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RESUMEN

La conservacion de los alimentos se ha venido buscando desde tiempos remotos,
desarrollandose diversos métodos y medios para este fin. Sin embargo, la
importancia por el consumo de alimentos naturales ha ido en aumento a la par del
desarrollo e incremento de nuevas enfermedades asociadas al uso de aditivos
quimicos. La nisina una bacteriocina producida por el microorganismo Lactococcus
lactis es la mas estudiada para su uso como conservador en alimentos. Diversos
estudios se han enfocado en su produccidon mediante fermentacion sumergida
usando diferentes medios de cultivo alternativos. Sin embargo, su mayor
estabilidad a largo plazo, se obtiene en polvo. Por otro lado, varios estudios han
demostrado que la estabilidad de la nisina aumenta cuando se usa en soluciones
acidas y es resistente a altas temperaturas dandole asi propiedades importantes
para su uso en alimentos procesados. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
meétodo de secado y el efecto de la temperatura y el pH en las propiedades y
estabilidad de la actividad antimicrobiana de nisina obtenida por la cepa nativa
Lactococcus lactis UQ2. Los métodos de secado evaluados fueron por aspersion y
liofilizacion. La actividad de las suspensiones se evalud en soluciones a diferentes
temperaturas: 62°C, 100°C y 121°C y tiempos: 5, 10 y 15 minutos en valores de pH
de 2, 5y 7. Se logr6 obtener nisina en polvo a partir de la fermentacion del
Lactococcus UQ2 en medio de cultivo con suero de leche por dos métodos,
logrando un 7.9% de recuperacion de la actividad de nisina. La nisina deshidratada
obtuvo un maximo de actividad de 2,229 Ul/g y 1,813 Ul/g para el secado por
aspersion y el secado por liofilizacidn respectivamente. Se observé que la nisina es
mas estable, soluble y se tiene menos pérdida de actividad cuando esta en un pH
mas acido, a temperaturas y tiempos mas bajos.



I. INTRODUCCION

Desde inicios de la humanidad la conservacién de los alimentos ha sido un fin
buscado para lograr mantener un reservorio de éstos, desde tiempos remotos se
han desarrollado diferentes métodos de conservacion como el salado, el ahumado,
la congelacion, entre otros; y en épocas recientes la utilizacion de compuestos
quimicos y procesos fisicos, entre otros. Sin embargo, en la actualidad la
preocupacion por adquirir productos naturales ha ido en aumento, aunado a la
correlacion entre el uso de aditivos quimicos con enfermedades cronico-
degenerativas. Es asi como el descubrimiento y desarrollo de sustancias naturales

como conservadores alimenticios ha ido en incremento.

Una de las alternativas de conservacion de alimentos mas recientes, es el uso de
las bacteriocinas, péptidos o complejos peptidicos sintetizados ribosomalmente con
actividad bactericida o bacteriostatica en contra de especies bacterianas
estrechamente relacionadas con la cepa productora.

Dentro de las bacteriocinas mas estudiadas, se encuentra la nisina que es
sintetizada y secretada por un microorganismo lacteo, Lactococcus lactis subsp.
lactis. Esta bacteriocina es utilizada como conservador de alimentos y es la unica
reconocida por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug
Administration, FDA, EUA), con la categoria de Generalmente Reconocido como

Seguro (“Generally Recognized As Safe” GRAS).

La nisina se produce en forma natural en algunos productos lacteos y ademas se
usa como aditivo en industrias lacteas para prevenir el deterioro por bacterias Gram
positivas, las que incluye Streptococos, Lactococos, Lactobacilos, Leuconostoc,
Pediococos, siendo también efectiva en contra de esporas de Clostridium vy

Bacillus.



En el laboratorio de Biotecnologia de Alimentos se han producido diferentes
fermentaciones utilizando Lactococcus lactis UQZ2 y diferentes medios de cultivo
como el suero de leche para la produccion de nisina, obteniéndose muestras en
estado solido sobre las cuales se mide la actividad antimicrobiana de la nisina

producida.

