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Resumen

La industria de productos lacteos es una de las mas importantes en México,
entre los productos mas consumidos se encuentra el queso tipo panela. Sin
embargo, por su alta humedad, presenta el riesgo a ser contaminado por
microorganismos patogenos y deterioradores. La Bioconservacion es un
método que implica el uso de bacterias y/o sus metabolitos. La nisina producida
por la cepa Lactococcus lactis, puede disminuir su actividad antimicrobiana
cuando es agregada directamente al alimento. El objetivo de esta investigacion
se centro en la produccidn y microencapsulacion de nisina y Lactoccocus lactis
UQ2, lo que permite su proteccion, evitando la interaccion con los componentes
del alimento y favoreciendo su liberacion controlada dentro del queso, para
asegurar su actividad durante un tiempo mas prolongado.Se obtuvo la nisina en
biorreactor instrumentado utilizando la cepa de Lactococcus lactis UQ2
controlando pH, temperatura y agitacion usando suero lacteo como medio de
cultivo alternativo. La bacteriocina y la bacteria se microencapsularon usando
secado por aspersion y almidones modificados como materiales de pared. Para
evaluar la actividad antimicrobiana de la nisina agregada y producida in situ por
el cultivo protector, se agregd nisina y L. lactis UQ2 separadas y en
combinacion  durante el proceso de elaboracion de queso tipo panela,
inoculado previamente con 4 log UFC/g de L. monocytogenes EGDe y se
elaboré un queso control sin tratamiento. Para evaluar la capacidad probidtica
de la cepa, se llevo a cabo la digestion gastrica simulada. Se realizé el analisis
sensorial del queso con cultivo protector y nisina.La produccién de nisina fue de
790 Ul/mL a la hora 10 de fermentacion. En el microencapsulado de nisina se
obtuvo una recuperacién de solidos del 77.6 % con una actividad de 6730 Ul/g.
Se logré obtener una poblacién de 10.3 log UFC/g de L. lactis UQ2 en el
microencapsulado de la bacteria, o que representa una sobrevivencia del 43.5
%, con una recuperacion de solidos del 72.85%. En el reto contra L.
monocytogenes el queso inoculado con el cultivo protector mostré una
reduccion de 3 log UFC/g de L. monocytogenes y en la combinacidén con nisina
microencapsulada hubo una reduccion de 5 log UFC/g con respecto al control.
El resultado anterior es asociado con una poblacion de 8.4 log UFC/g del
cultivo protector y una produccion in situ de nisina de 465 Ul/g después de 21
dias a 4 °C. El cultivo protector agregado en queso mostrd buena resistencia a
la digestién simulada, manteniéndose viable en aproximadamente 9 log UFC/g
durante la digestion simulada. En el analisis sensorial se obtuvo una aceptacién
del 80 %. La bioconservacion representa un método adecuado para la
conservacion de queso tipo panela, ya que ademas de garantizar una mejor
calidad microbioldgica, también confiere mejores caracteristicas sensoriales
obteniendo un producto mas atractivo al consumidor.

Palabras clave: nisina, Lactococcus lactis, queso, microencapsulacion.



Abstract

The dairy industry is one of the most important in Mexico. One of the most
consumed product is the panela cheese type. However, for its high humidity it
presents the risk of being contaminated by pathogens and spoilage
microorganisms. The bioconservation is a method that involves the use of
bacteria and/or its metabolites. Nisin produced by Lactococcus lactis, can
decrease their antimicrobial activity when added directly to food. The objective
of this research focused on the production and microencapsulation of nisin and
Lactoccocus lactis UQ2, allowing its protection and avoiding interaction with
food components, promotes its controlled release within the cheese, to ensure
its activity for longer. Nisin was obtained using Lactococcus lactis UQ2 using an
alternative culture medium, controlling pH, temperature, and agitation in
instrumented bioreactor. Bacteriocin and the bacteria were microencapsulated
by spray drying. Modified starches were used as wall materials. To evaluated
microbial activity of added nisin and in situ nisin produced by protective culture,
microencapsulated bacteria and nisin were added together and separately
during Panela type cheese process previously inoculated with 4 log L.
monocytogenes EGDe and a control cheese was elaborated without treatment.
To test the ability of the probiotic strain, simulated digestion was performed. It
was performant a sensory analysis of cheese with protective culture and nisin.
Nisin production was 790 IU/ml at 10 hours fermentation. In the
microencapsulated nisin, a recovery of 77.6% solids was obtained with an
activity of 6730 IU/g. A population of 10.3 log CFU/g of L. lactis UQ2 in
microencapsulation was obtained. It represents a 43.5 % survival, with a
recovery of 72.85 % solids. In the challenger again L. monocytogenes the
cheese inoculated with protective culture showed reduction of 3 log CFU/g of L.
monocytogenes population while combined with microencapsulated nisin,
population reduction increased to 5 log CFU/g, compared with the control. The
latter result is associated to a population of 8.4 log CFU/g of protective culture
and in situ nisin production of 465 Ul/g, after 21 day storage at 4°C. Bacteria
added in cheese showed strong resistance to simulated digestion remained a
population of 9 log CFU/g approximated. It was obtained an acceptability of 80
% in sensory analysis. Biopreservation represent an excellent method to
conservation of panela type cheese, bedsides guarantied the microbiology
characteristic, also provide better sensory qualities, obtained an attractive
product to the consumer.

Key words: nisin, Lactococcus lactis, cheese, microencapsulation
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. INTRODUCCION

El queso tipo panela es un queso fresco que ocupa el primer lugar de
consumo en México y Latinoamérica con un estimado de 45,000 toneladas
anuales en México, pero por sus caracteristicas fisicoquimicas en especial por
su alta humedad y actividad de agua es muy susceptible a ser contaminado por

microorganismos patogenos y deterioradores.

Entre estos patdogenos se destaca Listeria monocytogenes, una de las
bacterias Gram positiva que se le ha dado mucha importancia por su alta
letalidad y resistencia en gran variedad de ambientes como: temperaturas de

refrigeracion, pH bajo, y altas concentraciones de sal.

Para combatir ésta y otras bacterias se han usado diversos métodos de
conservacion de alimentos, como tratamientos térmicos, uso de aditivos, uso
de empaques bioactivos entre otros, pero actualmente los consumidores se
preocupan por el uso de aditivos quimicos y ha aumentado la preferencia por el

uso de conservadores naturales.

La bioconservacién ha venido a representar una opcion muy atractiva
para la conservacion de alimentos, y es ampliamente utilizada en paises en
desarrollo, donde la refrigeracion es limitada por su costo y disponibilidad. La
bioconservacién implica el uso de bacterias en especial BAL y/o sus

metabolitos como medio de proteccién de los alimentos.

Entre las bacterias mas utilizadas en la bioconservacion se encuentra
Lactococcus lactis, que es una cepa capaz de producir compuestos
antimicrobianos como acidos organicos, diacetilo, perdxido de hidrégeno, COz2
y bacteriocinas, entre ellas la mas importante es la nisina. La nisina es una
bacteriocina utilizada durante décadas por su poder antimicrobiano. Su
mecanismos dual es muy eficiente a nivel nanomolar, inicialmente tiene una
gran afinidad por lipido Il que es un compuesto clave en la formacion de la

pared celular, posteriormente se forma un complejo nisina-lipido Il que induce

1



la formacién de poros en la membrana. La nisina actia como un agente
desacoplador causando un desbalance en la fuerza proton-motriz que puede

ocasionar la muerte de la bacteria.

En el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Quimica se aislé6 la
cepa de Lactococcus lactis UQ2, que fue posteriormente modificada por
conjugacion para favorecer su desarrollo en leche, la cepa resultante L.
lactisUQ2 rif L* muestra un buen crecimiento en leche y sintetiza la bacteriocina

genéticamente identificada como nisina A.

En este trabajo se tiene como obijetivo la produccién de la nisina usando
la cepa L. lactisUQ2, a nivel biorreactor, posteriormente realizar su
microencapsulaciéon para incorporarla al queso tipo panela en combinacion con

la cepa microencapsulada.



. REVISION DE LA LITERATURA

.1 Productos lacteos.
En la sociedad moderna, ha habido un incremento en productos libre de
aditivos, y la industria de los alimentos se ha enfocado en investigar técnicas
novedosas y alternativas de conservacion de alimentos, con el objetivo de

mantener la calidad y seguridad de sus productos (Cosentino, 2012).

La demanda del consumidor se enfoca en productos naturales, con
apariencia y sabor fresco, facil de consumir y seguros. Los compuestos
naturales han sido explotados por afos por su efecto contra microorganismos

deterioradores y patégenos (Sobrino-Lopez et al., 2008).

En la microflora natural presente en productos lacteos fermentados se
han podido encontrar algunas cepas con la habilidad de producir nuevos
compuestos de aroma, diferentes a los producidos por cultivos iniciadores
comerciales. De hecho algunas caracteristicas de sabor solo se llegan a
observar en productos lacteos artesanales y se detectan en muy bajas

cantidades en quesos procesados industrialmente (Centeno et al., 2002).

11.1.2 Queso

El queso se define como un producto elaborado de la cuajada de leche
estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o0 sin
adicion de crema, obtenida de la coagulacion de la caseina con cuajo,
gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y con o
sin tratamiento ulterior, por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin
adicion de fermentos de maduracion, mohos especiales, sales fundentes e
ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes variedades
de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado.

Quesos frescos, son aquellos que ademas de cumplir con la descripcién
general de queso se caracterizan por su alto contenido de humedad, y por no
tener corteza o tener corteza muy fina, pudiendo o no adicionarles aditivos e
ingredientes opcionales (NOM-243-SSA1-2010).



La calidad del queso esta determinada por su sabor, aroma, propiedades
reolodgicas y su apariencia visual (Garde et al., 2007). El sabor es el mas
importante parametro para el consumidor de aceptacion y comercializacion
(Carunchia et al., 2005).

Algunas cepas de L. lactis productoras de bacteriocinas han sido
evaluadas en la manufactura de diferentes variedades de queso. Seguido de su
adicion el microorganismo comienza su actividad peptidolitica y de
transaminacioén, que son factores claves en la formacion de compuestos de

aroma y sabor (Alegria et al., 2010).

El queso panela es un queso fresco, de pasta blanda, autoprensado
elaborado con leche pasteurizada de vaca (ocasionalmente de vaca/cabra),
entera, parcialmente descremada. Como todos los quesos frescos mexicanos
su composicion incluye un porcentaje elevado de agua (hasta 58%) y por ello
es altamente perecedero, de ahi que tiene que conservarse bajo refrigeracion

desde el momento de su elaboracion (Cervantes et al., 2006).

Uno de los rasgos caracteristicos de este queso es el moldeo de la
cuajada que se efectua en tipicos cestos o canastos de mimbre, palma o
carrizo (aunque actualmente ya se hace también en cestos de plastico, u otros
moldes) en donde adquiere su forma caracteristica por autoprensado durante
varias horas. Durante esta fase las piezas se voltean varias veces (Cervantes
et al., 2006).

En 2012 hubo una produccion de aproximadamente 90, 000 toneladas
de queso fresco del cual la mitad fue queso panela, lo que lo hace el queso

mas consumido en México (Boletin de la leche, 2013).

1.2 Barreras multiples
La tecnologia de barreras multiples también Illamada, métodos
combinados, procesos combinados, o tecnologia de barreras, busca mediante

una serie de técnicas establecidas como factores de conservacién (barreras),



mantener la calidad microbiolégica del alimento. Estas barreras pueden ser la
temperatura, actividad de agua (aw), pH, entre otras.

El concepto de barreras multiples se ha aplicado en una gran variedad
de alimentos; frutas, verduras, productos de panaderia, lacteos, pescado, entre
otros. Varios factores para conservar los alimentos se siguen estudiando e
implementando como al produccion de bacteriocinas, el uso de empaques
activos, altas presiones, tratando de mantener la vida de anaquel del alimento
por un periodo mucho mas largo. La aplicacion de este concepto ha sido muy
exitosa, ya que el uso de barreras multiples en el alimento logra la estabilidad

microbiana y seguridad del consumidor (Leistner y Gorris, 1995).

En paises en vias de desarrollo este tipo de tecnologias son aplicadas
con particular interés, principalmente en alimentos frescos y minimamente
procesados. El efecto de barrera nos indica que un alimento es estable y
seguro, si estas barreras no son sobrepasadas por los microorganismos
presentes. A partir de la comprension del efecto de barrera se han desarrollado

las tecnologias de barreras antimicrobianas (Leistner, 2001)

1.2.1 Bioconservacion

La industria tiene la alternativa de emplear conservadores bioldgicos o
bioconservadores, para satisfacer el interés de los consumidores para obtener
alimentos inocuos y naturales, es decir, elaborados con estricto control de

calidad sanitaria y sin la adicién de aditivos quimicos (Devlieghere et al., 2004).

Entre las alternativas de las tecnologias de conservacion de alimentos,
se ha puesto particular atencion a la bioconservacion para extender la vida de
anaquel y para mejorar la calidad microbioldgica, minimizando el impacto en las
propiedades nutricionales y organolépticas de los alimentos (Garcia et al.,
2010).

La bioconservacion se refiere a la extensién de la vida de anaquel y el
mejoramiento de la seguridad alimentaria usando microorganismos y/o sus
metabolitos (Settanni y Moschetti, 2010). La bioconservacion explota

racionalmente el potencial antimicrobiano de los microorganismos naturalmente



presentes en el alimento y/o sus metabolitos con un largo historial de uso

seguro (Garcia et al., 2010).

Se consideran cultivos protectores a los microorganismos que confieren
factores de seguridad adicionales que resultan en la estabilidad microbiolégica
del alimento, reduciendo el riesgo de desarrollo de microorganismos patégenos
o deterioradores. El desarrollo de BAL por si mismas determina la inhibicion de
microorganismos indeseables, sin embargo, su habilidad de producir
bacteriocinas es de importancia basica en las estrategias de conservacion

bioldgica de alimentos (Settanni y Moschetti, 2010).

La incorporacion de bacterias productoras de bacteriocinas en la
manufactura de alimentos fermentados provee una economica y atractiva

alternativa a la adicion de bacteriocinas purificadas (Alegria et al., 2010).

1.2.1.1. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido-lacticas son microorganismos Gram-positivos, muy
heterogéneos desde el punto de vista morfologico y fisiolégico, y cuya
caracteristica principal es la produccion de acido lactico como producto
mayoritario de un metabolismo fermentativo de los carbohidratos. En general,
las BAL son microorganismos de morfologia bacilar o cocoide, no esporulados,
microaerofilicos o anaerobios facultativos. Actualmente, el grupo de las BAL
comprende microorganismos de los siguientes géneros: Aerococcus, Alloio-
coccus, Carnobacterium, Dolosigranulun,  Enterococcus, Globicatella,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, QOenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella
(Cintas et al., 2001; Rojas y Vargas, 2008).

Las BAL pueden crecer en medio de cultivos alternativos sin perder su
habilidad para producir una gran variedad de metabolitos antimicrobianos,
incluyendo bacteriocinas (Guerra y Pastrana, 2002)

Las BAL son parte autdéctona de la microbiota de la leche y productos
lacteos (Franciosi et al., 2009) y son capaces de producir el mayor niumero de
sustancias con actividad antimicrobiana, como acidos organicos, peréxido de

hidrogeno, diacetilo, COz2, y bacteriocinas (Deegan et al., 2006). La principal



funcién de las BAL en la elaboracidon de productos lacteos fermentados es la
descomposicion de la lactosa a acido lactico, generacion de sabor, y en el caso

del queso, la modificacién de la textura (Morales et al., 2003).

La adiciéon de BAL como cultivos adjuntos en la manufactura de queso
incrementa el nivel de aminoacidos libres, péptidos, y acidos grasos libres,
asociados a la intensidad de sabor y compuestos de aroma (Leroy y De Vuyst,
2004).

En una amplia variedad de quesos, las bacterias acido lacticas
contribuyen al sabor mediante la accion de las células vivas y, cuando ocurre
lisis, mediante la liberaciéon de material intracelular que incluye enzimas como

peptidasas y enzimas cataliticas a la matriz del queso (Garde et al., 2007).

El uso de cultivos adjuntos productores de bacteriocinas ha demostrado
un desarrollo mas rapido de la intensidad de sabor (Garde et al., 2007). Existen
reportes del aislamiento de BAL de diferentes quesos artesanales con el
objetivo de seleccionar cepas especificas para la elaboracion de queso
industrializado de leche pasteurizada para garantizar un sabor semejante al del

queso artesanal elaborado con leche cruda (Gutierrez-Mendez et al., 2008).

El uso de microorganismos y/o sus metabolitos naturales para inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas y deterioradoras ha aparecido como una
herramienta promisoria y también percibido por los consumidores como una

conservacion de bajo riesgo (Pual et al., 2002).

En particular, las bacterias acido lacticas han adquirido relevancia
considerable en la industria de los alimentos y en la salud publica, desde que
son usadas ampliamente en productos fermentados, tienen una larga historia

de su uso seguro (Carr et al., 2002).

1.2.1.1.1 Lactococcus lactis
Las cepas de L. lactis son las principales BAL que constituyen los

cultivos iniciadores utilizados en la industria lactea para la manufactura y



maduracion de quesos y otros productos lacteos fermentados (Alegria et al.,
2010).

Lactococcus lactis es una BAL con propiedades bioconservadoras, ya
que algunas cepas son capaces de producir nisina, una bacteriocina
ampliamente usada en la industria alimentaria y generalmente reconocida
como por la FAO (Thomas et al., 2000).Fundamentalmente, el éxito de
cualquier estrategia de bioconservacién basada en bacteriocinas depende de

su eficiencia antimicrobiana in situ (Settanni y Corsetti, 2008).

Lactococcus lactis UQ2, es una cepa aislada de un queso mexicano,
productora de la bacteriocina genéticamente identificada como nisina A
(Garcia-Almendarez et al., 2008).

