintermedios. Laslevadurasfloculantes
forman agregados de células que, como regla general,
seasientan en el fondo en lafermentacion baja(lager),
0 se elevan ala superficie en e caso de las levaduras
de fermentacion alta (ale) (2,6).

Es recomendable el control sistematico de lapotencia
defloculacion delaslevaduras delas cerveceriasy del
proveedor. Los valores que son constantemente
similares dirian que la levadura sigue siendo
satisfactoria. Las lecturas que varien, pueden indicar
su deterioro, degeneracion o contaminacién con
levaduras extrafias o indicarén un posible problemaen
la produccion (1,6).

En este proceso biotecnoldgico existen problemas
cuando en el cultivo delevaduraaparecen dificultades
enlafloculaciony se presentaenlaindustriaun exceso
creciente de células en suspension que no permite la
separacion delaslevaduras paralaclarificacién normal
de la cerveza. La forma que utilizan los productores
para resolver este problema conlleva a una limpieza
intensay alautilizacion de un nuevo cultivo procedente
de una entidad externa (6). Sin embargo, en una
coleccidn de cultivos no se puede hacer |o mismo, por
tal motivo, deben establecerse los procedimientos y
controlesnecesarios paraevitar laaparicion o desarrollo
de este tipo de problema (10).

Dos tipos de mutantes de levaduras molestan en la
préctica. Uno es una mutante que se diferencia de la
levadura del cultivo, Unicamente en su capacidad de
floculaciéon. Una levadura floculante tiende a mutar
hasta la no floculante. Si esta diferenciale daalano
mutante una ventaja selectiva en la cosecha, puede
producirse un cambio gradual en el rendimiento de la
levadura cervecera y en caso de favorecer su
proliferacion puede afectar la clarificacion del mosto
cervecero. El otro mutante peligroso es una levadura
que ha perdido su capacidad defermentar lamaltotriosa
y que esdepositada antes que lalevadurade cultivo en
fermentacion baja (lager) (2,3,11).

Las células muy floculantes se separan demasiado
rapido del mosto fermentado, por lo que tienden a
producir cervezas poco fermentadas (poco atenuadas)
por lo que es més f&cil la contaminacion por otros
microorganismos. Por otraparte, a transferir lacerveza
del tanque de fermentacion al de maduracion y
acondicionamiento, la cerveza contiene muy pocas
células de levaduraen suspension. De ser asi se afecta
lavelocidad de fermentacion secundaria. En contraste,
el uso de levaduras poco floculantes proporciona la
obtencién de una cerveza méas atenuada. La cerveza
contendra en suspension suficiente concentracion de
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células al final de la fermentacion primaria,
aseguréndose de este modo una mejor maduracion y
acondicionamiento de la cerveza. Sin embargo, €l
empleo de estas levaduras no permite una buena
clarificacién de la cervezay ésta adquiere sabores no
deseados (2,3,12).

Cuando se quierediferenciar entre distintos grados de
floculacion de cepas delevaduraen el mosto cervecero,
el méodo seguido por Gilliland adquiere eficacia'y
brindalaposbilidad dedeterminar el comienzoy tiempo
de duracién de la floculacion con mayor exactitud,
atribuido a que opera en las condiciones y en medio
natural en que fermentan las levaduras (13).

Algunos autores plantean la posibilidad de retener y
controlar lacapacidad de floculacion mediante pruebas
de fermentacion a nivel de laboratorio donde se
verifique esta caracteristica y exista la posibilidad
de mejorar esta capacidad a través de aislamientos
del cultivo original en diferentes partes de lacolumna
de fermentacion, lo que elimina la presencia de
mutantes, su frecuencia y las causas probables de
su aparicion, con el fin de enviar a la industria
cultivos garantizados en cuanto ala calidad de esta
propiedad fundamental (7,9,13).