Las bacteriocinas de las bacterias acido lacticas (BAL) se caracterizan por
presentar una serie de propiedades comunes, tales como la sensibilidad a la accion
de enzimas proteoliticas, su tolerancia térmica, estabilidad a bajo pH y la accion
antibacteriana. El efecto de distintos factores fisico-quimicos sobre la actividad de
una bacteriocina no solo tiene el fin de caracterizarla, sino también sirve para inferir
su posible aplicacién industrial, ya que las altas temperaturas y las amplias
variaciones de pH son, entre otras, algunas de las condiciones que debe resistir
una bacteriocina para ser util como potencial agente inhibidor de microorganismos
no deseados en procesos alimenticios tales como fermentaciones de leche,
maduracién de quesos, curado de encurtidos.

Para aumentar la estabilidad de la nisina es necesario ademas disminuir a un
minimo la actividad de agua, esto a través de métodos de secado, como el secado

por aspersion y la liofilizacién.

El objetivo del presente trabajo es evaluar el método de secado y el efecto de la
temperatura a diferentes valores de pH en las propiedades y estabilidad de la
actividad antimicrobiana de nisina en polvo obtenida de la fermentacion de
Lactococcus lactis UQZ2, una cepa aislada de un queso mexicano en el Laboratorio
de Biotecnologia de Alimentos de la Universidad Autonoma de Querétaro utilizando
como medio de cultivo suero de leche, con el fin de obtener una materia prima con

valor agregado aplicable en la industria alimenticia.



Il ANTECEDENTES

1.1 Bacteriocinas

Tradicionalmente se considera a las bacteriocinas como péptidos biolégicamente
activos que tienen propiedades bactericidas contra otras especies estrechamente
relacionadas con la cepa productora, sin embargo, recientemente este concepto se
ha modificado ya que se han encontrado también acciones bactericidas contra

cepas distanciadas filogenéticamente de la cepa productora (Sablon y col., 2000).

Estas moléculas han sido utilizadas como una importante herramienta en estudios
evolutivos y ecologicos. Sin embargo, con el desarrollo comercial exitoso de la
bacteriocina nisina (producida por Lactococcus lactis) y el uso de las herramientas
de la biologia molecular e ingenieria genética, en afios recientes ha habido un
resurgimiento importante en el estudio de las bacteriocinas, particularmente en sus
aplicaciones biomédicas potenciales y en la bioconservacion de los alimentos
(Cotter y col., 2005).

Las bacteriocinas son péptidos de secrecion, las cuales pueden ser transportadas
al exterior de la célula por proteinas del sistema ABC (ATP binding cassette) que
usan ATP como energia, o por un sistema de secrecion general (sistema sec-
dependiente) (Garneau y col., 2002). La clasificacion de las bacteriocinas ha sido
reportada segun sus caracteristicas genéticas y bioquimicas (Nes y col. 2007).
Cotter y col., (2005) propusieron recientemente una clasificacion (Cuadro 1), en
donde los lantibioticos quedan agrupados en la clase | y las bacteriocinas carentes
de lantionina se agrupan en la clase Il. Un tercer grupo de bacteriocinas
corresponde a aquellas que son termolabiles y de elevada masa molecular, con
actividad hidrolitica, denominadas bacteriolisinas. Estos autores no incluyen a las
bacteriocinas de la Clase IV porque no se ha demostrado fehacientemente su
existencia. Heng y Tagg (2006) propusieron una nueva clasificacion de
bacteriocinas, en la que respetan la agrupacién de Cotter y col. (2005) con respecto
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alaclase |l y ll, pero a la clase lll la dividen en dos tipos: llla bacterioliticas y lllb no

liticas, y la clase llc ahora agrupada como la clase IV para péptidos ciclicos.