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados a nivel ribosomal con
actividad antibacteriana dirigida a bacterias relacionadas taxonémicamente
(Gram-positivas), mientras que las células productoras son inmunes a sus

propias bacteriocinas (Collins et al., 2009).

1.3 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son sustancias peptidicas con actividad
antimicrobiana, producidas por diferentes cepas bacterianas, resistentes al
calor e hidrolizadas por las proteasas gastricas, lo que permite su posible
utilizacion como conservadores naturales de los alimentos. EI empleo de
productos biolégicos como las bacteriocinas para inhibir o destruir a
microorganismos patégenos, es un método de gran interés en la industria
alimentaria que tiene como objetivo final la obtencién de alimentos mas

seguros para el consumidor (Gonzalez-Martinez et al., 2003).

Muchos grupos microbianos producen bacteriocinas, que son péptidos y
proteinas con actividad bactericida. Las bacteriocinas de algunas bacterias
inhiben el crecimiento de bacterias relacionadas taxonédmicamente, mientras
que otras inhiben un amplio rango de microorganismos, incluidos patégenos

trasmisibles por alimentos y deterioradores como Listeria monocytogenes,



Bacillos cereus, Staphylococcus aureus y Clostridium tyrobutyricum (Galvez et
al., 2008).

Estas sustancias antimicrobianas difieren de los antibiéticos tradicionales
por su mecanismo de sintesis, modo de accion, espectro antimicrobiano,
toxicidad y mecanismos de resistencia. Algunos estudios han demostrado que
la aplicacion de bacteriocinas en quesos pueden ser una barrera adicional para
reducir los niveles de L. monocytogenes. Sin embargo, la aplicacion directa de
bacteriocinas puede resultar en una reduccion de la perdida de la actividad
antimicrobiana, por la interaccion con los componentes del alimento (Jung et
al., 1992; Aasen et al., 2003; Chllet et al., 2008).

Las bacteriocionas son un grupo de péptidos o proteinas son
sintetizados ribosomalmente por las bacterias con actividad antimicrobiana.
Fueron inicialmente descritas en Escherichia coli como colicinas. Asi como los
péptidos que se sintetizan ribosomalmente, las bacteriocinas son codificadas
por un plasmido o un gen estructural que estan agrupados en un operon que
contiene los entre otros genes codificantes de proteinas que le confieren

inmunidad al microorganismo productor (Garcia et al., 2010).

Las bacteriocinas derivadas de BAL en particular tienen un gran rango
de aplicaciones como, por ejemplo, como bioconservadores y quizd mas

interesante, como alternativa para uso médico y veterinario (Cotter et al., 2005).

Hay varios factores que influyen en la produccion de bacteriocinas: pH,
temperatura, y otras condiciones de crecimiento (Cotter et al., 2005; Rojo-
Bezares et al., 2007).

Estos compuestos pueden ser utilizados de tres formas; como aditivos
antimicrobianos purificados o semipurificados, como ingredientes en alimentos
fermentados o mediante la incorporacion del microorganismo productor como

cultivo indicador (Sobrino-Lépez et al., 2008).



Estas sustancias con frecuencia actuan frente a las bacterias mas
estrechamente relacionadas. Sin embargo estudios recientes afirman que
también pueden actuar frete a otras especies bacterianas, hongos y algunos
parasitos (Eijsink et al., 1998; Cotter et al., 2005; Svetoch et al., 2008).

11.3.1 Propiedades bioquimicas.

Debido a la naturaleza proteica todas las bacteriocinas se inactivan por
una o mas enzimas proteoliticas, incluyendo a aquellas de origen pancreatico
(tripsina y a-quimotripsina) y algunas de origen gastrico, como la pepsina. Esta
caracteristica es muy interesante con respecto a la utilizacion de bacteriocinas
en productos alimentarios, puesto que serien inactivadas durante su paso por
el tracto intestinal, sin ser absorbidos como compuestos activos y sin causar,
por tanto, los riesgos relacionados con el uso de antibiéticos (Lloyd y Drake,
1975).

La termotolerancia de las bacteriocinas de las BAL es generalmente
elevada y parece estar relacionada con su estructura molecular, normalmente
compuesta por péptidos pequefios que no presentan estructura terciaria. Por
otro lado, algunas bacteriocinas son termolabiles, poseen una estructura mas
compleja. La termoresistencia generalizada de las bacteriocinas permite que
permanezcan activas después de tratamientos térmicos equivalentes a la
pasteurizacion de la leche (63 °C, 30 min; 72 °C, 15 s) lo que supondria una
ventaja adicional en productos pasteurizados. Las bacteriocinas son
generalmente estables al pH acido o neutro. La maxima solubilidad y
estabilidad de la nisina A es pH 2.0, disminuyendo estas propiedades conforme
aumenta el pH. La estabilidad a pH acido o neutro de las bacteriocinas indica
una adaptacién al entorno natural de las bacterias que las producen (Piard y
Desmazeaud, 1992).

11.3.2 Produccioén de bacteriocinas

Las BAL son microorganismos nutricionalmente muy exigentes y sus
bacteriocinas normalmente se producen en medios de cultivo complejos pero
crecen bien en leche y otros compuestos organicos (Pongtharangkul y Demirci,
2006). Aun cuando los medios de cultivo tradicionales promueven un elevado

crecimiento y una relativamente alta concentracién de la bacteriocina, sus
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elevados costos los hacen inadecuados para produccidon a gran escala (de
Arauz et al. 2008), ademas de que se dificulta la purificacion de la bacteriocina
debido a la acumulacion de altas concentraciones de nitrogeno, especialmente

proteinas y péptidos (Gonzalez, 2009).

Uno de los inconvenientes que tiene el uso de nisina como aditivo en
alimentos es su elevado costo como materia prima, por lo que la utilizacidon de
cultivos microbianos productores de bacteriocinas, puede ser una alternativa
prominente para mejorar localidad e inocuidad de los alimentos manteniendo

bajos costos de produccién (Castro, 2009).

Para que las bacteriocinas presenten una aplicacion comercial efectiva,
es necesario obtener mayores rendimientos en su produccion, modificando las
condiciones de crecimiento o por regulacién genética. La produccion de
bacteriocinas puede incrementarse, bajo ciertas condiciones de crecimiento,
como la temperatura, el pH y el tiempo de incubacion, asi como también la
composicion del medio de cultivo, influyen fuertemente en el rendimiento de las

bacteriocinas (De Vuyst, 1995).

Se ha reportado que algunos materiales mas econémicos como el suero
de leche y otros desechos industriales organicos sirven como medios de cultivo
para la produccion de bacteriocinas (de Arauz y et al., 2008). Otros autores han
utilizado leche para lograr la expresion de la nisina por L. lactis encontrando
que este medio de cultivo permite el crecimiento del microorganismo asi como

la expresién de la bacteriocina (Jozala et al., 2005).

Se ha demostrado que la adicibn de algunos azucares simples
(sacarosa, glucosa, manitol) y extracto de levadura, al medio de cultivo asi
como la concentracion de algunos iones, el pH y la temperatura del medio, la
fuerza idnica y el potencial de 6xido reduccion, influyen en la produccion de
bacteriocinas como sakacina, sugiriendo que la presencia de las moléculas de
NaCl interfieren con la unién del receptor con la molécula del microorganismo

antagonico, reduciendo la actividad antimicrobiana.
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Otras investigaciones en las cuales se ha incrementado el rendimiento
en la produccion de bacteriocinas, suplementando los medios de cultivo
preparados comercialmente, tales como APT, el MS, MS10, suplementando
estos medios de cultivo con componentes como peptonas, extracto de carne,
extracto de levadura y MgSOa4 (Kim, 1997), asi como el medio comercial mas
utilizado el MRS el cual se suplementa con diferentes fuentes de nitrogeno
(Leroy y De Vuyst, 1999).

1.4 Nisina

Es la primera bacteriocina aislada de L. /actis, un lantibiético compuesto
de 34 aminoacidos, tiene una masa molar de 3.4 kDa. Actualmente esta
aprobada vy utilizada en cerca de cincuenta paises como aditivo alimentario. A
la fecha, se ha identificado cinco variantes naturales de la nisina; A, Z, Q, Uy
F (Alegria et al., 2010).

La nisina es un péptido antimicrobiano que pertenece a la clase de los
lantibioticos (clase 1) y ha sido empleado como conservador de alimentos en
alrededor de 50 paises (Cotter et al., 2005).
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Figura 1. Estructura de la nisina (Chatterjee et al., 2005).

La nisina, descrita en 1928, fue la primer bacteriocina aislada a partir de
la bacteria acido lactica Lactococcus lactis subs. lactis. Es |la bacteriocina mejor
caracterizada y es utilizada como conservador de alimentos; es la unica

reconocida por la FDA con la categoria GRAS (Generally Recognized As
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Safe).Se produce de forma natural en algunos productoslacteos y se utiliza en
la produccion de alimentos y como un aditivo en productos lacteos para
prevenir el crecimiento de bacterias Gram positivas, especialmente de los
generos Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria (Maldonado y Llancas,
2007).

También es la bacteriocina que tiene el historial mas largo de uso seguro
en alimentacion y la que ha sido mas estudiada. En 1953 se comercializé por
primera vez en Inglaterra, en 1969 se aprobd su uso en alimentacion por la
OMS (Joint Food and Agriculture Organization/World Health Organization
Expert Committee on Food Additives) y en 1983 se incluyd en la lista de
aditivos de la Union Europea; poco después, en 1988, fue aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration) (Cotter et al., 2005).

Los lantibioticos, incluyendo nisina, pueden tener multiples mecanismos
de accion, facilitado por la uniéon con el lipido Il y la insercion dentro de la
membrana de la bacteria (Brotz et al., 1998). Los lantibioticos son
caracterizados por la presencia de residuos de aminoacidos inusuales,
incluyendo la lantioninas las cuales le dan el nombre a estos péptidos
(Chatterjee et al., 2005).

Tiene una alta estabilidad a bajo pH, y exhibe una toxicidad selectiva, la
cual es altamente efectiva (a concentraciones nanomolares) contra bacterias
sensibles. Por su alta estabilidad en diferentes ambientes y baja toxicidad en
humanos, la nisina ha sido usada por décadas como conservador de alimentos
(Delves-Broughton et al., 1996).

La solubilidad de la nisina A aumenta con la temperatura y al disminuir el
pH. Se ha demostrado que la nisina es rapidamente inactivada en el intestino
por las enzimas digestivas y no puede detectarse en la saliva de humanos diez
min después de haber consumido un liquido que la contenga (Simova et al.,
20086).
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La nisina, es un péptido formador de poros, que usa un objetivo
especifico, llamado, lipido Il. Este péptido estd presente en todas la
membranas de las bacterias (Brotz et al, 1998), el cual esta involucrado en
transportar subunidades de peptidoglicano (van Heijenoort, 1994). Cuando la
nisina se une al lipido Il, esta permeabiliza la membrana por la formacién de
poros, lo cual causa el colapso de la fuerza protén motriz. Adicionalmente, esta
unién interfiere con la sintesis de la pared celular. La nisina contiene cinco
anillos denominados como A-E, su mecanismo involucra los tres primeros
anillos A-C y el acido N-acetiimuramico asi como el pirofosfato del Lipido II
(Hsu et al., 2002).
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Figura 2. Estructura y funcién del lipido Il (Hsu et al., 2002).

Esta bacteriocina es comercialmente usada como un agente natural de
bioconservaciéon de alimentos y es considerada segura por la FDA, dado que
no es toxica y sus aminoacidos se metabolizan junto con los procedentes de

otras proteinas (Garcia- Parra et al., 2009).

Es capaz de prevenir el crecimiento de microorganismos Gram-positivos,
pero una de las limitaciones de su uso es su alto costo. El empleo de cultivos
iniciadores productores de bacteriocinas, representa una alternativa para la

elaboracién de quesos con mejor calidad microbioldgica (Castro et al., 2009).
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La nisina se usa comercialmente en una forma parcialmente purificada,
en forma de ingrediente cultivando la cepa productora en diversos medios de
cultivos, o bien el uso de la cepa productora como cultivo en alimentos
fermentados y es la unica bacteriocina disponible comercialmente para
agregarse a los alimentos, por lo que su demanda se ha incrementado en los

ultimos afos (Gonzalez, 2009).

Este agente antimicrobiano también puede ser adicionado a
formulaciones alimentarias directamente o mediante su incorporacion en los
materiales de empaque, convirtiéndolos en empaques activos (Jin y Zhang,
2008). Otros usos de la nisina incluyen su aplicacién en productos de cuidado
dental, productos famaceuticos para controlar Ulceras estomacales o

tratamiento de infecciones de colon (Jozala et al., 2007).

1.4.1. Biosintesis.

Los lantibidticos constituyen una familia de péptidos de los cuales el
precursor es sintetizado ribosomalmente seguido por modificaciones
postraduccionales. Estas modificaciones incluyen la introducciéon de estructuras
insaturadas poco comunes como dehidroalanina, dehidrobutirina, y la
formacion del tipico enlace tioéster intracelular llamado lantionina. Dichas
estructuras estan formadas de un derivado de cisteina, de un grupo sulfhidrico
para el doble enlace y de un residuo deshidratado, dando origen a las
caracteristicas policiclicas estructurales propias de los lantibidticos (Willey y
van der Donk, 2007).

La produccién de nisina por Lactococcus lactis esta regulada por un
mecanismo denominado percepcion en quérum (Quorum sensing) a nivel
transcripcional en el que la nisina actia como una molécula inductora
(Pongtharangkul y Demirci, 2006). Este proceso permite a los microorganismos
monitorear el ambiente de otras bacterias y alterar el comportamiento de una
poblacién, de este modo la informacién es integrada, procesada y traducida

para controlar la expresion genética (Waters y Bassler, 2005).
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Figura 3. Sintesis y regulacién de la biosintesis de nisina (Chaterjee et al.,
2005).

El fendbmeno de la percepcion en quérum ha sido identificado en
bacterias Gram-negativas, donde la molécula comunicadora es la N-acil-
homoserina-lactona (AHL) (Garcia, 2009). Se sabe que muchos de los
procesos de bacterias Gram-positivas son regulados de manera dependiente
respecto a la densidad celular. Ejemplos de estos sistemas de percepcion en
quérum son diversas funciones celulares; esporulacion, formacién de
biopeliculas, simbiosis, transferencia de plasmidos conjugativos, regulacion de
la virulencia. Toda la maquinaria biosintética para la produccion de nisina se
encuentra localizada en un transposén de 70 kb que también contiene los

determinantes de la utilizacion de sacarosa (Horn et al., 1991).

En este proceso regulatorio, el grupo fosforilo de NisK, la proteina
sensora, se transfiere a un aspartato de NisR, la reguladora de respuesta, lo
cual inicia su enlazamiento a los operones nisA y nisF. Esto activa la
transcripcion del operon nisABTCIP, para la biosintesis de nisina, y del nisFEG,

para la autoinmunidad (Gonzalez, 2009).

En la biosintesis de la nisina (Figura 3), el gen estructural codifica para
un prepéptido de 57 aminoacidos que presenta un péptido sefal, necesario

para la correcta biosintesis y secrecién de la nisina. Las proteinas NisB y NisC
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son las enzimas responsables de las reacciones de deshidratacion y de la
formacion de los puentes de tioéter, respectivamente. NisT es el transportador
que reconoce al péptido sefial, éste es liberado por accién de la serin proteasa
NisP, que tiene la secuencia consenso LPXTGX (donde X representa cualquier
aminoéacido) de unién covalente al peptidoglicano en su extremo carboxilo. Este
seria el ultimo paso en la biosintesis de la nisina necesario para la liberacion de

la nisina madura al medio de cultivo (Willey y van der Donk, 2007).
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Figura 4. Sintesis de la nisina (Xie et al., 2004).

1.4.2 Mecanismo de accidn

Se ha demostrado que en bacterias Gram-positivas la nisina actua a
nivel de la membrana perturbando la movilidad idnica, inhibiendo la captacion
de aminoacidos y causando liberacion de aminoacidos acumulados (Gujarathi

et al., 2008). La membrana citoplasmatica de la célula bacteriana es el primer
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objetivo de la actividad de la nisina. Se ha visto que este lantibiético se asocia a
liposomas no energizados con la mayor interaccién observada con fosfolipidos
cargados negativamente. Esto indica que la asociacion inicial de éste péptido
cargado positivamente con la membrana es en parte dependiente de la carga
(Gujarathi et al., 2008).

La acumulacion de nisina en la monocapa externa de lipidos de la
membrana, conduce a la agregacion de nisina en mondmeros, seguido de la
formacion de estructuras porosas de corta duracion. La relajacion de dichas
estructuras permite la translocacion de los péptidos a través de la bicapa
lipidica (Breukink y de Kruijff, 2006). Otro mecanismo de accion de la nisina
consiste en un mecanismo mucho mas eficiente que depende del enlazamiento
del precursor del peptidoglicano, el Lipido Il, con la consecuente formacién de
poros. El lipido Il y la nisina forman un poro hibrido, compuesto de ocho
moléculas de nisina y cuatro moléculas de lipido Il (Figura 4), lo cual causa
perdida de pequefios componentes citoplasmaticos como aminoacidos y ATP.
Ademas, se colapsa el gradiente de iones, lo cual causa un desbalance del

gradiente de pH y de la fuerza protdn motriz (Lubelski et al., 2007).

La formacion de poros ocasiona pérdida de la permeabilidad selectiva de
la membrana provocando la disipacion, total o parcial, de la fuerza protén
motriz (PMF) causando muerte celular (Moll et al., 1999). La PMF es un
gradiente electroquimico generado por la expulsién de protones necesaria para
llevar a cabo ciertas funciones celulares dependientes de energia como la
sintesis de ATP. Consta de dos componentes: el potencial de membrana (AY,
negativo en el interior) y un gradiente de pH (ApH, alcalino en el interior). La

nisina disipa tanto el AY como el ApH (Molly et al., 1996).