El presente trabajo tuvo el objetivo de establecer €
procedimiento anivel delaboratorio que permitameorar
y controlar las caracteristicas de floculacion de las
cepas de levadura utilizadas en cervecerias.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron las cepas de levaduras cerveceras
originales, Saccharomyces uvarum U-57,
Saccharomyces uvarum Budvar y Saccharomyces
cerevisiae Frohberg (F-26), usadas en nuestras
cervecerias y pertenecientes al Banco de Cepas del
[I1A. Las cepas estaban conservadas en cufas de
cultivo cubiertas con aceite mineral estéril a 4 °C,
reactivandose en caldo MY GP.

Las propagaciones y fermentaciones se efectuaron
en mosto cervecero todo malta, €l cual presenta las
siguientes caracteriticasfisico-quimicas: Brix 10,5°B,
azUcares reductores 6,76 %, nitrdgeno alfa amino
0,265 g/L, proteinas 0,61 %Yy el valor de pH de5,2.

Las cepas de levadura se propagaron en etapas
sucesivas con volumenes incrementados de 20, 100, y
500 mL de mosto normal, trasvasandose cada etapa de
fermentaci 6n generalmente en unaproporcion 1:5dela
etapa siguiente, cada 48 h e incubada a 30, 20, y 10°C
respectivamente en condiciones estéticas y estériles.
Al final de la dltima etapa se decanto el mosto
fermentado hasta dejar una crema de levadura, se le
determind su viabilidad, laque debiaexceder 95 % para
su utilizacién y su concentracion celular mediante
cadmara de conteo Neubauer (14,15).

Lafermentacion sellevd acabo en columnas compuestas
por tubosdecristal cilindricos de 650 x 45 mm conectado
enlaparteinferior conicaaun tubo de sedimentacion de
145 x 16 mm graduado en mL (4). Enlacaracterizacion
de las cepas de levadura, se gjusté la concentracion
celular a 12 x 10° cél/mL en 750 mL del medio
contenido en la columnade fermentacion, se introdujo
un hidrémetro Brix en € liquido para la medida del
extracto cervecero (°Brix) y se cerrd e extremo con
un tapon con vavula de Muller, manteniéndose €l
sistema durante 7 dias a 10 °C (2,4,16).

Se gjecutaron tres fermentaciones por cada cepa de
levadura empleada y las determinaciones de las
variablesrespuestas deinteréstecnol 6gico serealizaron
por duplicado.

El comportamiento delaflocul acion se siguié mediante
la extracciéon de muestras de 5 mL, del medio en
fermentacion obtenidas de la mitad de la columna de
liquido y por lecturas en un colorimetro a una
absorbanciade 650 nm, determinandose |abiomasa por
una curva de calibracion realizada previamente (17).
Las muestras se tomaron diarias hasta completar los
sietedias, realizandose, en este caso, unatomaadicional
enlaproximidad del “punto defloculacion”. Estemismo
procedimiento se utilizé para las caracteristicas
estudiadas de sedimentacion.

El estimado del punto de floculacion, se determind
paralelamente por observacion microscopica de
formacién defloculosy el comienzo deladisminucion
de la concentracién de células en suspension, de tal
forma, que permitiera establecerse para este punto un
tiempo de fermentacion dado.
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Lasedimentacién de las levaduras se determind por la
deposicion de las células en el fondo del tubo de
sedimentacion, el cual se encuentra graduado para
determinar el volumen de sedimento cosechado y
apreciar su apariencia en consistenciay firmeza (4).

La determinacién de la atenuacion se llevo a efecto
por la medida directa del extracto del mosto indicada
por e hidrometro Brix que estaba introducido en la
columna, durante los tiempos de muestreo indicados
previamentey segun laformulasiguiente (6):

Atauedngparate= BExtrado aignd —Extradogperatex 100
Extractooriginal

La sintesis de alcohol de las cepas de levadura en el
mosto cervecero sedetermind por latécnicadel “poder
fermentativo” (7). Para ello se peso la columna de
fermentacidn a inicio y en los tiempos de muestreo
establ ecidos precedentementey secalcul 6 ladiferencia
de pesada entre los tiempos ensayados. Para la
conversion del CO, desprendido atraves delavalvula
aalcohol producido (v/v) en el medio defermentacion
seutilizé laférmula:

% de acohol (v/v) =1,3Px 100

\Y
Donde 1,3 = Factor de conversion del peso de CO,
desprendidoamL deacohal producido.