Cuadro 1. Clasificacion de las bacteriocinas segun Cotter y col., 2005

Comentarios sobre

Clasificacion* POy Ejemplos
la clasificacion
Clase | Incluye de uno a dos péptidos Un Unico péptido: nisina,
lantibioticos. mersacidina, lacticina 481.
Contiene lantionina Dos péptidos: lacticina 3147,
Bacteriocinas/lantibiéticos 11 subclases han sido propuestas citolisina
Clase Il Clase heterogénea de péptidos Clase lla: pediocina PA,
pequefos Leucocina A
Ila: tipo pediocina Clase llb: lacticina F
lIb: dos péptidos Clase llc: enterocina AS48,
lic: ciclicas, formalmente clase V reuterina 6
IId: péptido lineal no tipo pediocina Clase llb: lactococina A,
divergicina A.
Bacteriolisinas Proteinas grandes,
Proteinas no termolabiles, muchas veces
bacterioliticas ** hidrolasas.

* Bacteriocinas clase |V sin fraccién proteica no son incluidas porque aun no han sido demostradas.
** Sugiere que estas no han logrado ser consideradas como bacteriocinas.

Algunas bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas tal como la nisina,
inhiben no solamente a bacterias genéricamente muy relacionadas, sino también a
patogenos de alimentos como Listeria monocytogenes (causante de la listeriosis
que produce fiebre, diarrea, dolor de cabeza, dolor en el cuello, pérdida de
equilibrio) o de bacterias que esporulan como Clostridium. Debido a esto, el interés
por usar las bacteriocinas como un arsenal de conservadores naturales en

alimentos se ha incrementado en los ultimos afios (O° Sullivan y col., 2002).
[I.2  Nisina
La nisina fue descubierta en 1933 pero no fue hasta 1971 donde se reveld su

estructura molecular. En el afio de 1953 en Inglaterra se convierte en la primera

bacteriocina comercializada y desde entonces ha sido aprobada en mas de 80



paises para ser utilizada en alimentos. La nisina fue aceptada en 1969 por la
Organizacion Mundial de la Salud (“World Health Organization® OMS) como un
aditivo para alimentos. En 1988 fue aprobada por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA, EUA). Hasta ahora la nisina es la unica bacteriocina

purificada disponible comercialmente (Murillo, 2008).

La bacteriocina nisina es producida de modo natural por cepas de Lactococcus
lactis. Esta compuesta por 34 aminoacidos; su masa molecular es de
aproximadamente 3.5 kDa, y su punto isoeléctrico es de 10.1. De acuerdo con la
clasificacion de Cotter y col. (2005), la nisina es una bacteriocina de la clase |.
Contiene cinco anillos dentro de su estructura los cuales le dan su caracteristica
lantibidtica. Existen dos variantes de nisina, Ay Z, cuya actividad antimicrobiana es
muy semejante, estructuralmente solo varian en algunos aminoacidos (Zendo y
col., 2003).

La nisina es el prototipo de un grupo de bacteriocinas denominadas lantibioticos,
gmoléculas que poseen en general un espectro antimicrobiano mayor que el del
resto de las bacteriocinas, siendo asi mas importantes para el control de
microorganismos patdégenos (Suarez, 2004). La actividad de la nisina se mide en
Unidades Reading (UR) o Unidades Internacionales (Ul), que corresponde a la
actividad litica sobre un microorganismo especifico de la nisina comercial britanica
y esta basada en la actividad antimicrobiana de 1 pg de un lote estandar de nisina
comercial. La actividad aproximada de 1 pg de nisina pura es de 40 Ul. La nisina
seca se conserva durante afios, pero en solucion depende del pH y es mejor
cuando menor sea. Comercialmente se presenta en forma de preparados
estandarizados a 1x10° UR con un 2.5% de substancia pura. Las suspensiones del
mismo se enturbian con facilidad por el contenido de proteina lactea (Cubero y col.,
2002).



[1.2.1 Propiedades fisicoquimicas

La nisina es una molécula catidnica debido a la combinacion de tres residuos de
lisina y uno de histidina (dependiendo de la variante de nisina) junto con la
ausencia de glutamato y aspartato. Los grupos de cadena lateral de histidina tienen
un pKa de 6.5, y las de lisina de 10.0; esto hace que la carga neta de la nisina
dependa del pH. La nisina es mas soluble a pH acido, y se hace menos soluble
conforme se acerca a la neutralidad. La nisina es insoluble en solventes no polares
(Davidson y col., 2005).