El espectro antimicrobiano incluye microorganismos deterioradores y
patdgenos de alimentos principalmente bacterias Gram-positivas como Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus. Se ha encontrado actividad contra
bacterias Gram-negativas como E. coli y Salmonella pero solo cuando ha sido
comprometida la integridad de la membrana externa, por ejemplo, por un

choque osmotico o un tratamiento a bajo pH, o con agentes quelantes como
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EDTA (de Vuyst y Leroy, 2007). Estudios recientes han mostrado que la nisina
es capaz de inhibir la germinacion de esporas de especies de Bacillus y
Clostridium, esto podria deberse a una modificacion covalente de la molécula
blanco, presente en el recubrimiento de la espora, mediante un ataque
nucleofilico al residuo de la dehidro-alanina, la cual se encuentra en la posicién
5 (Dha-5) (Chatterjee et al., 2005).

La pared celular bacteriana esta formada por un heteropolimero de los
mucopolisacaridos, N-acetilglucosamina (GIlcNac), y por acido N-
acetilmuramico (MurNAc). Las cadenas de estos polimeros se encuentran
entrecruzadas por un pentapéptido tipico con la secuencia L-alanil-y-D-glutamil-
diaminopimelil (o L-lisil)-D-alanil-D-alanina, el cual esta acoplado al acido N-
acetilmuramico (MurNAc) (Garcia, 2009). Este entrecruzamiento es lo que le
confiere a la célula su rigidez y fuerza mecanica. El ensamblaje de estas
subunidades comienza en el lado citoplasmatico de la membrana celular,
donde la cadena pentapéptido-UDP-MurNAc se acopla al bactoprenil-fosfato
para obtener el Lipido Il. Posteriormente el acoplamiento del azucar N-
acetilglucosamina (GIcNAc) por la proteina periférica MurG, asociada a la
membrana, produce el Lipido Il, el cual contiene la sub-unidad completa del
peptidoglicano, unida via un pirofosfato al ancla poliisoprenoide embebida en la

membrana (Garcia, 2009).

El Lipido Il es posteriormente trasladado hacia el exterior de la
membrana (espacio periplasmatico). Existe un reconocimiento y union
especifica al lipido Il, seguida de un ensamblaje y la formacioén del poro (Figura
4) (Garcia, 2009). En presencia del Lipido Il, la actividad de la nisina no
depende ni de la composicion de lipidos presentes en la membrana, ni de la
cantidad de lipidos anidnicos en un rango amplio de concentraciones de nisina.
Se ha demostrado que, en presencia de Lipido ll, la nisina adquiere una
orientacion transmembranal menos variable, o que da lugar a poros mas
estables que aquellos formados en ausencia de dicho receptor (Breukink et al.,
20086).
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Figura 5. Modo de accion de la nisina (Breukink y de Kruijff, 2006)

11.4.3. Toxicidad

La nisina ingerida es destruida rapidamente durante la digestion y sus
aminoacidos constituyentes se metabolizan junto con los procedentes de otras
proteinas. Practicamente carece de toxicidad o de poder alergénico. Se han
realizado estudios de toxicidad de nisina en ratas, y se determiné que la dosis
letal media LD50, es similar a la sal comun, que es alrededor de 7 g/kg

(Davison y Branen, 1993).

La secretaria de salud en México, establece de manera reciente una
concentracion maxima permisible de nisina del 0.00125 % en quesos frescos
(Diario Oficial, 2012).

1.4.4 Aplicacion de nisina en productos lacteos

La incorporacion de cepas productoras de bacteriocinas como cultivos
adjuntos en la manufactura de los alimentos provee una atractiva y econémica
alternativa a la adicion de bacteriocinas purificadas, ya que los metabolitos
producidos durante una fermentacion no se consideran como aditivos (Alegria
et al., 2010).

Los posibles usos de bacteriocinas como la nisina estan en estudio para
una amplia variedad de productos alimenticios, ya que por su origen lacteo
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también sugiere la posibilidad de mejorar y aumentar las caracteristicas de los

productos lacteos de los que han sido aislados (Sobrino-Lopez., 2008).

La nisina ha demostrado ser un agente efectivo en el control microbiano
de numerosos productos lacteos y su uso ha sido ampliamente ensayado en la
manufactura de quesos abajo pH. El uso de bacterias productoras y resistentes
a nisina como cultivos iniciadores parece ser un medio viable de incorporar y
mantener la actividad de esta bacteriocina, atreves del proceso de fabricacion
de queso y para controlar deterioradores y patdgenos transmitidos por los

alimentos (Sobrino-Lopez., 2008).

1.5 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un patogeno transmitido por los alimentos de
particular atencién en la industria de los alimentos por su naturaleza, y
habilidad de crecer a temperaturas de refrigeracion. También, ha sido aislada
de ambientes donde se procesan alimentos (Martin y Fisher, 1999). Los quesos
frescos mexicanos son un grupo heterogéneo de productos elaborados sin la
adicion de cultivos iniciadores (Villegas, 2004). Han sido reportados dos botes
importantes de listeriosis por el consumo de estos productos (Linnan et al.,
1998; MacDonald et al., 2005), el uso de leche no pasteurizada en la
produccion de quesos es un factor importante que contribuye a Ila

contaminacion con Listeria.

Cuadro 1. Parametros 6ptimos de crecimiento de L. monocytogenes (Mead et
al., 2006).

Parametro Optimo
Temperatura 30-37 °C

pH 7.0

Actividad de agua (aw) 0.97

Recientes brotes causados por patégenos transmitidos por los
alimentos como E. Coli O157:H7, Salmonella spp., y L. monocytogenes han
encaminado a la busqueda de formas innovadoras de inhibir el crecimiento

microbiano en los alimentos mientras se mantiene la calidad, frescura y
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seguridad. En la ultima década, Listeria monocytogenes se ha convertido en
uno de los mas significantes patdogenos transmitidos por los alimentos, debido a
su habilidad a tolerar ambientes de estrés como el bajo pH, bajas temperaturas

y concentracion de sal superior al 10% (Gandhi et al., 2007 y Cole et al., 1990).

Cuadro 2. Parametros de sobrevivencia de L. monocytogenes (Mead et al.,
2006).

Parametro Minimo Maximo Sobrevivencia
Temperatura -1.5a3°C 45 °C -18 °C
pH 4.0 9.4-9.6 3.344.0
Actividad de agua (aw) 0.90 a 0.93 >0.99 <0.89
Sal (% NaCl) <0.5 12-16 >20

Estas caracteristicas permiten su frecuente contaminacion de alimentos,
particularmente los minimamente procesados y refrigerados. La listeriosis
transmitida por los alimentos es conocida por ser un serio peligro cuando
ocurre en recién nacidos, mujeres embarazadas, Yy personas

inmunocomprometidas (Mead et al., 2006).

Desde que los productos lacteos han sido frecuentemente reportados
como contaminados y asociados con brotes de listeriosis, se han desarrollado
nuevas estrategias para el control de Listeria monocytogenes, incluyendo la
aplicacion directa de bacteriocinas como compuestos purificados o la

inoculacién de la bacteria productora de la bacteriocina (Liu et al., 2008).

11.5.1 Brotes asociados al consumo de queso por L. monocytogenes

El queso fresco se ha visto involucrado en brotes por Listeria
monocytogenes ya que es un producto altamente perecedero. El efecto de
nisina contra L. monocytogenes ha sido ampliamente demostrado. Por tal su
adicion en leche para la elaboracion de quesos como ricota, latino-americano,
queso blanco y fresco es efectivo contra la contaminacion por L.
monocytogenes, conservando su calidad  microbiolégica.  Listeria
monocytogenes es un microorganismo patégeno ampliamente distribuido en el

medio ambiente, frecuentemente detectado en alimentos minimamente
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procesados o listos para el consumo. Ha sido causa de numerosos brotes de
listeriosis en Estados Unidos, Canada y Europa. Es de gran importancia para la

industria de alimentos debido a su ubicuidad (Harmark et al., 1997).

Los quesos blancos y de pasta blanda frescos son productos
minimamente procesados y con corta vida de anaquel. Este tipo de productos
han sido asociados con brotes de listeriosis. Listeria monocytogenes es el
agente causal de la listeriosis, una de las enfermedades mas importantes
adquirida en el 99% de los casos por el consumo de alimentos contaminados.
En el hombre se reconocen dos tipos de listeriosis: invasiva y no invasiva (Bell
et al.,, 2000). La primera produce la mayor tasa de hospitalizacion y de
mortalidad (60%-80%) (Vazquez-Boland et al., 2001), la segunda produce
gastroenteritis con baja tasa de hospitalizacion y mortalidad (FAO-OMS, 2004).

Esta bacteria ha sido asociada a alimentos tales como la leche, quesos
(particularmente variedades blandos madurados), helados y productos
carnicos. Afecta principalmente a los nifos, ancianos, mujeres gestantes y
personas inmunosuprimidas, ocasionando abortos, meningoencefalitis y
meningitis. La contaminacion del queso con L. monocytogenes puede abarcar
todas las etapas de la cadena agroalimentaria por factores como la presencia
de mastitis subclinica, el deterioro de la infraestructura, la contaminacién de
pisos y/o equipos, deficientes procedimientos de limpieza y desinfeccion,
presencia de biopeliculas, temperaturas de almacenamiento inadecuada,

contaminacion cruzada, entre otros (Bemramh et al., 1998).

L. monocytogenes y la listeriosis fueron reconocidas por primera vez en
estudios de laboratorio en animales en 1924 (Murray et al., 1926). La listeriosis
es una enfermedad que afecta a los humanos y en la década de los ochenta
presentd un incremento en el numero de casos en varios paises, donde la
transmision por el consumo de alimentos contaminados fue completamente
establecida (McLauchlin et al., 1996).

El brote de listeriosis que elevé a un nivel mas alto de preocupacion

entre los fabricantes de alimentos y los organismos reguladores ocurrio en
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California, EUA, entre enero y agosto de 1985.Hubo 142 casos, de los cuales
93 eran mujeres embarazadas, con un total de 48 muertes (tasa de mortalidad
de 34%). Entre los 49 casos de adultos, 48 eran inmunodeprimidos o personas
de la tercera edad. Los estudios de los casos y controles implicados indican
que se debidé a queso blando estilo mexicano. Se confirmé la presencia de L.
monocytogenes tipo 4b en este tipo de queso. La fabrica fue cerrada, y el
queso de la marca implicada se recolectd. No se encontré Listeria en muestras
de leche proveniente de 27 granjas que proveian de materia prima a la
empresa. Este es el primer brote de listeriosis registrada en el que se identificd

y recaudo el alimento que causo la epidemia (Linnan et al., 1988).

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos
(CDC) reportd uno de los brotes de mayor impacto por L. monocytogenes en el
afio 2000 (CDC, 2001) debido al consumo de queso fresco tipo mexicano,
elaborado de forma artesanal con leche cruda contaminada. En este brote se
reportaron 12 casos, 11 mujeres con edad promedio de 21 afios y un hombre
de 70 afnos que desarrolld un absceso cerebral. Del total de mujeres 10
estaban embarazadas, de ellas 5 abortaron, 3 tuvieron parto prematuro y en
dos casos, se presentaron infecciones en los neonatos. La tasa de
hospitalizacion fue del 100% (CDC, 2008; Mac Donald et al., 2005). En este
brote se puede observar que los afectados concuerdan con los grupos de
riesgo reportados para la enfermedad. Es importante resaltar que,
considerando los habitos de consumo de las mujeres embarazadas, éstas

consumian entre 2 y 3 porciones por dia, aumentando el riesgo de exposicion.

1.6 Microencapsulacion

La aplicacion de componentes naturales como la nisina en alimentos,
normalmente se evaluan dos aspectos; los cambios en las propiedades
organolépticas y de textura cuando son adicionadas y la interaccion con los
ingredientes de los alimentos, incluyendo la influencia de esta interaccion en su

eficiencia (Devlieghere et al., 2004).

El interés en la aplicacion de metabolitos naturales como las

bacteriocinas en la prevencion del deterioro y la extensién de la vida de
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anaquel se ha incrementado en las ultimas décadas. Sin embargo, la
interaccion entre estos agentes antimicrobianos y los componentes de los
alimentos, asi como su distribucién en ellos, reduce su eficiencia contra los
patdogenos cuando son directamente aplicados a los alimentos por lo tanto es
necesario desarrollar una adecuada distribucion o sistema de liberacion para
reducir estas interacciones y maximizar el potencial bioprotector de estos

componentes (Ibarguren et al., 2012).

La encapsulacion y la liberacion controlada de bacteriocinas y otros
agentes bioactivos son una de las aplicaciones del campo emergente de la

nanobiotecnologia (da Silvaet al., 2010).

Galvez et al. (2007), enfatizaron en las ventajas de la administracién de
enterocinas inmovilizadas como conservadores de alimentos. El portador
podria actuar como un reservorio y difundir gradualmente la molécula de
bacteriocina concentrada atreves del alimento, y por lo tanto, asegurar una
gradual y continua provisién de bacteriocinas. El agente inmovilizante también
protege a las bacteriocinas de la interaccion con los componentes del producto

0 su inactivacion.

Existen reportes respecto a la conservacion de la actividad de las
bacteriocinas enfocadas en una variedad de superficies como silicatos y otros
materiales como: alginatos, liposomas, niosomas y nanovesiculas de

fosfolipidos (Ibarguren et al., 2012).

La microencapsulacién es un proceso en el cual materiales sodlidos
liguidos 0 gaseosos son recubiertos para producir pequefias capsulas. Esta
técnica esta basada en el efecto envolvente de una matriz polimérica, la cual
crea una microambiente en la capsula capaz de controlar las interacciones
entre la parte interna y externa. La microencapsulacion tiene limitadas
aplicaciones en la industria de los alimentos y por lo general son usados como
materiales de pared polimeros de grado alimenticio como alginato, quitosan,
carboximetil celulosa (CMC), carragenina, gelatina y pectina (Anal y Singh,
2010).
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Se han reportado varias técnicas para el encapsulamiento de
ingredientes, la seleccion del método esta en funcién del presupuesto, los
costos, las propiedades del material a encapsular, el tamafo deseado de las

macroparticulas y de los mecanismos de liberacion (Ré, 1998).
Independientemente del método elegido para preparar las
microcapsulas, el primer paso en la encapsulacion sera la seleccion de una

matriz de encapsulacion adecuada.

Cuadro 3. Materiales usados como pared para la microencapsulacion (Pedroza

et al., 2002).
Tipo de cobertura Cobertura especidfica
Hidrocoloides Agar, alginato de sodio, carraganina,
goma arabiga.
Carbohidratos Almidodn, dextranos, sacarosa, jarabes
de maiz
Celulosas Etilcelulosa, metilcelulosa,

acetilcelulosa, nitrocelulosa,
carboximetil-celulosa

Lipidos Ceras, parafinas, digliceridos,
monogliceridos, aceites, grasas, acido
estearico, triestearina.

Proteinas Gluten, caseina, albumina

Materiales inorganicos Sulfato de calcio, silicatos

Entre los agentes encapsulantes que se utilizan destacan las proteinas
aisladas del suero de la leche, utilizadas como cobertura en el secado por
aspersion. Este material posee alta capacidad emulsificante y genera
microcapsulas de tamafio inferior a 2 micrémetros. Pueden utilizarse solas o
combinadas con carbohidratos para modificar las propiedades de la pared y el
tamafno de las particulas. El uso de proteinas del suero de la leche tiene
efectos sobre la morfologia de las microcapsulas haciéndolas mas esféricas y
de superficie tersa en comparacion con los polisacéaridos. Los alginatos son uno
de los polimeros mas utilizados en la microencapsulacion. Se extraen
principalmente de tres especies de algas marrones (Laminaria hyperborea,

Ascophyllum nodosum, Macroscystis pyrifera). Han sido empleado como
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agentes espesantes, gelificantes y estabilizantes coloidales en la industria
alimentaria y gracias a sus propiedades, también se han podido aplicar en el
entrapamiento y liberacion de farmacos y microorganismos. Estas propiedades
son: permitir que la encapsulacion se lleve a cabo a temperatura ambiente, no
requerir solventes organicos toxicos, elevado grado de porosidad, permitir una
alta velocidad de difusion para macromoléculas, y la posibilidad de controlar
dicha difusién, disolverse y degradarse bajo condiciones fisiolégicas normales.
La liberacion del contenido de las microcapsulas se puede llevar a cabo por
disolucién en agua, esfuerzos de cizalla, temperatura, reacciones quimicas y
enzimaticas o por cambios en la presion osmotica. No obstante, esta liberacidon
puede controlarse por difusion a través de la pared de la microcapsula o bien

por medio de una membrana que recubra la pared. (Pedroza et al., 2002).

11.6.1 Secado por aspersion.

El secado por aspersion es ampliamente usado en la industria como un
método para microencapsular debido a que es econdémico y efectivo en la
proteccion de materiales como sabores, vitaminas, aceites esenciales,

colorantes y lipidos (Yafiez et al., 2002).

Los métodos de secado por aspersion han sido ampliamente descritos
para la preparacion de macroparticulas en solucion acuosa. Este método
consiste en la atomizacién de liquidos en pequefias gotas, seguido de un
secado con aire caliente y la recoleccion de las particulas solidas (Broichsitter
etal., 2011).

Se han usado diferentes tipos de agentes encapsulantes cuando se
habla de secado por aspersion; estos incluyen polisacaridos (almidones,
maltodextrinas, jarabes de maiz y goma arabiga), lipidos (acido estearico,
mono Yy diglicéridos) y proteinas (gelatina, caseina, soya y proteina de trigo). El
material mas usado comunmente para micro encapsulacion en la
maltodextrina, son obtenidas por hidrdlisis acida de algunos almidones (maiz,
papa y otros). En general las maltodextrinas tienen una alta solubilidad en
agua, baja viscosidad, sin sabor e incoloras y son ampliamente usadas en la

industria alimentaria (Gibbs et al., 1999).
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1.7 Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que transitan el tracto
gastrointestinal y tienen un efecto benéfico en el huésped durante su transito,
mejorando el balance microbiano intestinal (Krasaekoopt et al., 2003). Después
de ingerirlos en numero suficiente, brindan beneficios a la salud sobre una o
mas funciones del organismo, mas alla de la nutricion general inherente (Picot
y Lacroix, 2004; Taranto et al., 2005).