P (peso de CO, desprendido) = Peso inicial —peso final
del sistema (g).

V =750 mL.

La eficiencia fermentativa se llevo a cabo en el final
delafermentacién empleando laférmula:
Laeficienciafermentativa=Alcohal producido (mL) x 100
Alcohol tedrico (mL)
Donded doohal tedrico=Azlcaresfermentables(g) X 0,64

Un gramo de glucosa de acuerdo ala ecuacion de Gay
Lussac. da 0,64 mL de etanol (7).

Parael megjoramiento de lafloculacion de las cepas de
levaduras originales setuvo en cuenta, principal mente,
el cumplimiento de las caracteristicas de floculacion

de las mismas y la estrategia que se debia seguir en
cadacaso. Paraello seredlizaron aislamientosdel medio
en suspension aloscinco y siete dias de fermentacion,
después de haber ocurrido el evento de floculacion
(deposicién delosfloculos o agregados celulares en el
fondo del tubo de fermentacion). A todas las cepas
originales sele efectuaron aislamientos del sedimento
de biomasa al final de la fermentacién principal,
contribuyendo estos aislamientos ala obtencién delas
cepas de levadura aisladas o seleccionadas.

L as muestras extraidas para aislamiento se sembraron
en placas de crecimiento superficial con medio malta
acidificadoy se seleccionaron detresacinco colonias,
las cuales debian presentar las caracteristicas
morfol 6gicas adecuadas correspondientes a la cepa
origina (7).

Para la comprobacion del mejoramiento de la
floculacion se realizaron fermentaciones, en las
condiciones antes mencionadas, entre las cepas
originales y las seleccionadas. Para ello se utilizd el
método de Guilliland, realizando pruebas en columnas
de fermentacion, comparando las cepas en cuanto a
turbidez, tiempo de floculacién, tiempo de
sedimentacion, sedimentacion, atenuacion aparente,
produccion deacohol y eficienciafermentativa, teniendo
en cuenta e hecho de que las cepas deben flocular
hacia el final de la fermentacion con una atenuacion
del mosto superior a la mitad y que las células en
suspension, a final delafermentacion principal, estén
en una concentracion entre (6-10)10° cel/mL,
presentando los cultivos seleccionados semejanza en
las demés propiedades fundamentales (5).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Fig. 1 muestra que en el desarrollo de las
fermentaciones cerveceras de las cepas de levaduras
originales, se pudo comprobar quelacepaU-57 mantuvo
su actividad normal en el crecimiento y la capacidad
defloculacion, lacual acanzé su punto de floculacion
después del tercer dia, coincidiendo con resultados
similares de caracterizacion de |as cepas de uso en las
cervecerias y que la tipifica como perteneciente a la
clasell segun criterios de clasificacion de floculacion
de Guilliland (5,7). Sin embargo, esta cepa mantuvo
al final de la fermentacién principal una
concentracion de células en suspension ligeramente
superior al limite establecido en la literatura
especializada (6-10)10° cel/mL, evento que aporta
mas turbidez de la debida a medio y que demora
mas el tiempo de fermentacion (7-9).

Conrelacion alacepaBudvar se obtuvieron resultados
similaresenlosindicesfermentativosy de crecimiento,
pero laconcentracion de células en suspension a final
del proceso, 4,5 x 10°cel/mL estapor debajo del limite
inferior, lo que puede incidir en la reduccion de
compuestos indeseables durante la fermentacion
secundaria (8,9).