Los concentrados de nisina se mantienen estables por largos periodos si se
mantienen secos, en la oscuridad y a temperaturas no superiores a 25°C. Estudios
demuestran que a pH 3.0, se pierde menos del 5% de actividad, después de un
tratamiento térmico de 115 °C durante 20 minutos; a valores de pH por encima y
por debajo de este hay una marcada disminucion de la actividad: 28.5% de pérdida
apH 2y el 21.4% de pérdida a pH 4. Conforme se acercan los valores de pH a la
neutralidad se observan mayores pérdidas de actividad. A pH alto, se ha sugerido
que los residuos de deshidroalanina (Dha) y deshidrobutirina (Dhb) se vuelven mas
susceptibles a modificaciones debido a la presencia de nucledfilos, disminuyendo
asi la estabilidad y la solubilidad de la molécula (Liu y Hansen, 1990).

En términos practicos, la nisina suele estar protegida por los demas ingredientes
alimentarios y no sera dafiada su actividad por procesos como la pasteurizacion o
la esterilizacidén. Esto se ilustra mediante la utilizacidén satisfactoria de la nisina en
productos con valores de pH altos y sometidos a tratamientos térmicos como

conservas vegetales.

Algunas de las caracteristicas generales de la nisina incluidas las propiedades y las

aplicaciones se muestran en el Cuadro 2.



Cuadro 2. Caracteristicas generales de la nisina

Caracteristica Descripcion
Organismos que la producen Lactococcus lactis subsp. lactis
Biosintesis Modificacion enzimatica post-trasduccional
Variantes Nisina A, Nisina Z
Peso molecular 3353 Daltons (por monémero)
Estructura 34 péptido de aminoacidos. Contiene aminoacidos

como: lantionina,  metil lantionina, y deshidroserina
y deshidrotreonina.

Propiedades Catiénica con una carga positiva de 3 (2 de la nisina
Z). Anfifilicas: hidrofébica en el N-terminal e hidrofilica
en la C-terminal

Solubilidad 56 mg/ml a pH 2.2; 3 mg/ml a pH 5; 1 mg/ml a pH 11
Estabilidad Optima a pH 3
Actividad Bactericida y bacteriostatica contra una amplia gama

de bacterias Gram positivas. Inhibidora de esporas de
bacterias gram positivas..

Métodos de aplicacion En solucion o como polvo, mezclado con los
alimentos, a menudo se usa en combinacién con
tratamientos térmicos.

Principales aplicaciones Jugos pasteurizados, carne y productos carnicos,
productos de pescado, formulas infantiles
rehidratadas, etc.

(Davidson y col., 2005)

[1.2.2 Estructura

Los lantibidticos constituyen una unica familia de péptidos de los cuales el
precursor es sintetizado ribosomalmente seguido por modificaciones
postraduccionales. Estas modificaciones incluyen la introduccion de estructuras
insaturadas poco comunes como deshidroalanina, deshidrobutirina y la formacién
del tipico enlace tioéster intracelular llamado lantionina. Dichas estructuras estan

formadas de un derivado de cisteina, de un grupo sulfhidrilo para el doble enlace y



de un residuo deshidratado, dando origen a las caracteristicas policiclicas

estructurales propias de los lantibioticos (Garcia, 2009).

En la Figura 1 se muestra la representacion esquematica de la estructura de la
nisina. Los residuos que se muestran en gris son serinas y treoninas. Ala-S-Ala,
Ala-S-Abu son lantioninas, los residuos que participan en la formacion de los cinco
anillos lantionina, se muestran en negro (Hasper y col., 2004). Para poder formarse
esta estructura, la nisina sufre modificaciones postraduccionales, las
modificaciones postraduccionales que se le realizan son diversas, las mas
importantes involucran reacciones de deshidratacidon de residuos de serina y
treonina, lo que da lugar a la formacion de dehidroalanina (Dha) y dehidrobutirina
(Dhb), respectivamente. La reaccion de estos aminoacidos con el grupo tiol (SH) de
un residuo de cisteina, genera un enlace tioéter generando lantionina (en el caso
de Dha) y R-metil-lantionina (en el caso de Dhb). La formacion de estos enlaces
dentro del péptido genera una serie de estructuras “globulares” que son
caracteristicas de los lantibidticos. La integridad del anillo es esencial para la
actividad antimicrobiana (Cotter, y col. 2005).