Entre los efectos que los probidticos tienen sobre la salud se pueden
nombrar:

- Control de las infecciones intestinales: Las bacterias lacticas, que
colonizan el intestino humano, inhiben el crecimiento de microorganismos
indeseables y de bacterias que contaminan los alimentos, como la Salmonella
spp, que se puede encontrar en el tracto gastrointestinal (Krasaekooptet al.,
2003).

- Mejor utilizacion de la lactosa en personas con intolerancia: Los
cultivos normales de yogurt, Lactobacillus delbrueckii spp, bulgaricus y
Streptococcus thermophilus, producen B-galactosidasa en presencia de bilis, de
lo cual se ha concluido que la produccién de esta enzima intestinal mejora la
digestion de la lactosa (Krasaekoopt et al., 2003; Hui, 2007).

- Actividad anticarcinégena: Inhibicion de bacterias que convierten
procarcindgenos en carcindgenos, activacion del sistema inmune, incremento
de la peristalsis disminuyendo el tiempo de estancia de patégenos y
carcindbgenos al acelerar la velocidad de transito a través del intestino
(Kailasapathy y Chin, 2000; Hui, 2007).

- Tratamiento en patologias gastrointestinales y terapia antibidtica:
Actuan mediante la competencia de nutrientes y espacio, acidificando el colon
o produciendo sustancias antibidticas activas frente a patdégenos como
Clostridium difficile y Helicobacter pylori, que impiden la multiplicacién de los

mismos y la produccion de sus toxinas (Hui, 2007).

I.7.1 Bacterias probiéticas
Las bacterias mas comunmente utilizadas para la produccion de

alimentos probidticos se hallan dentro de las bacterias lacticas, como son
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especies de lactobacilos y de bifidobacterias (Lyer y Kailasapathy, 2005) como
son: Lactobacillus acidophilus, L. lactis, L. casei, Bifidobacterium bifidum, B.

longum, B. breve y B. infantis (Mortazavian et al., 2007)

1.7.2 Productos lacteos y probidticos

La industria de la leche en México es una industria en expansion. La
tendencia al consumo de derivados lacteos en México se ha incrementado en
afos recientes debido a factores como la modificacibn de la piramide
poblacional, la reduccion de la natalidad, envejecimiento de la poblacién, el

aumento del ingreso per capita, entre otros (Trejo, 2009).

Los lacteos representan un vehiculo ideal para el suministro de probidticos por
las razones siguientes:

e Ofrecen proteccién para los probidticos al mantener un ambiente
favorable durante su transito por el tracto digestivo, en especial por el
estdmago e intestino delgado.

e EIl tiempo corto y temperatura de almacenaje baja de los lacteos
promueven la estabilidad de los probidticos y garantizan el efecto
positivo al ser ingeridos.

e Los lacteos son ampliamente consumidos y tienen mayor aceptacion al

ser asociados con los beneficios de los probiéticos. (DMI, 2004)

Ademas, gracias a la actividad metabdlica de las bacterias lacticas que
actuan durante el proceso de elaboracion, la calidad nutritiva se mejora, ya que
hay una predigestion de la lactosa y las caseinas. El metabolismo de la lactosa
genera acido lactico que da lugar a una disminucion del pH, esto favorece la
coagulacion de las proteinas y determina la textura del producto, inhibe el
desarrollo de microorganismos patdégenos y facilita la digestion de la lactosa al
consumidor. De igual manera, la degradacion de la caseina genera péptidos y
aminoacidos libres, mas facilmente asimilables (Sanz et al., 2003; Cabeza,
2006).
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. JUSTIFICACION

En los ultimos afios ha habido un gran interés por parte de los
consumidores en consumir productos libres de aditivos quimicos, es por ello
que la bioconservacion representa una posible respuesta no sélo para asegurar
la inocuidad de los alimentos, sino que también como ayuda para desarrollar
caracteristicas sensoriales, que en muchos casos es la principal caracteristica
que busca el consumidor cuando compra un producto, en especial productos

frescos como el queso tipo panela.

Uno de los grandes problemas del consumo de queso fresco es la
contaminacion por Listeria monocytogenes, una bacteria patdogena Gram
positiva responsable de brotes importantes en el mundo asociado al consumo
de alimentos. La contaminacion de productos lacteos por esta bacteria se debe
principalmente al uso de leche no pasteurizada para la elaboracién de queso
fresco, promoviendo las condiciones adecuadas para su desarrollo, ya que es
una bacteria psicrotrofa, y se adapta adecuadamente a condiciones de

refrigeracion.

El uso de antimicrobianos naturales es una alternativa muy atractiva
para la conservacion de alimentos frescos, ya que el consumidor demanda
productos libres de aditivos quimicos, entre estos antimicrobianos se encuentra
la nisina, una bacteriocina producida por la bacteria Lactococcus lactis UQ2
que esta ampliamente estudiada en el Laboratorio de Biotecnologia de la

Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro.

Dado que la nisina puede perder actividad por la interaccion con los
componentes del alimento, es necesario buscar formas de proteger su
actividad y asegurar su presencia durante el almacenamiento del queso, esto
se puede lograr mediante su microencapsulacion, ademas de que la
inoculacién de la cepa L. lactis UQ2 puede ayudar a la conservacion y también

a generar sabores que hacen al queso mas atractivo al consumidor.

30



IV. OBJETIVOS

Objetivo general:

Microencapsular la nisina producida por Lactococcus lactis UQ2 y evaluar su

efecto antimicrobiano al incorporarla en queso tipo panela.

Objetivos especificos:

31

Producir la bacteriocina nisina a partir de la cepa Lactococcus lactis UQ2

a nivel biorreactor usando suero lacteo como medio alternativo.

Determinar las condiciones adecuadas de microencapsulacion de la

nisina y L. lactis UQ2.

Evaluar el efecto de la incorporacién de nisina y L. lactis UQ2
microencapsuladas sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes

EGDe en queso durante su almacenamiento.

Evaluar el efecto de la incorporacién de nisina y Lactococcus lactis UQ2

microencapsuladas en queso y su aceptacién por el consumidor.

Determinar parcialmente la capacidad probidtica de la cepa Lactococcus

lactis UQ2 sometiéndola a digestion simulada.



V. HIPOTESIS

La incorporacion de nisina microencapsulada en combinacién con la cepa
Lactococcus lactis UQ2 durante la elaboracion de queso tipo panela, es capaz

de favorecer la bioconservacion y mejorar las caracteristicas sensoriales.
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Cepas microbianas, antimicrobianos y materiales de pared
Lactococcus lactis UQ2 y Micrococcus Iluteus NCBI 8166, fueron
proporcionadas por el laboratorio de Biotecnologia del Departamento de
Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Facultad de Quimica. La cepa
bioluminiscente de Listeria monocytogenes EDGe resistente a cloranfenicol fue

donada por el Dr. Collin Hill, Universidad de Cork, Irlanda.

Enzima coagulante
Se utilizé cuajo microbiano (Qualact, fuerza de cuajo 1:7500) enzima

utilizada para la coagulacion de la caseina de la leche.

Antimicrobianos

Se utilizé nisina comercial (MP Biomedical, LLC) para la elaboracion de
la curva estandar, rifampicina (Sigma-Aldrich) 10,000 ug/L para la preparacion
del medio purpura de bromocresol (PBC) y cloranfenicol para preparar el medio

LB para la cepa de Listeria monocytogenes EGDe.

Materiales de pared
Para la microencapsulacion de L. /actis UQ2 se utilizé almidon
modificado y concentrado de proteina de suero de leche (CPS) por sus siglas

en inglés (WPC, whey protein concentrate).

V1.2 Soluciones y medios de cultivo
e Solucién de alcohol etilico (JT Baker) al 70% (v/v).
e Solucion de sulfato de magnesio (MgSOs4, Mallinckrodt) al 10% (p/v).
e Solucién de sulfato de manganeso (MnSOa4, Sigma-Aldrich) al 10% (p/v).
e Tween 20 (Hycel) al 50% (v/v).
e Solucion de acido clorhidrico (HCI, JT Baker) 0.02 N.
e Solucién de hidroxido de sodio (NaOH, JT Baker) 0.1 N.
e Solucion de acido clorhidrico (HCI, JT Baker) 5 N.
e Solucion de hidroxido de sodio (NaOH, JT Baker) al 2% (p/v).
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e Solucion de cloruro de sodio (NaCl, JT Baker) al 0.85% (p/v).

e Solucion de peptona de caseina (Bioxon) al 0.1% (p/v).

e Solucion de lactosa (Sigma-Aldrich) al 10% (p/v).

e Solucion Ringer. Por 1 L de solucién se pesaron 9 g de cloruro de sodio
(JT Baker), 0.42 g de cloruro de potasio (JT Baker), 0.24 g de cloruro de
calcio anhidro (Fermont), 0.20 g de bicarbonato de sodio (JT Baker).

e Solucion Ringer Va: se diluyé la solucién Ringer 1:4 en agua.

Medios de cultivo

Medio M17

Se pesaron 39.2 g de medio M17 (Oxoid) y se disolvieron en 950 ml de
agua destilada, se esterilizé por calor humedo y se agregaron 50 ml de solucién
de a-lactosa esteéril al 10% (Sigma-Aldrich).
Agar Oxford

Por cada 500 ml de medio se pesaron 29.25 g de agar Oxford (Oxoid),
una vez estéril se agrego el tubo de suplementos Oxford (Oxoid) previamente
disuelto en 5 ml de alcohol etilico (JT Baker) al 40% esterilizado por
membranas de tamano de poro de 45 ym.
Agar MRS

Se disolvieron 55 g de caldo MRS (Oxoid), 15 g de agar bacteriologico
(Bioxon) en 1000 mL de agua destilada, se calenté hasta su dilucion completa,
se ajusto el pH del medio a 6.5£0.2, se esterilizé en autoclave.
Agar assay

Para 1000 mL se disolvieron 10 g de peptona bacteriolégica (Oxoid), 3 g
de extracto de carne (Bioxon), 3 g de cloruro de sodio (JT Baker), 1.5 g de
extracto de levadura (Bioxon), 1 g de azucar mascabado (Dillis, Técnica
Mexicana de alimentacién, México) y 10 g de agar bacteriolégico (Bioxon). Se
mezcld y se ajustd a un pH final de 7.5£0.2 posteriormente se calenté hasta
disolver y se esterilizé en autoclave.
Medio de cultivo lactosa purpura de bromocresol con rifampicina (PBC)

Se disolvieron 5 g de peptona de caseina, 3 g de extracto de carne, 10 g

de lactosa (Sigma-Aldrich), 0.04 g de purpura bromocresol (Merck) y 15 g de
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agar en 1000 mL de agua destilada. Se esterilizd a 121 °C por 15 min. Se
agregaron 200 pyg/mL de rifampicina cuando alcanz6 una temperatura de 45 °C.
Caldo soya tripticasa

Para 1000 mL de medio se pesaron 17 g de peptona de caseina, 3 g de
peptona de soya, 5 g de cloruro de sodio, 2.5 g de fosfato dipotasico, se
estandarizé a un pH de 7.3 £0.2. Se calentd en agitacion hasta disolver y hervir
durante un minuto. Se esterilizé en autoclave 121 °C por 15 min.
Caldo LB

Para 1 L de medio se pesaron 25 g y se disolvieron, se llevé a un pH de
7.510.2. Se esterilizo en autoclave a 121 °C por 15 min.
Agar LB

Para 1 L de medio se pesaron 25 g de medio, 15 g de agar
bacteriologico, se llevd a un pH de 7.5%£0.2., se calentdé la solucion hasta

ebullicién y se esterilizo en autoclave a 121 °C por 15 min.

Soluciones microbioldgicas
Diluyente de peptona al 0.1 %

Se pesd 1 g de peptona bacteriolégica (Oxoid), por cada 1000 mL de
agua destilada, se distribuy6 en frascos de vidrio y se esterilizé en autoclave.
Tween 20 al 50%

Se disolvio Tween 20 (Hycel, México) en agua destilada en partes
iguales 1:1, y se esterilizé en autoclave.

Solucién Ringer

Se pesaron 9 g de cloruro de sodio (JT Baker), 0.42 g de cloruro de
potasio (JT Baker), 0.24 g de cloruro de calcio anhidro (Fermont), 0.2 g de
bicarbonato de sodio (JT Baker). Se afor6 a 1000 mL y se esterilizd en

autoclave.
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VL.3 Produccion de nisina a nivel biorreactor

Para la produccion de nisina en biorreactor se realizaron dos diferentes
fermentaciones usando la cepa nativa de L. lactis UQ2 y por otro lado la cepa
transformada Lactococcus lactis UQ2 rif L*. Se utilizaron ambas cepas para
comprobar cual es la mejor productora de nisina. Se siguié el mismo
procedimiento de activacion para ambas cepas con la diferencia que para
activar la cepa transformada se utilizé caldo M17 y el conteo se llevo acabo en
agar PBC, y la cepa nativa se activé en caldo MRS y el conteo se llevé a cabo
en agar MRS. La bacteria proveniente de una conserva a -70°C, se coloco en
un tubo con caldo M17/MRS y se incubd durante 24 h a 30°C. Una vez activada
la cepa, se tomaron 100 pL y se inocularon en otro tubo conteniendo 10 mL de
caldo M17/MRS que se incubd bajo las mismas condiciones. El cultivo del
ultimo tubo, se inoculd a un matraz conteniendo 20 mL de suero de leche a una
concentracion de 14.9 g/L suplementado con soluciones estériles de sulfato de
magnesio 0.5 g/L, sulfato de manganeso 0.1 g/L, peptona de soya 13.8 g/L,
Tween 20 a 0.02 g/L, y se incub6 a 30°C durante 24 h. Este cultivo se usé
como indculo (1%, v/v) en 50 mL de otra solucion de suero de leche
suplementado de la misma manera y se incubd a 30°C por 10 h, de esta ultima
solucion se tomdé un inéculo (1% v/v) que se administré a 2 L de medio
suplementado y se procedié a realizar la fermentacion por 12 h en el
biorreactor. La nisina como inductor se administré6 a las 2 h de iniciada la
fermentacién. Las condiciones de fermentacién en el biorreactor fueron:
agitacion de 200 rpm, flujo de aire de 1 L/min, temperatura a 30° C, el pH se
controld a 6.5 con soluciones de HCI 1 My NaOH 1 M; y se tomaron muestras
de 10 mL cada 2 h para realizar analisis posteriores. Una vez terminada la
fermentacién, se removieron las células por centrifugaciéon y filtracién para

obtener el extracto libre de células.

V1.4 Secado y microencapsulacién de nisina.

La microencapsulacion de nisina se llevo acabo usando el equipo BUCHI
Mini Spray Dryer B-290 (Laboratoriums Technik, AG, Flawil, Switzerland) en el
posgrado de alimentos de la Universidad Autonoma de Querétaro y se utilizd
como materiales de pared almidones modificados. Una vez obtenido el extracto

libre de células se agregaron los almidones en un porcentaje de 10 % de
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solidos. Una vez incorporados en el extracto libre de células se calento la
solucién a 80 °C con agitacion a maxima velocidad durante 10 min. Se dejo
enfriar a temperatura ambiente continuando la agitacion, para finalmente
mantener en refrigeracion de 6 a 8 h en agitaciéon. Para conocer las mejores
condiciones de microencapsulacion se llevd a cabo un disefio unifactorial
teniendo como factor la temperatura de entrada, siendo los niveles 130°, 145°,
160°, 175° y 190 °C , manteniendo la bomba a 35 % de su capacidad y el

aspirador en 95 %.

VL.5 Microencapsulacion de L. lactis UQ2

VL.5.1 Activacion de L. Lactis UQ2 para microencapsulacion

Para lograr una maxima poblacion de la cepa transformada de L. lactis
UQ2 fue necesario realizar 3 activaciones como se muestra en la figura 6. Para
la primera activacién se colocaron las chaquiras proveniente de una conserva a
-70°C en un tubo con 10 mL de caldo M17 adicionado al 0.5% (p/v) de una
solucién de lactosa estéril al 10% y se incubd durante 24 h a 30°C. Para la
segunda resiembra, el cultivo se inoculdé al 1% (v/v) en 20 mL de caldo M17
adicionado al 0.5% (p/v) de lactosa y se incubd a 30°C durante 12 h. La tercera
resiembra se realizé en 1 L de caldo M17 adicionado al 0.5% de lactosa y
suplementado con soluciones estériles de sulfato de magnesio 0.5 g/L y sulfato
de manganeso 0.1 g/L, posteriormente se incub6 a 30°C por 8 h. Finalizado el
periodo de incubacion se tomd una muestra para determinar la poblacion final

del cultivo.

O NN,

Aciivacién Aciivacién Aciivacién

Sacar la muestra
delrevco (-70°C)

Colocar las
chaquirasen s
mlde caldo

Tomar 1% del
inoculo anteriory .
M17.Incubar agregarloaun tubo Tomar 1% del inoculo
por2: con 10 ml caldo anterior y agregarlo a un
M17.12h frasco con 1 L de caldo MA7
suplementado con 0.5 g/l
de Mg3S04 y 0.1 g/L de
MnS04. Incubar por 8h.

Figura 6. Procedimiento de activacion de la cepa de L. lactis UQ2
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VI1.5.2 Recuperacion del cultivo

El cultivo de L. lactis UQ2 activado se centrifugé en botellas estériles
para centrifuga Nalgene de 500 mL, la velocidad de centrifugacion utilizada fue
de 6000 rpm durante 10 min, se elimind el sobrenadante. El precipitado se
resuspendio en solucion salina estéril al 0.85% (p/v) para ser centrifugado
nuevamente bajo las mismas condiciones, esta operacion de lavado se repitio
una vez mas. El producto final obtenido fue una pastilla (pellet) concentrado de

bacterias.