En cuanto a la cepa F-26 se observd una mayor
actividad fermentativa a mantenerse sostenidamente
la concentracion de células en suspension durante su
fase estacionariade crecimientoy sin que severificara
el punto defloculacién, caracterizado por un descenso
apreciabledelas células suspendidas; cuestion estaque
afecta el proceso de clarificacion del mosto cervecero
y queimposibilitalaoperacion tecnol égicade separacion
de las levaduras del medio de fermentacion (5).
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- —28:5%x10-K
— 61 cel/mL T10
E g
S5l +8 2
S ~
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—*— F-26 Turbidez

Fig. 1. Turbidez y sedimentacion de las cepas de levaduras en la fermentacion.
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LaTabla1l muestralasaccionesde mejoramiento dela
floculacion de estas cepas. En el caso de la cepa U-57
se redujo, en € cultivo aislado, la concentracion de
célulasen suspensidn avaoresintermedios establecidos,
lo que permiti6 la eliminacion de células que
probablemente hayan estado af ectadas genéticamente
o perdido la capacidad de floculacion, resultando de
esta forma oportuno la realizacién de aislamientos a
partir de las células del sedimento de la cepa original,
después de haber ocurrido el evento de floculacion
(2,3). En las cepas floculentas se considerd también
pertinente realizar los aislamientos en el medio en
suspensiony en e sedimento al final delafermentacion,
paracubrir |asposibilidades de obtener cultivosaidados
que estén dentro de los limites establecidos y que se
adecuen al tipo de desviacion que puedan presentar las
cepasoriginales.

En la cepa Budvar se trat6 de elevar la concentracion
de células en suspension dentro de criterios sefialados,
realizando aislamientos principamente de las células
en suspensi n después de haber ocurrido lafloculacion
y a final delafermentacidn; sin embargo, no selogré

este propdsito, obteniéndose resultados similares ala
cepaoriginal, lo que hace pensar, en unacaracteristica
intrinseca de la cepa, no asociadaaalgunavariaciony
que las células en generd, a fina de lafermentacion
principal, se mantienen en suspension por causas
imputabl estambién asu estado fisiol6gico. Lascélulas
jévenes que se hayan invol ucradas poseen unavitalidad
gue les permite seguir fermentando activamente los
azucares residuales y otros compuestos o productos
metabdlicos, sin que hasta ese momento existan las
condiciones de agregarse y sedimentar. Varios autores
afirman que el estado fisiolégicoy laedad delacélula
influyen de forma considerable en lafloculacion (9,
18,19). La floculacion se incrementa rapidamente
en la dltima mitad de la fase logaritmica del
crecimiento de la levadura y aumenta la velocidad
defloculacion aunaconcentraci 6n aproximadaa 3,5
x 108 cel/ mL (19).

Tabla 1. Mejoramiento de la capacidad de floculacion de las cepas de levaduras cerveceras
Cepade Estadio de Turbidez g/L Tiempo de Tiempo de Sedimento
levadpira aislamiento (cel/mL)10° floculacion Sedimento (mL)
(Fase (h) (h)
estacionaria)
U-57 2,24 (12,3) 78,1 24 7,0
original )
U-57 Suspension 5dias 1,94 (10,8) 76,0 26 7,2
aisladp Suspension 7 dias 2,10 (11,6) 72,5 24 7,0
Sedimento 7 dias 1,50 (8,7) 78,3 26 7.8
Budvgr - 0,9 (4,5) 86,3 18 7,5
original
Budvar Suspensién 5 dias 1,1 (5,4) 84,6 18 7,3
aisladp Suspension 7 dias. 1,1 (5,3) 88,1 20 7,3
Sedimento 7 dias 1,0 (5,0) 86,3 18 7,5
F-26 - 10,5 (28,5) - - 0,6
original
F-26 Sedimento 7 dias 6,4 (18,2) 110 30 3,0
aisladp Reaislada 4,2 (14,1) 4,5
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La cepa F-26 reaislada, sometida a un proceso de
aislamientos sucesivos, mostré una actividad
fermentativa elevada semejante a la cepa original,
difiriendo solamente en lacapacidad de floculacién, ya
gue ésta comenzo aflocular a cabo delos cinco dias,
logréndose disminuir los valores de concentracion de
célulasen suspension d final delafermentacidénacifras
cercanas a las establecidas, |0 que evidencia que una
gran parte de estas cél ul as habian perdido su capacidad
genética de floculacién producto de mutaciones
reportadas por otros autores quienes sefialaron que las
cepasflocul antes son capaces de mutar adefloculantes
(2-3). Muchosfactores han podido tener unainfluencia
profunda sobre las caracteristicas de floculacion de la
levadura durante la conservacion y sucesivamente en
las fermentaciones cerveceras, ya que en ella se
disminuy6 a minimo lafuncion de su metabolismo, pero
no se suprimié totalmente, se mantuvo en estado de
inanicidny escasez de nutrientesy cuando se activaron
cada vez que se divide el nucleo celular existe la
posibilidad de una mutacién o modificacion, donde
pueden desarrollar mutantes esponténeas en que sus
caracteristicas originales queden drasticamente
ateradas (6,10). Hecho que demuestra laimportancia