Figura 1. Estructura de la nisina (Hasper y col., 2004)

La N-terminal contiene una alta proporcién de residuos hidrofobicos y la C-terminal
es mas hidréfilo, por lo que en solucién la nisina adopta una estructura flexible.
(Davidson y col., 2005).



[1.2.3 Mecanismo de Accion

El modelo mas aceptado que muestra el mecanismo de accion dual de la nisina
propone que inicialmente la bacteriocina se une a la pared celular mediante
atracciones electrostaticas, lo cual se facilita debido a la carga positiva de este
péptido y las cargas negativas de los componentes de la pared celular (Figura 2,
etapa 1). Posteriormente, la nisina se une al lipido Il, principal transportador de las
subunidades de peptidoglucano y utiliza esta molécula para anclarse a la
membrana celular (Figura 2, etapa 2). Luego, la bacteriocina cambia su orientacién
con relacion a la membrana y se inserta en esta ultima, lo que involucra la
traslocacion de su extremo carboxilo terminal a través de la membrana. Finalmente,
la unidon de diversos péptidos en el sitio de insercion provoca la formacion de un
poro transmembranal que permite la salida de moléculas importantes como
aminoacidos y ATP, lo que lleva a la bacteria a una rapida muerte celular (Figura 2,

etapa 3).

Bacteriocina

il B TR ETT

!
R 0 I e

Membrana
plasmatica

Subunidad de ___/”
peptidoglucano o 3

Figura 2. Modelo que muestra el mecanismo de accion dual de la nisina de

Lactococcus lactis. (Cotter, 2005)
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Etapa 1, la nisina posee una carga neta positiva que incrementa su interaccidén con
las cargas negativas de los componentes de la pared celular. Etapa 2, la nisina se
une al lipido IlI, principal transportador de las subunidades de peptidoglucano del
citoplasma a la pared celular interfiiendo con su sintesis, lo que lleva a la bacteria
a muerte celular. Etapa 3, adicionalmente, varias moléculas de nisina utilizan al
lipido Il para anclarse e insertarse en la membrana celular y comenzar con la
formacion de los poros, lo que lleva a la bacteria a una rapida muerte celular
(Cotter, 2005).

I1.2.4 Nisina como agente conservador de alimentos

La necesidad de ofrecer alimentos “frescos” minimamente procesados y el
creciente rechazo del consumidor actual hacia los aditivos quimicos han llevado a
la industria alimentaria a reconsiderar el potencial antimicrobiano de las bacterias

lacticas como una nueva estrategia de conservacion.

De todas las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas, las
bacteriocinas aparecen como las mas adecuadas desde un punto de vista
tecnoldgico para ser utilizadas como conservadores grado alimentario. En principio,
su naturaleza peptidica permite la degradacion por las enzimas digestivas,
resultando asi presuntivamente inocuas para el consumidor y su microbiota
intestinal de ocupacion y, en algunos casos, su espectro de accion incluye a los
potenciales patdogenos y alterantes asociados a los alimentos (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium spp., entre otros). Por
ultimo, sus propiedades fisico-quimicas las hacen resistentes a los tratamientos
térmicos y cambios de pH que sufren los alimentos durante su fabricacion y
almacenamiento y, ademas, su pequefio tamano permite la difusion en sistemas

semisolidos, propios de la mayoria de los productos alimentarios (Roller, 2003).