VI1.5.3 Preparacion del agente encapsulante

El agente encapsulante fue preparado en un buffer de fosfatos 0.1 mM
estéril a pH 7, agregando la mezcla de polimeros (almidon modificado y
concentrado de proteina de suero). Al momento de la adiciéon de los agentes
encapsulantes el amortiguador fue mantenido en agitacién constante con un
agitador magnético estéril. Una vez anadidos los almidones la suspension se
colocd en bano maria a 80°C por 10 min. Se enfri6 a 4°C en una parrilla de
agitacion refrigerada (aproximadamente 4h) y una vez frio, se adicion6 el pellet
de bacterias, se homogeniz6 y se tomd6 una muestra de forma aséptica para la

evaluacion de la viabilidad en esta etapa.

VI1.5.4 Secado por aspersion.

Las microcapsulas fueron obtenidas mediante el proceso de secado por
aspersion en un secador Mini Spray Dryer Buchi, Modelo B-290. Las
condiciones de secado se variaron de una temperatura de entrada de 140° a
100°C y temperatura del aire de salida de 76° a 55°C. La capacidad de la
bomba de alimentacion se operd a 17-25 % y el porcentaje de aspiracién de
95% y con un diametro de boquilla de 0.7 mm. Las céapsulas fueron
recolectadas del cilindro recolector de la muestra para posteriormente ser
almacenadas en frasco de vidrio estéril con sello hermético a 4 °C hasta su
uso. Para el aseguramiento de la inocuidad del equipo se tomaron ciertas
medidas de higiene como; pasar agua destilada estéril por el equipo una vez
estabilizadas las condiciones de operacidn, asi como también la utilizacién de
agua electrolizada neutra a 40 ppm de cloro total en la desinfeccion de las

piezas del equipo.
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Se realizaron pruebas de viabilidad de la bacteria tanto en el caldo de la
ultima activacion, como en la suspension de almidon y en las microcapsulas

para poder realizar los calculos de rendimiento de proceso.

El % de viabilidad de calcul6 con la siguiente formula

(Poblacion ME) (Peso de capsulas)

0 Viabilidad = X 100
: (Poblacion en AE)(Volumen de activacion)

Donde:
Poblacion AE; Poblacion del L. /actis en los agentes encapsulantes
Poblacién ME; Poblacion del L. lactis microencapsulado

VI1.5.5 Estudio de la estabilidad del microencapsulado de L. Jactis UQ2

Se realizé un estudio de viabilidad de las microcapsulas por un periodo
de varias semanas almacenadas en refrigeracion a 4°C, tomando muestras
cada semana de almacenamiento. La cuantificacién de la poblacién se llevé a

cabo bajo la técnica de Miles-Misra en agar PBC.

V1.6 Morfologia de las microcapsulas de L. lactis UQ2

La morfologia de las microcapsulas se realizO mediante microscopia
electronica de barrido de acuerdo con la metodologia descrita por Gunning et
al., (1999) con algunas modificaciones. Se utilizé un microscopio electrénico de
barrido (ESEM Phillips, modelo XL30, Holanda), en condiciones de bajo vacio
(0.7 mbar) con un voltaje de aceleracion de 15.0-20.0 kV, aproximadamente 50
MA de corriente, un detector GSE (Gaseus Secundary Electron) y un spotsize
del laser de 3.8-4.6. Las muestras de las bacterias microencapsuladas fueron
fijladas en un portamuestras de aluminio con semicirculos de cinta adhesiva
doble cara de grafito, expandidas por medio de aire comprimido y observadas a
un aumento de 5000X.

VI.7 Elaboracion de queso tipo Panela con el cultivo protector, nisinay L.
monocytogenes EGDe.

Para elaborar el queso tipo panela se utilizd leche pasteurizada entera,

se llevé a una temperatura de 35 °C y se le agrego el cloruro de calcio (0.4

ml/L, Baker). Posteriormente, se adicion6 el cuajo microbiano, 0.05 g/L

39



(QuaLact, Meéxico), se agitd constantemente para lograr su completa
incorporacion. Se dejé reposar por 30 min para favorecer la formacion de la
cuajada, para posteriormente realizar el corte. Se procedié a la eliminacién
parcial del suero (3/4 partes), seguido de la etapa de salado, empleando NaCl
0.6% (p/v) respecto al volumen inicial de leche. En este momento se inocul6 el
cultivo protector L. lactis UQ2 microencapsulado, la nisina y  Listeria

monocytogenes EGDe de acuerdo a las cantidades establecidas.

De la pasta obtenida fue tomada una muestra representativa para
realizar los analisis correspondientes al tiempo cero de estudio (to), el resto de
la pasta fue colocada en moldes por un periodo de 8 a 12 h en refrigeracion
para favorecer un mejor desuerado, concluido este periodo el queso se
desmoldé para posteriormente ser empacado al vacio. Como variables
respuesta para el queso se monitoreé la poblacion de L. lactis UQ2 y L.
monocytoenes EGDe asi como los niveles de nisina durante el almacenamiento

en refrigeracion por 21 dias.

VI.7.1 Cuantificacion de L. lactis UQ2 en queso

La determinacion de la poblacion se llevo a cabo por el método de Miles-
Misra o método de la gota como se describe en la Figura 7 y mediante la
técnica de extension por superficie. De cada una de las muestras de queso se
prepard una serie de diluciones decimales seriadas; para ello se tomaron 10 g
de queso y se colocaron en una bolsa (Whirl-Pak®, Nasco) con 90 ml de agua
peptonada al 0.1% (p/v). Se homogenizaron (Stomacher 400 Circulator,
Seward, Inglaterra), se tomd 1 ml de la dilucion anterior y se adicioné en un
tubo con 9 ml de agua peptonada, se homogenizé y se repitid el procedimiento
hasta obtener las diluciones necesarias dependiendo de la poblacion

microbiolégica esperada (Vanderzant et al., 1992).

Para realizar la cuenta por Miles-Misra se colocan tres gotas de 20 ul
de las diluciones correspondientes en un cuadrante de las placas de agar PBC
al 1% adicionado con rifampicina y se deja secar a temperatura ambiente en la
campana de flujo laminar, se incuban a 30°C y después de 24 h se procede a

contar las colonias en las placas.
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Figura 7.Técnica viabilidad de L. lactis UQ2 por la técnica de Miles-Misra.

Para realizar la cuenta por extension en superficie se colocaron 100 pl
en el centro de la placa y con una varilla estéril de vidrio se extendio sobre la
superficie completa de la placa.

VI.7.2 Cuantificaciéon de L. monocytogenes EGDe en queso

Para la cuantificacién de L. monocytogenesEGDe en queso se llevo a
cabo el procedimiento que se describi6 anteriormente, con algunas
modificaciones. Para hacer las diluciones se utilizé solucion salina 0.85 % y se
sembré en cajas con agar LB adicionada con cloranfenicol, se incubd a 37 °C

por 24 h para posteriormente contar las colonias.

VI.7.3 Cuantificacion de nisina en queso

Para la extraccion de nisina se pesaron 40 g de la muestra de queso en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL los cuales se disolvieron en 160 mL de &cido
clorhidrico 0.02 N, se ajusté el pH a 2 con HCI 5 N, se calent6 el extracto por 5
min en bafno maria a ebullicion. Se ajusto el volumen con HCI 0.02 N a 200 mL.
La muestra se centrifugé 6500 rpm por 20 min a 4 °C, al finalizar se retir6 la
capa de grasa de la superficie y se decanto el liquido, la pastilla se desechd. El
sobrenadante se clarifico y filtré mediante una membrana de 0.45 pm de
tamano de poro (Durapore, Millipore, Irlanda), obteniendo el extracto de nisina.
La concentracion de nisina se determind de acuerdo al BS 4020 (1974),

mediante pruebas de difusién de agar.
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VI1.7.3.1 Método de difusién en agar

Micrococcus luteus proveniente de una conserva a -70°C se coloca en
un tubo con caldo assay y se incuba 48 h a 30°C. Finalizado el periodo de
incubacion, se siembra por estriado en un tubo inclinado y en placas con agar
assay al 1% (p/v), para verificar la pureza de la cepa. De la cepa aislada se
toma una azada y se siembra por estriado en tubos inclinados con agar assay
al 1%. Para realizar los ensayos de actividad se toma el cultivo de los tubos,
diluyendo con 1 ml de solucion Ringer Y2 y se guarda en un frasco estéril; de
esta solucién concentrada, se toman 5, 10, 20, 30, y 40 yL y se llevan a 1 ml
con la solucién Ringer 7, para ajustar la concentracion del microorganismo a
una absorbancia de 0.30 £ 0.01, leyendo a una longitud de onda (A) de 650 nm,

la solucion obtenida se denomina solucion de trabajo.

Para la preparacion del medio se utilizaron cajas Petri de 14 cm de
diametro, se adicionaron 40 mL del medio (agar assay 1%), previamente
suplementado con 800 pL de Micrococcus luteus (cultivo ajustado a una
densidad optica Asso de 0.3) y 800 pL de solucién de Tween 20 al 50%. Una
vez solidificado el agar, se realizaron fosas de 8 mm de diametro utilizando un
horadador estéril No. 4. Dentro de la fosa se colocaron 60 uL del extracto de
nisina. La caja se incubd a una temperatura de 30 °C durante 48 h. La zona de
inhibicion se medié en mm y la concentracion obtenida fue calculada mediante

una curva estandar de nisina.

VI.7.3.2 Curva estandar de nisina.

La curva estandar de nisina se realizé preparando una solucién de 1000
Ul/mL, para lo cual se pesaron 0.1 g de nisina (MP Biomedical, LLC) y se
disolvieron en 80 ml de HCI (JT Baker) 0.02 N. Se sometid a un calentamiento
de 95°C en bafio de agua por 5 min. Se enfrié a 20°C y se dej6 reposar durante
2 h. Se aforé la solucion a 100 ml utilizando HCI 0.02 N.

De ésta solucion se hicieron diluciones decimales en HCI 0.02 N hasta
obtener una concentracion de 10 Ul/ml. De la ultima solucion se tomaron 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 y 900 pL y se aforaron a 1 ml con HCI 0.02
N para tener soluciones de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 Ul/ml. Las diluciones se

colocaron en pozos en placas de agar inoculado con 2% v/v de la solucion de
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trabajo de M. luteus 'y 2% de Tween 20 al 50% p/v. Las placas se incubaron a
30°C por 48 h. Después del tiempo de incubacion se midieron los halos de
inhibicion utilizando un vernier. Se grafico el promedio de tres réplicas del halo

de inhibicion (mm) contra el log de Ul/ml para generar la ecuacion de la recta.

V1.8 Visualizacién por microscopia de epifluorescenciadel queso control y
los tratamientos.

Los quesos se visualizaron en microscopio de fluorescencia (Zeiss Axio
observer D1, Jena, Alemania) para monitorear la presencia de L.
monocytogenes EGDe, se utilizé un filtro DAPI con una longitud de onda de
excitacién de 360 a 340 nm y una longitud de onda de observacion por arriba

de 410 nm con un aumento de 64x.

V1.9 Digestion simulada

VI1.9.1 Digestion simulada en células libres de L. lactis UQ2

Se preparo saliva artificial diluyendo 6.2 g de cloruro de sodio, 2.2 g de
cloruro de potasio, 0.22 g de cloruro de calcio y 1.2 g de bicarbonato de sodio
en 1 L de agua destilada. La mezcla se esterilizdo a 121°C durante 15 min. Los
jugos gastrico e intestinal simulados se prepararon el dia del experimento. Para
el jugo gastrico simulado se resuspendieron 3 g de pepsina (Sigma-Aldrich) en
1 L de solucion salina estéril al 0.5% acidificada a pH 2 con acido clorhidrico 1
M. El jugo intestinal simulado se prepar6é con 1 g de pancreatina (JT Baker) y
1.5 g de sales biliares (Sigma-Aldrich) en 1 L de solucién salina al 0.5% estéril,

el pH se ajusté a 8 con solucion de NaOH 1 M.

Para la digestion simulada se siguio la metodologia reportada por Chartanis et
al. (1998), con algunas modificaciones. Se partié de una conserva de la cepa a
-70 °C la cual fue activada en 10 mL de caldo M17 suplementado con lactosa al
10% (5 %V/v), se incubd a 30 °C por 24 h. Transcurridas las 24 h se realizé una
resiembra al 1 % (v/v) en un matraz conteniendo 50 mL de caldo M17
suplementado de igual manera. Se incubd durante 18 h para asegurar un
crecimiento de aproximadamente 10° UFC/mL. Posteriormente se centrifugo el
contenido del matraz en tubos Falcon estériles para centrifuga a 4500 rpm
durante 10 min a 4°C. Se deseché el sobrenadante y el pellet se resuspendid

en 10 mL de buffer de fosfatos 0.1 mM pH 7. Se colocaron 2 mL de esta
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suspension en 2 mL de saliva artificial y 16 mL de jugo gastrico simulado. Se
incubé a 37 °C con agitacion de 55 rpm en agitador orbital durante 2 h
haciendo recuento bacteriano a las 0, 1 y 2 h. Pasadas las 2 h se centrifugd
esta solucién a 4500 rpm durante 10 min a 4°C y se decant6 el sobrenadante.
Al pellet se le agregaron 20 mL de jugo intestinal simulado. Se incubd bajo las
mismas condiciones que la digestion gastrica tomando muestraalasOh,2hy

4 h de contacto.

V1.9.2 Digestion simulada del queso con Lactococcus lactis UQ2

A los 14 dias de almacenamiento, se evalud in vitro la sobrevivencia de
las células encapsuladas agregadas en queso panela, en condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal, de acuerdo a lo reportado por Charteris et
al. (1998), y Blazenka et al. (2000), con algunas modificaciones. Para la
exposicion de las muestras a condiciones gastricas simuladas se adicionaron 3
ml de saliva artificial y 24 ml de jugo gastrico simulado a 3 g de la muestra de
queso panela, se homogenizaron las muestras manualmente por 1 minuto y
fueron colocadas a 37°C durante 2 h. Se monitored la cuenta viable recién
colocada la saliva y el jugo gastrico simulado a la horay a las 2 h de residencia
en estas soluciones. A continuacion fueron expuestas las muestras a
condiciones intestinales simuladas. Para ello se tomaron 25 ml de las
suspensiones y se centrifugaron a 6000 rpm por 5 min. Se decant6 el
sobrenadante y sobre la pastilla se adicion6 1 ml del sobrenadante recién
decantado mas 27 ml de jugo intestinal simulado, las muestras se colocaron a
37°C durante 4 h. La cuenta viable de estas suspensiones se determiné recién

agregado el jugo intestinal simulado, alas 2 h'y a las 4 h de contacto.

VI.10 Analisis sensorial del queso tipo panela adicionado con nisinay L.
lactis UQ2 microencapsuladas

A los 10 dias de elaborado el queso adicionado con el cultivo protector

microencapsulado y nisina microencapsulada se llevd a cabo el analisis

sensorial del queso. Se us6 un panel no entrenado de 100 personas a las

cuales se les pidié que evaluaran la aceptabilidad del queso en aroma, textura

y sabor utilizando una escala hedoénica de 10 puntos.
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VIL. Resultados y discusion

A/ | | Fermentacién con la cepa nativa de L. /lactis UQ2

La primera fermentacion fue llevada a cabo a nivel biorreactor, usando la
cepa nativa de L. lactis UQ2 siguiendo el procedimiento descrito por Pifia et al.
(2010), usando medio de cultivo alternativo a base de suero lacteo. En la figura
8 se observa una actividad maxima de nisina de 444 Ul/mL a las 12 h y una
poblacién de 8.3 log UFC/mL a las 6 h de iniciada la fermentacion donde se
control6 el pH en 6.5, la temperatura se mantuvo 30 °C con una agitacion de
200 rpm y un flujo de aire de 1 L/min. Gonzalez-Toledo et al. (2010), realizaron
un disefio de experimentos para encontrar las condiciones O6ptimas de
produccion de nisina usando la misma cepa, variando la cantidad de suero de
leche suplementado, diferentes cantidades de nitrégeno y diferentes
condiciones de aireacién, obteniendo una actividad de 178 Ul/mL de nisina a
las 6 h, lo que equivale a 0.74 mg/(L h). En nuestro estudio se logré una
produccion de 11.1 mg/L equivalente a 0.92 mg/(Lh) de nisina superando lo

obtenido en el estudio inmediato anterior.
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Figura 8. Actividad de nisina y crecimiento de L. lactis UQ2 durante la
fermentacién

Los resultados obtenidos en esta fermentacion difieren de los obtenidos
por Pifa et al. (2010), ya que ellos reportaron una actividad maxima de 575

Ul/mL de nisina a las 12 h con una poblacion de 7.82 log UFC/mL, en este
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reporte se evaluo el efecto del pH obteniendo que el 6ptimo fue de 6.5 después
de realizar fermentaciones a valores de pH de 5.5, 6 y 6.5. Teniendo una
diferencia de 131 Ul/mL entre ambas fermentaciones, en nuestro estudio la
poblacién maxima se alcanzé a las 6 h de fermentacién, donde comenzo la
produccion de nisina. Este es un comportamiento atipico en la produccion de
este metabolito, ya que esta relacionado con la fase exponencial de
crecimiento por tratarse de un metabolito primario. Un comportamiento similar
lo reportan Garcia-Parra et al. (2011), realizando el crecimiento en leche
descremada, ellos corrieron varias fermentaciones usando diferentes
cantidades de nisina como inductor y encontraron que administrando 1.86 Ul/L
se incrementa sustancialmente la produccion de nisina, alcanzaron la fase
estacionaria también a las 6 h, y una maxima actividad de nisina de 79 Ul/mL.
Este efecto se atribuye a la adicion de nisina como inductor, estrategia también

utilizada en nuestra fermentacion.