derealizar sistematicamente mejoramiento atravésde
aislamientos paramantener inal terabl es esta propi edad
tan estimable en el proceso cervecero, pues contribuye
alaclarificacion de mosto y aunaatenuacion del mosto
adecuada.

LaTabla2 muestraquelascepasdelevaduraoriginaes
y aisladas U-57 y Budvar mostraron caracteristicas
fermentativas similares, clasificando en todos los
parametros evaluados con buena capacidad de
floculacién, atenuacion aparente cercana a 80 %,
produccion deacohol y eficienciafermentativaproxima
a 90 %, cifras internacionalmente reconocidas en la
literatura especializada y en correspondencia con los
resultados esperados, yaquelas cepas aisladas guardan
una relacién directa con sus patrones originales y los
criterios de seleccion abarcaron el cumplimientos de
los requerimientos especiales (4,7,9).

Tabla 2. Propiedades de interés tecnolégico de las cepas de levadura cervecera originales y

aisladas durante la fermentacién principal

Propiedades de interés tecnolégico

Cepade Tiempo Turbidez Atenuacion Extracto Produccion Eficiencia
levadura floculacion (/L) aparente  aparente dealcohol fermentativa
(h) 9 (%) (°Brix) (%) (%)
U-57 78,1 2,2 78,5 2,2 3,8 88,5
original (2,4) 0,2) (2,2) 0.1) 0,2) (2,3)
o 78,3 15 78,7 2,3 3,8 89,5
sedimento. (2,2) 0,2) 2,2) 0.1) 0,2) (2,2)
Budvar 86,3 1,1 78,9 2,2 3,9 89,7
original (2,6) 0,2) (2,0) 0,1) 0,1) (1,8)
E\:ﬁﬁ; 86,3 11 78,8 2,2 37 89,7
suspension. (2,6) (0,1) (2,1) (0,1) (0,1) (1,8)
F-26 ) 10,5 81,6 1.9 4,0 92,4
original 0,2) (2,9) 0,1) 0,2) (2,8)
Zglgda 110 4,2 80,.9 1,9 3,9 91,6
sedimento. (3.3) 0.2) (2,6) 0.2 0,2) (2,8)

Las cifras entre paréntesis corresponden a la desviacion tipica.
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En cuanto alacepaF-26 original y mejoradamediante
aidamientos, se caracterizaron por unaintensaactividad
fermentativa, atenuando el extracto cervecero
ampliamente (> 80 %) y exhibiendo produccién de
alcohol y eficiencia fermentativa superior (> 90 %),
inherente a las caracteristicas intrinsecas de | as cepas
y a su permanencia prolongada en el medio de
fermentacion (2,4,7). Sin embargo, lacepaoriginal no
manifest6 potenciaidad defloculacion, lo queimpidio
laclarificacion y sedimentacion necesarias del mosto
cervecero. En cambio, la cepa aislada manifesto
capacidad de floculacién y mostré una clarificacion y
sedimentacion moderadas que mejoraron sus
propiedades cerveceras para su uso en condiciones
industriales, en las cuales la capacidad de los
fermentadores y su escalado, favorecen la efectividad
del proceso de floculacion hacia el final de la
fermentacion, aunque todavia incumple con la
concentracion de células en suspension permisible,
situacion que podria resolverse posteriormente con la
realizacion de un trabajo més profundo de purificacion
y seleccién de cepas.
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