Se puede observar en el cuadro 4 que la fermentacion inicié con casi 7 log
UFC/mL, lo que pudo impedir una produccion mayor de nisina, ya que en las
fermentaciones realizadas por Pifa et al. (2010), la fermentacion inicia con una
poblacién de 6 log UFC/mL aproximadamente. Considerando que la nisina es
un metabolito primario, que se secreta al medio durante la fase exponencial, el
corto periodo de esta fase en nuestra fermentacion pudo ser la razén por la

cual se obtuvo menor cantidad de nisina.

Cuadro 4. Poblacion de L. lactis UQZ2 y actividad de nisina

Tiempo L. lactisUQ2 Actividad

(h) log UFC/mL Ul/mL

0 6.61+0.026 0

2 7.56+0.093 6.98+0.56
4 8.23+0.102 6.92+0.38

6 8.34+0.096 9.02+0.59

8 8.08+0.041 116.7+21.44
10 7.14+0.062 153.85+28.37
12 5.84+0.15 444 .83+66.96
24 4.12+0.076 228.14+46.74
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VIl.2 Fermentacion con la cepa trasformada de L. /actis UQ2

En la figura 9 se muestran las variables que se controlaron durante la
fermentacién en el biorreactor instrumentado, la temperatura y pH se
mantuvieron constantes en 30 y 6.5 respectivamente, la agitacion se mantuvo
en 200 rpm mientras que el porcentaje de oxigeno disuelto en el medio
dependiod del crecimiento microbiano, ya que se administré un flujo de aire de 1
L/min durante toda la fermentacion. Podemos notar que en las primeras 4 h la
cantidad de oxigeno en el medio se mantuvo constante y durante la fase
exponencial se vio un decremento en el porcentaje de oxigeno disuelto. Jozala
et al. (2007), demostraron que se requiere un flujo de aire para obtener una
mayor produccion de nisina. Esto se debe a una mayor demanda de oxigeno

durante la fase exponencial.
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Figura 9. Produccién de nisina por L. lactis UQ2, pH, temperatura
constante, se muestra el porcentaje de oxigeno disuelto durante Ila
fermentacion

Al analizar el crecimiento de la cepa modificada L. lactis UQ2 en el
cuadro 5, se observa que el procedimiento de adaptacion permitié que se
alcanzara la fase exponencial desde las primeras h de la fermentacién, y la
fase estacionaria a las 10 h. La produccién de nisina fue casi nula durante las
primeras 5 h, pero la produccion increment6d sustancialmente en la segunda
fase de la fermentacion. Esto concuerda con lo reportado por Pifia et al. (2010),

donde no hubo produccién de nisina en las primeras 3 h de su fermentacion.
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De forma similar Nefise et al. (2011), reportaron poca produccion de nisina
usando la cepa L. lactis subsp MAZ23, durante las primeras 5 h, la maxima
actividad 13,000 UA/mL, se alcanzo a las 8 h.

Por otro lado Guijarathi et al. (2008), reportan una actividad maxima de
nisina de 6,800 UA/mL usando un cultivo optimizado de L. lactis MTCC 440. Es
importante mencionar, que estos trabajos se reportan las unidades de actividad
arbitrarias como UA/mL, por lo que no es posible compararlos con nuestro
estudio.

Pongtharangkul y Demirci (2006), encontraron una maxima actividad de
nisina de 579 y 1,100 Ul/mL usando glucosa y sacarosa como fuentes de
carbono respectivamente, controlando el pH en 6.8; Li et al. (2001), reportaron
una produccion de 692 hasta 1875 Ul/mL utilizando medios comerciales como
MRS y M17 entre otros.

Cuadro 5. Poblacién de L. lactis UQ2 transformada y actividad de nisina

Tiempo L. lactis UQ2 Actividad
(h) log UFC/mL Ul/mL
0 7.1+0.14 0+ 0
3 8.13£ 0.11 0.48+0.14
55 9.17+£ 0.07 7.11£0
8 9.84+ 0.006 422.55+ 20.95
10 9.95+ 0.036 787.91+ 14.71
11 10.02+ 0.01 762.42+ 7.35

Por otro lado Alegria et al. (2010), utilizando la cepa L. lactis subsp lactis
NCDO 497, y medios de bajo costo basados en subproductos lacteos y
carnicos, lograron una maxima produccion de 196 Ul/mL. En nuestra
fermentacién se logré6 una maxima produccién de nisina a las 10 h, con
787.91+14,71 Ul/mL lo que equivale a 19.6 mg/L y una produccion de 1.96
mg/(L h).Resultados superiores al obtenido por Pifa et al (2010), reportando
una produccion de 575 Ul/mL a las 12 h, usando una cepa nativa lo que

equivale a 14.37 mg/L y una produccion de 1.19 mg/(L h).
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La nisina, por tratarse de péptido, tiende a degradarse por las propias enzimas
proteoliticas que secreta la bacteria, ademas de que por su naturaleza
hidrobdfica tiende a formar aglomerados de nisina y puede llegar a perder
actividad, por lo que es clave conocer la hora exacta cuando que se tiene la
mayor cantidad en el medio. En nuestra fermentacion la hora 10 es muy
importante, ya que es cuando se tiene la mayor cantidad de nisina y se debe
frenar la fermentacién para obtener la maxima cantidad de metabolito en este
momento. En la figura 10 el crecimiento de la cepa modificada de L. /actis, fue
exponencial desde el inicio de la fermentacién, hasta aproximadamente las 8 h,
este comportamiento es deseado para la produccion de nisina, ya que la mayor
produccion esta entre la hora 6 y 10 de fermentacion que concuerdan con la

segunda parte de la fase exponencial.
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Figura 10. Actividad de nisina y poblacion de L. lactis UQ2 durante la
fermentacién

En la figura 11 se observa la diferencia entre las dos cepas durante la
fermentacion. Claramente hay una diferencia en el crecimiento y la produccién

de nisina, siendo mayor en ambos parametros la bacteria modificada.
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Figura 11. Crecimiento de L. lactis nativa y modificada y actividad de nisina

La poblacién de la cepa transformada de L. /actis UQ2 sigue
creciendo hasta el final de la fermentacién mientras que la cepa nativa
llega a la fase estacionaria mucho mas rapido, y a pesar de que la
produccion de nisina comienza casi al mismo tiempo, se ve una gran
diferencia en la cantidad de nisina producida en la segunda mitad de la

fermentacion.

VII.3 Microencapsulacion de nisina

Para la microencapsulacion de nisina se utilizaron almidones
modificados como materiales de pared, las microcapsulas se obtuvieron
mediante secado por aspersion. Se utilizé un rango de temperaturas de entrada
entre 130 y 190 °C y de salida entre 52 y 79 °C, la bomba y el porcentaje de
aspiracion se mantuvieron constantes en 35 y 95 % respectivamente. En el
cuadro 6 muestran los resultados de la microencapsulacion de nisina donde se
especifican la temperatura de entrada y de salida, actividad de nisina por
gramo, porcentaje de recuperacion de solidos y finalmente la eficiencia. Este
ultimo parametro es de los mas importantes, ya que se calcula comparando la
cantidad de nisina que entra al proceso contra la que sale después del secado.
Con la temperatura de entrada de 175 °C se tuvo la mayor eficiencia, con 65.7
%, con una actividad de 6,730 Ul/g de nisina en el microencapsulado. En este
tratamiento hubo una menor perdida de actividad, ademas de una mayor
recuperacion de sélidos y una mayor cantidad de nisina por gramos de
microencasulado. Kopermsub et al. (2012), realizaron la nanoencapsulacién de

nisina en niosomas, las cuales son pequefnas esferas formadas por diversas
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capas de lipidos sintéticos. En este trabajo se usaron surfactantes no iénicos
como Span 80 y polietilenglicol mediante el método de extrusion, obteniendo
una eficiencia de encapsulacion de apenas 11.38 % con un tamafo de
particula de 228 nm. Una eficiencia que representa casi 5 veces menor que lo
obtenido en nuestro trabajo. Da Silva et al. (2012), microencapsularon nisina
con liposomas usando lecitina parcialmente purificada de soya y colesterol
como materiales de pared, mediante el método de hidratacion con pelicula
delgada; obteniendo una eficiencia de 88 % con un tamano de particula de 216
nm. Sin embargo, las microcapsulas no presentaron los resultados de actividad
esperada, probablemente debido a la poca afinidad del material de pared
utilizado (colesterol) con los lipidos de la membrana celular de los
microorganismos de prueba. da Silva et al. (2010), microencapsularon nisina
mediante liposomas por tres metodologias: fase reversa, pelicula hidratada tipo
sonda y pelicula hidratada tipo bafio de ultrasonido, obteniendo eficiencias de
25, 50 y 100 % respectivamente, con tamafio de particulas 148 hasta 190 nm.
A pesar de que en la ultima técnica mencionada se obtuvo una eficiencia muy
grande, la actividad de nisina se vio disminuida, llegando a caer de 1,600 a 400
UA/mL a los 10 dias de almacenamiento a 4 °C. Este comportamiento no se ve
en la nisina microencapsulada en nuestro trabajo, ya que se mantiene integra

su actividad en almacenamiento por 6 meses a 4 °C en 6647.2+51.5 Ul/g.

Cuadro 6. Resultados de la microencapsulacion de nisina usando diferentes
temperaturas de entrada y de salida.

Temperatura Temperatura Nisina Recuperacion Eficiencia
entrada salida Ul/g de solidos %

°C °C %

190 79 6090.48+72.09 75. 88 59.61
175 74 6730.2+54.07 77.65 65.70
160 68 6340.97+72.09 74.18 59.73
145 68 5830.99+0 75.69 57.14
130 52 5830.99+0 67.01 50.58
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La termoresistencia de la nisina es muy importante en este proceso de
microencapsulacion, ya que se usan temperaturas de entrada elevadas, esto
puede ser una limitante para microencapsular metabolitos sensibles al calor. La
nisina al igual que otras bacteriocinas no presenta estructura terciara, lo que la
hace termoresistente. Se ha reportado que la nisina puede resistir temperaturas
de esterilizacion (Lloyd y Drake, 1975). La microencapsulacion, mediante
secado por aspersion, es un proceso que toma 1 a 1.5 s (B-290 Manual de

instrucciones, versiéon G)

Por otro lado Xiao et al. (2011), micrencapsularon nisina mediante
secado por aspersion usando zeina como material de pared, obteniendo una
eficiencia de 57.89 % con una temperatura de entrada de 95 °C. Estos
resultados son muy similares a los obtenidos en nuestra investigacién, ya que
nosotros obtuvimos eficiencias de 50 hasta el 65 %. En un trabajo similar Xiao
y Zhong (2011), también microencapsularon nisina usando zeina combinada
con glicerol y Tween 20; combinando zeina-glicerol obtuvieron eficiencias de 34
a 43 % vy de 41 a 54 % usando zeina-Tween 20. Esto demuestra la importancia
de la seleccion de los materiales de pared, ya que el porcentaje de sdlidos y la
combinacion de dos o mas materiales, puede ser fundamental para obtener

una mayor recuperacion de solidos y una mayor €eficiencia.

VIl.4 Microencapsulacion de la cepa transformada de Lactococcus lactis
uQ2

En estudios realizados anteriormente por Abarca (2012), en el
laboratorio de biotecnologia de la UAQ se microencapsulé la cepa L. lactis UQ2
donde se determind la mezcla mas adecuada de los materiales de pared para
la microencapsulacion. La viabilidad en estos experimentos fue muy baja
alcanzando un maximo de 6.29% de sobrevivencia celular, esto concuerda con
lo dicho por varios autores que reportan una sobrevivencia del 1 al 10% como
maximo para este tipo de procesos, (Heidebach et al, 2012). Posteriormente
Velazquez (2013), utilizé temperaturas mas bajas para el proceso de
microencapsulacion de la misma cepa, alcanzando una sobrevivencia de 21.5
%. En el cuadro7 se muestran los parametros del proceso microencapsulaciéon

de la cepa transformada de L. lactis UQ2 mas relevantes de nuestra

52



investigacion. Se utilizaron temperaturas de entrada de 100-140 °C, variando la
capacidad de la bomba. La temperatura de salida oscilé entre los 46 y 73 °C.
Cabe destacar que la temperatura de salida esta relacionada con la
temperatura de entrada y la capacidad de la bomba. De acuerdo con lo
sugerido por O’Riordan et al. (2001), temperaturas de entrada similares a
120°C y temperaturas de salida inferiores a 60°C son las condiciones de
operacion adecuadas para la obtencidn de la mayor sobrevivencia de las

células de Bifidobacterium mediante secado por aspersion.

Como se puede observar en el cuadro 7, en el primer secado realizado a
una temperatura de entrada de 140 °C, se obtuvo una poblacién 9.5 log UFC/g
con una viabilidad de 7.7%, lo que concuerda con lo obtenido por Abarca en
2010, usando temperatura de entrada de 160 °C. Segun lo reportado por
Shahin-Zomorodi et al. (2011), microencapsularon L. plantarum logrando una
poblacién maxima de 8.15 log UFC/g y reportan que una viabilidad adecuada
son aquellas superiores a 8.0 log UFC/g. Se puede observar, en el cuadro que
en nuestro estudio, se logré obtener hasta 10 log UFC/g de poblacion, y aun la
mas baja obtenida en nuestra investigacion es superior a lo obtenido en este

reporte.

Cuadro 7. Resultados de la microencapsulacion de L. lactis UQ2, en base a
temperatura de entrada, temperatura de salida y porcentaje de alimentacion.

Proceso Temperatura Temperatura Bomba Recuperacion L. lactis Viabilidad
Micro- entrada salida % de solidos uQ2 %
encapsulado °C °C % log UFC/g
1 140 73 25 52.0 9.51+0.03 7.7
2 130 73 25 59.0 9.2+0.07 0.8
3 130 69 20 53.7 9.87+0.13 8.0
4 120 64 20 73.9 10.4+0.04 2.0
5 100 46 20 30.3 8.5+0.05 0.4
6 100 54 17 73.2 10.31£0.04 9.0
7 100 54 17 75.3 10.1+0.26 18.9
8 100 58 17 72.9 10.3+0.01 43.6
9 100 58 17 75.3 10.2+0.03 16.3

En el segundo bloque de secados se utilizaron temperaturas de entrada
de 130 °C. En estos secados se varid la velocidad de alimentaciéon de la
bomba, con 20 y 25 %. Hubo una gran diferencia entre ambos secados, ya que

en el que se usd la bomba a 25 % de su capacidad la poblacion y la
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sobrevivencia bacteriana se vieron muy disminuidas con una poblacion de 9,2
UFC/g y una sobrevivencia de 0.76 % comparado con una poblacion de
9,87UFC/g y una sobrevivencia de 8.1 % cuando la bomba se redujo al 20 %.
Posteriormente para el proceso 4 se redujo la temperatura de entrada a 120 °C
y la bomba se mantuvo en 20 %, aqui se puede observar que la temperatura de
salida disminuye 5 °C. A pesar de que la poblacién que se obtuvo fue la mas
alta hasta el momento con 10.4 UFC/g, la sobrevivencia no fue la esperada con
unicamente el 2.0 %.Fritzen-Freire et al. (2012), obtuvieron una poblacién muy
similar de Bifidobacteruim BB-12 alcanzando los 10.5 log UFC/g mediante
secado por aspersion utilizando leche descremada reconstituida con inulina y
oligofructosa.

Posteriormente, al bajar la temperatura a 100 °C, no se obtuvieron los
resultados esperados, posiblemente debido a que la alimentacion era muy alta
para esa temperatura y no se obtuvo un polvo con la humedad esperada. Por
esta razdén se decidioé disminuir la capacidad de la bomba a 17% para el secado
numero 6. Obteniendo una poblacion y sobrevivencia de 10.3 UFC/g y 9.5 %
respectivamente. Los ultimos 4 secados se llevaron a cabo con una
temperatura de entrada de 100 °C y la bomba 17 %.Hay una marcada
diferencia entre los secados a temperatura de 100 °C comparado con los
demas, ya que se logré una sobrevivencia de hasta 43.6 % en el secado
numero 8 y la recuperacion de solidos es mucho mayor a esta temperatura,
estando por encima del 73 %. Hay que tomar en consideracion que la
recuperacion de bacterias depende mucho de una buena activacién y crecer de
manera adecuada la cepa, ya que un mayor numero de bacterias que entren al
proceso de microencapsulacion, mayor sera la cantidad de bacterias por gramo
en el secado. Esta viabilidad de 43.6 % es la mayor obtenida en nuestro grupo
de trabajo. Como se menciond anteriormente las viabilidades para este tipo de
microencasulado oscilan entre el 1y el 10 %, en su mayoria debido a las altas
temperaturas utilizadas durante el secado. Hay otros métodos de
microencaspulacion de bacterias que no usan temperaturas tan elevadas.
Chavarri et al. (2010), microencapsularon Lactobacillus gasseri vy
Bifidobacterium bifidum mediante el método de extrusion usando quitosano y
alginato como material de pared, ademas de agregar agentes prebioticos como
quercetina. Ellos obtuvieron poblaciones de aproximadamente 9 log UFC/g
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cuando no usaron la quercetina con viabilidades de 9.5 % para ambas
bacterias. Usando quercetina obtuvieron de 5.5 a 6 log UFC/g con viabilidades
de 3% y 4% para B. bifidobacteriumy L. gasseri, respectivamente.

Donthidi et al. (2010), microencapsularon Lactococcus lactis spp lactis
NCIMB 6681 mediante el método de extrusion, usando alginato en combinacion
con almidon vy lecitina. Se obtuvieron poblaciones de aproximadamente 8.5 log
UFC/g y viabilidades de 85 %. Cabe destacar que este es un método muy
benévolo para la sobrevivencia bacteriana, ya que se utilizan temperatura bajas
para realizarlo, pero tiene la desventaja que el tamano de particula es mayor
(500-1000 um) comparado con otros métodos como el secado por aspersion, y
puede llegar a afectar las caracteristicas sensoriales del producto al que se
vaya a incorporar; ya que segun lo reportado por O’Riordan et al. (2001) un
tamano de particula menor de 10 um no afecta las propiedades sensoriales de

la mayoria de los productos.

VII.5 Estudio de la estabilidad de L. lactis UQ2 microencapsulado

Para estudiar el comportamiento de la cepa microencapsulada se llevo a
cabo el monitoreo de la poblacibn a lo largo de varias semanas de
almacenamiento a 4 °C. Se muestra en la figura 12 la estabilidad de 60 a 80
dias en la que disminuye la poblacion de aproximadamente a 6 log, cabe
mencionar que para inocular la bacteria en cantidad suficiente se requiere de
muy poca cantidad de microencapsulado, por lo que se puede usar aun
después los 3 meses de almacenamiento. Se observa en la figura que hay una
marcada diferencia entre el microencapsulado a temperatura de 130 °C con los
restantes, ya que el tiempo de vida promedio es mayor cuando se usaron

temperaturas mas bajas.
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Figura 12. Viabilidad de L. /actis UQ2 microencapsulado en un periodo de 80
dias de almacenamiento a 4°C.

En los microencapsulados con temperaturas menores de 120 °C hay una
reduccion de apenas 2 log a los 40 dias de almacenamiento. En el reporte
mencionado anteriormente de Chavarri et al. (2010) monitorearon la poblacién
de L. gasseri y B. bifidum durante 4 semanas a 4 °C microencapsulados en
quitosano y alginato, iniciando en 9.7 log UFC/g aproximadamente para ambas
cepas y después de 28 dias la poblacion disminuyo casi 2 log UFC/g. Esto
concuerda con nuestros resultados, principalmente para las temperaturas de
secado mayor a 120 °C, ya que en los microencapsulados a 100 °C hubo esa
reduccion hasta los 45 dias. Por otro lado, Rodriguez et al. (2007), reportan
una reduccion de 2 log iniciando con una poblacion de 8.1 log UFC/g
finalizando con una poblacién de 6.7 log UFC/g en 30 dias y O’'Riordan et al.
(2001), reportaron una disminucion de mas de 4 log de Bifidobacterium PL1 a

los 20 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

VII.6 Morfologia de las microcapsulas de L. lactis UQ2

En las micrografias presentadas en la Figura 13, se puede observar que
en general las microcapsulas presentan una formacién esférica y homogénea
con tamafnos de microcapsulas que oscilan alrededor de 6 a 8 ym de diametro.
Estos resultados son de menor tamafio que lo reportado por Jiménez-Pranteda

et al., (2012) quienes encapsularon Lactobacillus plantarum y obtuvieron

56



tamafnos de capsulas de 2.47 mm mediante la tecnologia de extrusion y
Donthidi et al. (2012), también mediante microencapsulacién por extrusion
obtuvieron un tamafno de particula de 2 mm. Por otra parte Rodriguez et al.,
(2009), reportan la microencapsulacion de Bifidobacteriumbifidum mediante la
técnica de secado por aspersion, y obtienen tamafnos de microcapsulas 10-12
pm. También O’Riordan et al. (2001), obtuvieron tamafo de particula de menos
de 10 um usando secado por aspersidén para microencapsular Bifidobacterium
PL1.

agn Det WD Exp F—— 1oum AccV Spot Magn Det WD Exp F—— &5mm
500x  GSE 10.0 1000 0.9 Torr 200kv 30 5000x GSE 100 1000 0S8Torr

Det WD Exp —— 2ym AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 2ym
3SE 100 1000 0.9 Torr 200Ky 3.0 7500x GSE 10.0 1000 0.9 Torr

Figura 13. Microscopia electréonica de barrido de las microcapsulas de L.
lactis UQ2 obtenidas mediante secado por aspersion.

VII.7 Elaboracién de queso tipo Panela adicionado con Lactococcus lactis
UQ2 y nisina y su efecto en Listeria monocytogenes EGDe.

Se elaboré queso tipo Panela inoculado con la cepa transformada de L.
lactis UQ2 microencapsulada, nisina microencapsulada y nisina comercial (MP
Biomedical, LLC). Como bacteria reto se utilizé L. monocytogenes EGDe, la
cual es una cepa modificada genéticamente y bioluminiscente, que nos permite
visualizar mediante microscopio de fluorescencia la poblacién de Listeria en el

queso. Los tratamientos se describen como se muestra en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Poblacion de L. lactis UQ2, L. monocytogenes EGDe vy
concentracion de nisina en los quesos.

Quesos L. lactis UQ2 L. monocytogenes Nisina Nisina
(Tratamientos) (UFClg) EGDe Microencapsulada comercial
(UFClg) (ppm) (ppm)
T1 1x107
T2 1x104
T3 1x107 5
T4 1x107 1x10*
T5 1x107 1x10* 5
T6 1x10* 12.5
T7 1x10* 12.5

El queso elaborado en el T1, se inoculé con el cultivo protector para
evaluar el crecimiento de la bacteria y la produccion de nisina durante los 21
dias de almacenamiento a 4 °C. El queso T2, se inoculé unicamente con la
cepa de L. monocytogenes EGDe para monitorear su crecimiento. El queso T3,
se considero L. lactis UQ2 combinada con nisina como inductor para evaluar el
crecimiento de la cepa y la produccion de nisina. El queso T4, fue el primer reto
de L. lactis UQ2 contra L. monocytogenes EGDe, en este queso se inocularon
7 log UFC/g del cultivo protector, y 4 log UFC/g de L. monocytoges EGDe. En
el queso T5 se inocularon las mismas poblaciones de ambas bacterias, pero en
este tratamiento se agregaron 5 ppm de nisina como inductor. De acuerdo con
lo reportado por Pongtharangkul y Demirci. (2006), una pequena cantidad de
nisina puede actuar como autoinductor y desencadenar la produccién de la
misma. En el queso T6 y T7 se evalud el efecto de la nisina microencapsulada

y la nisina comercial sobre el crecimiento de L. monocytogenes EGDe.

En la figura 14 se muestra que el queso tipo panela es un buen sustrato
para el crecimiento de ambas bacterias, ya que L. monocytogenes EGDe
puede crecer hasta 3 log en la primera semana de almacenamiento en
refrigeracion cuando existe una contaminacién inicial de 4 log UFC/g. Esto
representa un riesgo muy alto, ya que un queso contaminado con esta bacteria
puede llegar a presentar un riesgo principalmente para las personas

inmunocomprometidas. A las 2 semanas de almacenamiento ambas bacterias
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llegan a un crecimiento maximo de 7.7 log UFC/g para mantenerse o disminuir
un poco su poblacion hasta la tercera semana. La producciéon de nisina en el
queso control T1 de L. lactis UQ2 fue rapida durante la primera semana
alcanzando 38 Ul/g y disminuyendo gradualmente hasta el final del

almacenamiento para finalizar en 32 Ul/g.
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Figura 14. a) Quesos tratamiento T1 y T2: L. lactis UQ2 y L. monocytogenes
EGDe almacenados durante 21 dias y b) Produccién de nisina en T1.

En la figura 15 se muestran las poblaciones de L. lactis UQ2 y L.
monocytogenes EGDe vy la actividad de nisina en el T4. Se ve claramente una
disminuciéon de mas de 2 log UFC/g en la poblaciéon de L. monocytogenes
después de los 21 dias de almacenamiento comparado con el control T2. En la
primera semana hubo una disminucion de 1 log UFC/g de L. monocytogenes,
pero posteriormente mostré un desarrollo hasta los 14 dias llegando a los 5 log
UFC/g, y finalmente una ligera disminucion hasta el final del almacenamiento.
La poblacion de L. lactisUQ2se mantuvo en mas de 7 log UFC/g, por lo cual se
puede atribuir un efecto sobre el desarrollo de L. monocytogenes
principalmente por la produccién in situ de nisina, la cual fue en aumento desde

el inicio hasta el final del almacenamiento alcanzando las 126 Ul/g.
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Figura 15. a) Poblaciones de L. lactis UQ2 y L. monocytogenes EGDe en el
queso T4 con ambas bacterias y b) produccion de nisina

Como se puede observar en la figura anterior, una concentracion de 7
log UFC/g de L. lactis UQ2 puede disminuir hasta 1 log de L. monocytogenes
EGDe en 7 dias en un queso contaminado con 4 log UFC/g, lo que representa
una gran ventaja, ya que en la realidad es muy complicado encontrar quesos
con este nivel de contaminaciéon. Después de la primera semana de
almacenamiento se observd un incremento en la poblacion de L.
monocytogenes EGDe, el cual se puede atribuir a un efecto bacteriostatico de
la nisina y una posible adaptacion de la cepa al ambiente del queso.

En la figura 16 se muestra el queso T5 de L. lactisUQ2, L.
monocytogenes EGDe, pero suplementada con 5 ppm de nisina como inductor.
En este caso hay una marcada diferencia en el desarrollo de ambas cepas. En
primer lugar se observa una disminucion en la poblacion de L. monocytogenes
EGDe con respecto al T2, ya que durante los 21 dias de almacenamiento no
hay crecimiento de la cepa, comenzando en 3.7 log UFC/g y disminuyendo a
3.4 log UFC/g. En cuanto al crecimiento de L. lactis UQ2 se muestra una
notoria diferencia comparada con T1, T3 y T4, ya que en este caso la poblacién
alcanza mas de 8.5 log UFC/g desde la primera semana de almacenamiento
con una concentracibn maxima de nisina a los 14 dias con 463 Ul/g. Este
comportamiento se puede atribuir a la reducida competencia que tiene el cultivo

protector, ya que al no haber crecimiento de L. monocytogenes debido a la
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produccion in situ de nisina, el cultivo protector tiene mayor disponibilidad de

nutrientes y una mejor colonizacion de queso.
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Figura 16. a) Poblaciones de L. lactis UQ2 y L. monocytogenes EGDe y b)
produccion de nisina en queso T5.

En este caso se ve que la adicion de nisina como molécula inductora
tiene un papel muy importante, ya que hay un claro aumento en su produccion.
Esto concuerda con lo reportado por Pongtharangkul y Demirci. (2006), ellos
reportan que la biosintesis de la nisina esta regulada por un mecanismo
denominado percepcion en quorum, en el cual la nisina actia como molécula
autoinductora.

En la figura 17 se ve de manera mas clara la diferencia en el crecimiento
de L. lactis UQ2 en el queso T5 adicionado con una pequefa cantidad de
nisina como inductora contra L. monocytogenes EGDe, alcanzando mas de 8.5
log UFC/g mientras que el queso control T1 llega a un poco mas de 7.5 log
UFC/g a los 14 dias de almacenamiento. Por otro lado el queso T3 con L. lactis
UQ2 adicionada con nisina como inductor alcanza los 7.5 log UFC/g hasta los
21 dias de almacenamiento y el queso T4 inoculado con ambas bacterias la
poblacién de L. /actis UQ2 se mantiene en un poco mas de 7 log UFC/g

durante los 21 dias de almacenamiento.
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Figura 17. Poblacion de L. lactis UQ2 en los quesos T1, T3, T4 y T5
almacenados durante 21 dias a 4 °C

Si observamos la figura 18, podemos notar la diferencia en el desarrollo
de L. monocytogenes en el queso T2 y los quesos T4 y T5 inoculados con L.
lactisUQ2. Hay una diferencia marcada en el queso que se us6 la combinacion
del cultivo protector y la nisina, ya que el queso control T2 L. monocytogenes
llega a 7.5 log UFC/g mientras que con este tratamiento disminuye a 3.4 log
UFC/g habiendo una diferencia de 4 log UFC/g a los 21 dias de
almacenamiento. Mientras que el queso T3 en el que se utilizé unicamente el
cultivo protector contra L. monocytogenes EGDe se vio una disminucion en la
primera semana de casi 5 log UFC/g comparada con T2. Desafortunadamente
la poblacion que quedo de L. monocytogenes se recupero y crecio 2 log UFC/g
la siguientes semanas, para terminar en 4.7 log UFC/g a los 21 dias de
almacenamiento, habiendo una diferencia de 3 log UFC/g con respecto al T2.
Esta reducciéon se puede tratar de explicar con los resultados mostrados en la
figura 18 en la cual se muestra la cantidad de nisina producida en los quesos
T1, T3, T4 y T5. Claramente hay una diferencia en la produccién de nisina
cuando se us6 la combinacién de nisina mas el cultivo protector, ya que
ademas del inductor, hubo una mayor produccion sobre todo en las primeras

dos semanas de aproximadamente 250 Ul/g de queso.
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Figura 18. Poblacion de L. monocytogenes EGDe en los quesos T2, T4y T5
durante los 21 dias de almacenamiento a 4 °C

En la figura 19 se muestra la produccion de nisina en los diferentes
tratamientos T1, T3, T4 y T5, claramente se ve una diferencia en la produccién
de nisina en el queso que se inoculé con L. lactis UQ2, L. monocytogenes
EGDe y nisina como inductora, llegando a una actividad maxima de 463 Ul/g a
los 14 dias de almacenamiento. Mientras que en los quesos T1y T3 L. lactis 'y
L. lactis + nisina llegan a las 38 Ul/g y 51 Ul/g respectivamente. Por otro lado
en el queso T4 inoculado con ambas bacterias se alcanza una produccion de
126 Ul/g a los 21 dias de almacenamiento, lo cual es suficiente para ver un
efecto en el desarrollo de L. monocytogenes. Al parecer la presencia de L.
monocytogenes como competencia por los nutrientes del queso incrementa la
produccion de nisina, ya que en los quesos inoculados con esta bacteria se
registra una mayor producciéon de la bacteriocina. Este comportamiento se
puede atribuir como un método de defensa y competicion llevado a cabo por el
cultivo protector contra otras bacterias en su habitat, activando una mayor

produccion de antimicrobianos.
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Figura 19. Produccion de nisina en los quesos T1, T3, T4 y T5 almacenados
durante 21 dias a 4°C.

En un estudio similar Hamama et al. (2012), inocularon queso Jben, un
queso fresco tradicional de Marruecos con 6 log UFC/g de Lactococcus lactis
subsp. lactis UL730 y 5 log UFC/g de S. aureus J10, logrando una reduccién de
3 log UFC/g del patégeno a los tres dias de almacenamiento. De igual manera
Rilla et al. (2003), inocularon queso Vidiago, un queso semi-madurado de
Espafia, con 6 log UFC/g de L. lactis ssp lactis IPLA 729, una cepa productora
de nisina para ver el efecto sobre 6 log UFC/g de Clostridium tyrobutyricum
CECT 4011 a lo largo de 30 dias de almacenamiento. Ellos observaron un
crecimiento de 9 log UFC/g de L. lactis en la primera semana para mantenerse
asi hasta el final de almacenamiento, mientras que hubo una reduccion de 3
log UFC/g del deteriorador a los 14 dias de almacenamiento, esto debido a una
produccion in situ de nisina de 1600 UA/g a los 14 dias.

Por otra parte en los quesos T6 y T7 se evalud el efecto que tiene la
nisina adicionada por si sola contra L. monocytogenes EGDe. Se administraron
12.5 ppm de nisina microencapsulada y en el otro queso 12.5 ppm de nisina
comercial. Se eligié esta concentracién ya que es la maxima permitida por la
Ley de Aditivos 2012 (Diario oficial, 2012). En este caso no se vio el mismo

efecto contra el desarrollo del patégeno. Como se puede observar en la figura
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20 el queso T7 con nisina comercial mostré un comportamiento muy similar al
control T2, manteniéndose en mas de 7 log UFC/g después de la primera
semana y conservando esa misma poblacion hasta los 21 dias de
almacenamiento. Mientras que el T6 con nisina microencapsulada si tuvo un
pequefio efecto en el desarrollo de L. monocytogenes, sobre todo en la primera
semana donde se alcanz6 una poblacion de 6 log UFC/g, eso representa 1 log
menos que el control. Después de las 2 semanas ambos quesos mostraron un
comportamiento muy similar al control.

Por lo que se pude observar que la presencia sélo de nisina, no es

suficiente para el control de crecimiento de L. monocytogenes.
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Figura 20. Crecimiento de L. monocytogenes EGDe en los queso T2, T6y T7
usando nisina comercial y nisina microencapsulada producida por L. lactis UQ2

Samelis et al. (2003), obtuvieron resultados semejantes en queso fresco
el cual inocularon con 4 log de L. monocytogenes y agregaron nisina comercial
500 Ul/g, sin que se detuviera el crecimiento de Listeria la cual alcanzd una
poblacién de casi 8 log UFC/g a los 20 dias, comportamiento muy similar sin la
presencia de nisina, a pesar de que en la primeras dos semanas hubo una

disminucion de casi 1 log UFC/g con respecto al control. Ellos obtuvieron
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mejores resultados agregando la nisina directamente a la leche antes de
cuajar, en una concentracion de 500 Ul/ml, logrando una reduccién de 4 log
UFC/g, a los 20 dias con respecto al control, al igual que en nuestra
investigacion la poblacion de L. monocytogenes no dejé de crecer durante el

almacenamiento a 4 °C,

Por otro lado da Silva et al. (2012) afadieron 0.10 mg/mL y 25 mg/mL de
nisina libre y 0.25 mg/mL nisina microencapsulada con liposomas en la leche
para elaborar queso fresco, el cual se inocul6 con 3 log UFC/g de L.
monocytogenes. En los quesos adicionados con nisina microencapsulada no se
vio una disminucién a los 21 dias de almacenamiento manteniéndose en 3 log
UFC/g. En comparacion el queso adicionado con la nisina libre tuvo un efecto
bactericida a los 7 dias de almacenamiento. Por lo que se puede concluir que
la nisina pierde actividad cuando es microencaspulada usando liposomas,
comportamiento que no se ve en la nisina microencapsulada en nuestro

trabajo.

De acuerdo a la teoria de barreras multiples, es necesaria la
combinacion de la nisina con algun otro método de conservacion, para obtener
efecto marcado en la reduccion de algun patéogeno. Arqués et al. (2005),
combinaron nisina con altas presiones hidrostaticas, usando 500 MPa durante
5 min a 10 °C, para reducir de 2.5 log de S. aureus en queso. Por otro lado,
Capellas et al. (2000), combinaron 71 Ul/mL de nisina con una presién
hidrostatica de 500 MPa durante 30 min a 25 °C en queso, logrando una

reduccion de 2 log en bacterias mesofilicas aerobias.

El uso de bacterias iniciadoras es muy comun en quesos madurados o
semi madurados, ya que el cultivo tiene mas tiempo para actuar sobre las
caracteristicas sensoriales y microbiolégicas del producto, anterior a 2012 no
era permitido el uso de nisina en quesos frescos hasta la aprobacién de la Ley
de Aditivos en 2012, la cual permite el uso de 12.5 ppm lo cual equivale a 500
Ul/g como maximo en quesos frescos y madurados (Diario Oficial, 2012).

Roberts y Zottola. (1993), demostraron que 400 Ul/g de nisina es suficiente

para proteger de la contaminacion por C. perfringens por mas de 90 dias en
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queso cheddar. Sin embargo, segun Ramsaran et al. (1998), el uso de
bacterias productoras de nisina no fue suficiente para inhibir el crecimiento de
L. monocytogenes en queso Feta y Camembert, y Davies et al. (1997),
demostraron que 2.5 mg/L de nisina inhiben el crecimiento de L.
monocytogenes por mas de 8 semanas en queso tipo Ricotta. Como se
menciond anteriormente, para que la nisina incremente su efecto sobre el
desarrollo de patdégenos es necesario que se combine con otro método de
conservacion, en nuestro trabajo se vio un efecto mas marcado cuando se
combiné con el cultivo protector, esto representa una ventaja ya que a
diferencia de otros métodos de conservacién, el uso de bacterias acido lacticas

confieren mejores caracteristicas sensoriales al producto.

VIl.8 Visualizacion por microscopia de epifluorescencia del queso
inoculado con L. monocytogenes EGDe

Para poder visualizar la contaminacion del queso desde otro punto de
vista, se decidi6é utilizar la cepa de L. monocytogenes EGDe la cual es
bioluminiscente y nos puede dar una idea de la contaminacion en el queso. En
la figura 21 se muestran las fotografias tomadas con el microscopio de
fluorescencia utilizando el filtro DAPI con un aumento de 64x, leyendo a una
longitud de onda de excitacion de 340 a 360nm y una longitud de onda de

observacion por arriba de 410nm.
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Figura 21. Micrografias con microscopio de fluorescencia del queso inoculado
con L. monocytogenes EGDe. a) queso control T2 L. monocytogenes b) queso
T4 L. lactis UQ2 y L. monocytogenes c) queso T5 L. lactis UQ2, nisina y L.
monocytogenes d) queso T6 nisina y L. monocytogenes

Claramente podemos notar la diferencia entre el queso control T2, el
cual tiene una fluorescencia homogénea y de gran intensidad. Posteriormente
estan los quesos T4 y T5 que ademas de Listeria tienen L. lactis UQ2 y L.
lactis UQ2 + nisina, en los cuales podemos notar una bioluminiscencia muy
reducida comparada con el control siendo apenas perceptible en ambas
micrografias. Finalmente el tratamiento con nisina podemos ver una
luminiscencia menor que en el control, pero mayor que en los otros
tratamientos. Mediante la visualizacion con las micrografias se corrobora lo

registrado en el conteo microbiano.

VIL.9 Digestion simulada de las células libres

Una vez evaluado el efecto protector de la cepa transformada de L. lactis
UQ2 adicionada en queso tipo Panela contra L. monocytogenes EGDe se
evaluo la resistencia a la digestidn, tanto en células libres como adicionada en

queso. Para ello se sometieron las células a digestion gastrica simulada a pH 2
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y pH 3 durante 2 h y posteriormente se cambiaron a pH 8 simulando una
digestion intestinal por 4 h. Primero se llevé a cabo la digestion simulada a pH
2 de las células libres. Como se puede observar en el cuadro 9 practicamente
no hay reduccion de la poblacién que comienza en 9.1 log UFC/mL y después
de 2 h de digestiéon gastrica simulada termina en 8.9 log UFC/mL.
Posteriormente la digestién intestinal comenzé en 8.8 log UFC/mL para
mantenerse en esa cantidad las primeras 2 h, después hubo un ligero
incremento en la poblacién, que termind en 8.9 log UFC/mL a las 4 h de la

digestion intestinal simulada.

Cuadro 9. Digestion simulada en células libres de L. lactis UQ2 a pH 2

Tiempo L. lactis UQ2

pH h log UFC/mL
0 9.17+0.03
2 1 9.06+0.02
(digestion gastrica) 2 8.95+0.04
0 8.82+0.03
8 2 8.82+0.03
(digestion intestinal) 4 8.91+0.02

El pH del estbmago no es siempre el mismo, hay ciertos factores que
pueden afectarlo, como la edad de las personas, la alimentacién, la salud o
incluso la hora del dia, por lo que se decidio realizar también la digestion a un
pH de 3 para observar el comportamiento de la cepa. En el cuadro 10 podemos
notar que practicamente existe el mismo comportamiento que a pH 2, ya que
en esta digestion se comienza con 9.3 log UFC/mL para después caer un poco

y mantenerse en 8.9 log UFC/mL hasta las 2 h de la digestion gastrica.
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Cuadro 10. Digestion simulada en células libres de L. lactis UQ2 a pH 3

Tiempo L. lactis UQ2

pH h log UFC/mL
0 9.32+0.08
pH 3 1 8.94+0.05
(digestion gastrica) 2 8.93+0.05
0 8.94+0.03
pH 8 2 8.911£0.04
(digestion intestinal) 4 8.96+0.11

Por otro lado, la digestion intestinal se mantuvo en 8.9 log UFC/mL
durante las 4 h. En la figura 22 se muestra la comparacion entre la digestion a
pH 2 y 3, en ambas se observa un comportamiento muy similar, ya que en la
digestion gastrica hay una disminucion de la viabilidad de un maximo de medio
log, mientras que durante la digestién intestinal se mantiene integra la

poblacion en aproximadamente 9 log UFC/g.
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Figura 22. Sobrevivencia de L. lactis UQ2 en células libres a la exposicién a
condiciones gastricas e intestinales simuladas.

Charteris et al. (1998), sometieron 7 cepas de Lactobacillus y 8 de

Bifidobacteriuma una digestion simulada a pH 2 durante 3 h y posteriormente al
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igual que en nuestro trabajo llevaron a cabo la digestion intestinal simulada en
presencia de pancreatina a pH 8. De las cepas de Lactobacillus, unicamente la
Lactobacillus fermentum KLD mostré buena resistencia a la digestion gastrica a
pH 2, ya que inicié con 7.82 log UFC/mL y después de 3 h la poblacion se
registré en 7.7 log UFC/mL, también mostré buen comportamiento durante las
4 h de la digestion intestinal, permaneciendo en 9.4 log UFC/mL. Ademas de
esta cepa, L. acidophilus 242 y L. casei 212.3 también fueron resistentes a la
digestion intestinal. Las cepas de Bifidobacterium mostraron un buen
comportamiento durante la primera hora de las digestion gastrica conservando
casi intacta su poblacion, pero después de 3 h solo B. bifidum 2715 se mantuvo
por encima de los 7 log UFC/mL, mientras que el resto estuvieron entre 5y 6
log. De las 8 cepas que se sometieron a la digestion intestinal solo 2 no
sobrevivieron las 4 h, mientras que las otras 6 permanecieron integras en su
poblacién. En un trabajo similar Misrha y Prasad (2004), sometieron 7 cepas
de Lactobacillus casei a digestion gastrica a pH 1, 2 y 3 durante 3 h, de las
cuales ninguna sobrevivié a pH 1, uUnicamente 3 cepas sobrevivieron 1 hora a
pH 2, y todas mostraron una buena adaptacion a pH 3. En estos casos el mejor
comportamiento se registro con la cepa de L. casei ssp. casei VT la cual
registré un incremento en la poblacion a pH 3 comenzando en 8.85 log UFC/g y
terminando en 8.9 log UFC/g. En cuanto a pH 2 la cepa que mostré6 mayor
resistencia fue L. caseiviz. C1 la cual resistié una hora con una poblacion de
7.3 log UFC/g. Por otro lado Sheehan et al. (2007), sometieron a una digestion
simulada la cepa Bifidobacterium breve UCC2003 siguiendo un procedimiento
simular al nuestro, con un pH de 2.5 en la cual hubo una disminucion de
aproximadamente 4 log UFC/mL a las 2 h de digestion gastrica, comenzando
en 8.5 y terminado en 4.5 log UFC/mL, por lo que podemos concluir que la

cepa usada en nuestro estudio tiene mucha mejor adaptacion a los pH acidos.

Izquierdo et al. (2008), sometieron 8 cepas de Bifidobacterium longum
incluyendo cepas reportadas como probidticas a condiciones gastricas e
intestinales a pH de 1.5, 2, 2.5 y 3, y posteriormente a una concentracién de
sales biliares de 0.5 %. Ninguna de las cepas mostro viabilidad al pH de 1.5 a
los 90 min que tardo la digestion gastrica, en cambio la cepa de B. longum

NCC 2705 tuvo un buen comportamiento a pH 2 ya que hubo una
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sobrevivencia de 7.4 log UFC/mL después de los 90 min, la misma cepa fue la
que mostré mejor resistencia a las sales biliares con una sobrevivencia del 88
%. Esta investigacion tiene una relevancia importante ya que se trabajoé con
cepas reportadas como probidticas, siendo B. longum NCC 2705 mencionada
anteriormente la que mostré mejores resultados, y son relevantes en nuestra
investigacion ya que pudimos comparar las caracteristicas de L. lactis UQ2 con
una cepa probiodtica. La resistencia del cultivo protector mostré ser mayor tanto
al pH como a las sales biliares, lo que abre una oportunidad de considerarla
como candidata a una cepa probiética ya que ademas de esta cualidad, cumple
con otras caracteristicas de un probidtico, como no ser patdégena, producir
antimicrobianos, competir en exclusion con bacterias patégenas, produccion a

gran escala, y se mantiene viable durante su almacenamiento (OMS, 2006).

VII.10 Digestion simulada del queso adicionado con Ila cepa

microencapsulada de L. /actis UQ2.

A los 14 dias de haber realizado el queso adicionado con
aproximadamente 7 log UFC/g de L. lactis UQ2 se llevé a cabo la digestion
simulada para evaluar la sobrevivencia de la cepa cuando es sometida a
condiciones simuladas de digestion. Durante la digestion en células libres se
vio una excelente adaptacion de la cepa al medio, manteniendo la viabilidad, en
aproximadamente 9 log UFC/mL a lo largo de toda la digestién. Doleyres y
Lacroix (2005), reportan que para que una bacteria pueda conferir beneficias al
huésped tiene que estar presente en aproximadamente 6 UFC/g en el alimento.
En el cuadro 11 se puede ver que la poblacion de L. lactis UQ2 durante la
digestion gastrica a pH 2 supera facilmente este numero, ya que durante las 2
h que tarda la digestién no se ve una pérdida de viabilidad manteniéndose en
8.7 log UFC/g y lo mismo se registra en la digestion intestinal en la cual se
inicia con una poblacién de 8.5 log UFC/g y después de 4 h termina en 8.4 log
UFC/g.
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Cuadro 11. Digestion simulada del queso con L. lactis UQ2 a pH 2

Tiempo L. lactis UQ2

pH h log UFC/mL
0 8.74+0.02
pH 2 1 8.73+0.02
(digestion gastrica) 2 8.71+0.01
0 8.56+0.062
pH 8 2 8.52+0.02
(digestion intestinal) 4 8.43+0.09

Posteriormente se realiz6 la digestion gastrica a pH 3. En el cuadro 12
se muestran las poblaciones durante la digestiéon gastrica e intestinal, la
poblacién se mantiene en 8.6 log UFC/g durante las 6 h que tarda la digestiéon
completa. Esto era de esperarse, ya que incluso a un pH de 2 la poblacion se

mantuvo integra.

Cuadro 12. Digestion simulada del queso con L. lactis UQ2 a pH 3

Tiempo L. lactis UQ2

pH h log UFC/mL
0 8.63+0.05
pH 3 1 8.6+0.05
(digestion gastrica) 2 8.6+0.05
0 8.64+0.06
pH 8 2 8.66+0.03
(digestion intestinal) 4 8.57+0.05

En la figura 23 podemos observar que la poblacion de L. lactis UQ2 en
queso a lo largo de las digestiones a pH 2 y 3 tiene un comportamiento muy
similar, ya que durante la digestion gastrica se mantiene la poblacion en 8.7 y
8.6 log UFC/g para pH 2 y 3 respectivamente y durante la digestion intestinal
hay una ligera disminucién de la poblacion de las 2 a las 4 h en ambos casos.

Cabe destacar que en el queso a diferencia de las células libres la poblacién se
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mantiene integra durante las 2 h de la digestion gastrica, este comportamiento
se puede deber a que el queso y la microencapsulacion le confieren proteccién
a la bacteria. En cambio a pH intestinal se ve una mejor adaptacion en células
libres que en el queso, esto probablemente se deba a que el queso tiene una
mayor capacidad de cambiar el pH y las condiciones del medio, haciendo un
ambiente un poco mas hostil, sin embargo la poblacién es casi la misma en

ambas digestiones.
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Figura 23. Sobrevivencia de L. lactis UQ2 en queso expuesto a condiciones
gastricas e intestinales simuladas.

Ibarra (2011), agreg6 Bifidobacteruim breve encapsulado en queso tipo
panela, a los 14 dias de almacenamiento realizaron la digestion simulada
siguiendo la misma metodologia que en nuestro trabajo, ellos obtuvieron
resultados muy parecidos, ya que durante la digestion gastrica casi no hubo
reduccion de la poblacion que comenzé en 9 log UFC/g y terminé en 8.8 log
UFC/g. En la digestion intestinal simulada la poblacion se comporté de la
misma manera que en nuestro estudio, ya que solo se redujo minimamente de
8.8 a 8.6 log UFC/g. A diferencia de nuestro trabajo la cepa probidtica no
confiere ningun cambio sensorial al queso, en cambio la cepa L. lactisUQ2
confiere caracteristicas sensoriales al queso las cuales son deseadas por el

consumidor en la mayoria de los casos.
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VII.11 Analisis sensorial del queso tipo Panela adicionado con la cepa

microencapsulada de L. /actis UQ2

Una vez evaluado el efecto del cultivo protector sobre el desarrollo de L.
monocytogenes EGDe en queso y la resistencia de la cepa a la digestiéon, se
realizé el analisis sensorial del queso tipo Panela con cultivo protector a los 10
dias de almacenamiento con un panel no entrenado de 100 personas, cuya
edad fluctué entre los 19 y 55 afios para calificar la aceptabilidad del producto.
Se decidio realizar el analisis a los 10 dias ya que es tiempo mas que suficiente
para que el queso desarrollo aroma, sabor y textura caracteristicos que le

confiere el cultivo protector.

El queso tuvo una aceptabilidad del 80 %, esto quiere decir que el
promedio de los atributos evaluados estuvo en 8 en la escala heddnica de 10
puntos lo cual corresponde a la notacion de “gusta moderadamente” a “gusta
mucho”. En la figura 24 se muestran los promedios de los atributos evaluados,

los cuales fueron aroma, sabor y textura.

10

Valores relativos

Aroma textura sabor

Parametros evaluados

Figura 24. Caracteristicas evaluadas en el analisis sensorial del queso en una
escala hedonica de 10 puntos.
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El atributo mejor evaluado fue la textura con un promedio de 8.6 en la
escala hedodnica, seguido del sabor con una aceptacion de 8 y finalmente el
paramatelo peor evaluado fue el aroma con 7.5, ya que segun los comentarios
en las encuestas durante el analisis sensorial se tenia problemas para percibir

el aroma en muchos casos.
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VI CONCLUSIONES

La cepa transformada de L. lactis UQ2 demostr6 ser una mejor
productora de nisina que la cepa nativa utilizando suero lacteo como
medio de cultivo alternativo, ya que hubo una mayor produccion de
nisina en menos tiempo, alcanzando las 790 Ul/mL a las 10 h de la
fermentacién. Esto abre una posibilidad de producir esta bacteriocina a
un menor costo.

El secado por aspersion es un método eficiente para microencapsular la
nisina ya que no se vio una pérdida importante de actividad, alcanzando
una eficiencia de microencapsulacion del 65 %, ademas de conservar su
capacidad antimicrobiana durante su almacenamiento. Por otro lado se
obtuvo una sobrevivencia del 43 % al microencapsular la cepa
trasformada de L. lactis UQ2, mayor a lo reportado actualmente para
este tipo de microencapsulado, el cual tuvo una estabilidad de 80 dias
almacenado en refrigeracion.

El uso de L. lactis UQ2 como cultivo protector en queso demostré tener
un efecto bacteriostatico contra L. monocytogenes EGDe reduciendo
casi 3 log con respecto al control, mientras que en la combinacién con
nisina se vio un efecto mas marcado contra el crecimiento de Listeria
con una diferencia de mas de 4 log con respecto al control.

Mediante la cepa bioluminiscente de L. monocytogenes EGDe se pudo
visualizar, el efecto de la produccion in situ de la nisina por el cultivo
protector.

El cultivo protector tuvo una excelente comportamiento durante la
digestion simulada manteniendo integra su poblacion en
aproximadamente 9 log UFC/mL, lo que abre la posibilidad de considerar
el cultivo protector como posible candidata a cepa probidtica.

Se obtuvo una aceptacion del 80 % en el analisis sensorial del queso
adicionado con el cultivo protector, en el cual se evalu6 el sabor, textura
y aroma. Por lo que la bioconservacién es un buen método para obtener

un producto con mejores caracteristicas sensoriales y microbioldgicas.
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