Adicionalmente, las bacterias lacticas ofrecen la posibilidad de producir las

bacteriocinas in situ durante el proceso de fabricacion. De hecho, se ha demostrado
10



que muchos de los cultivos iniciadores utilizados en sistemas alimentarios producen
bacteriocinas (Nettles y Barefoot, 1993). Por lo tanto, se podria evitar la adicidn
directa de una preparacién pura de la bacteriocina, que implicaria un mayor gasto

econdémico.

La nisina también se utiliza para disminuir la intensidad del tratamiento térmico de
los alimentos enlatados, para controlar la fermentacion malolactica en vinos y para
evitar el crecimiento de bacterias lacticas durante la fabricacion de la cerveza
(Naidu, 2000).

En la actualidad la nisina se ha utilizado cada vez mas ampliamente como
conservador de alimentos. Ya que esta aprobado en mas de 80 paises, incluyendo
Estados Unidos, donde se le ha otorgado el estatus GRAS (Generally Recognized
As Safe) (O’keeffe y Hill, 2000).

.3  Secado por aspersion

El secado por aspersion es un sistema cuyo principio de operacion consiste en
colocar una suspension a deshidratar en forma de pequefisimas gotas en contacto
con una corriente de aire caliente en movimiento en forma tal, que el tiempo de
interaccidn gota-aire sea minimo. Este proceso, por lo tanto es un método casi
instantaneo de producir un sélido seco a partir de un producto alimentado en forma
fluida, siendo el aire caliente el medio que suministra el calor necesario para la

evaporacion y al mismo tiempo el acarreador del agua eliminada (Gutiérrez, 1984).

La operacion de secado por aspersion se muestra en la Figura 3. La atomizacién
de la alimentacion por medio de boquillas o atomizadores rotatorios forman una
nube de pequefias gotas de diametro menor a 2 mm que navegan por el aire
caliente; su contacto con el medio caliente ocasiona la evaporacién del contenido
de agua (Murrieta, 2008).
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Figura 3. Secado por aspersion. Manual de instrucciones Mini Spray Dryer

La turbulencia, flujo de caudal de aire y gravedad, trasladan el polvo junto con el
aire humedo hasta un separador ciclénico que permite la coleccion del producto
final con una humedad préxima a valores del 3% o menor. Este valor residual de
agua, equivale a una actividad de agua proxima a 0.10, valor con el cual la unica

reaccion de deterioro significativa es la oxidacion de lipidos (Gascon y col., 2006).

La alta velocidad de secado, en el orden de 1 a 20 segundos, brinda productos de
calidad manteniendo bien las propiedades nutricionales y sensoriales. Es utilizado
para el secado de leche en polvo, té, cacao, café, jugos y pulpas vegetales,

concentrados proteicos y extractos de levadura (Gascon y col., 2006).

El secado por aspersion es utilizado generalmente cuando el producto a obtener no
puede evaporarse mecanicamente, cuando es sensible a altas temperaturas,
cuando no se puede exponer a tiempos prolongados a altas temperaturas y cuando
se requiere obtener un contenido ultrafino de particulas (Gomez, 2008).

En el Cuadro 3 se presentan algunas ventajas y desventajas del secado por
aspersion:
12



Cuadro 3. Ventajas y desventajas del secado por aspersion

Ventajas

Desventajas

Puesto que los tiempos de secado son muy
cortos, muchos materiales termosensibles
pueden ser secados satisfactoriamente.
Ademas estos cortos tiempos implican un alto
rendimiento.

El producto es obtenido como un polvo fluido
finamente dividido y en forma facilmente
soluble en un disolvente apropiado y con una
buena presentacioén del producto.

El tamafo de particula de algunos productos
es ajustable dentro de ciertos limites, variando
las condiciones de atomizacion.

El proceso es adecuado para el secado
continuo de cantidades relativamente grandes
de material.

En ciertos casos, en donde es conveniente
obtener una baja densidad aparente, del
producto es ventajoso este método.

El calor requerido por unidad de peso del
producto es alto, pues:

- El contenido de humedad en la alimentacién
puede ser grande comparado con la mayor
parte de los otros tipos de secadores.

- El rendimiento térmico es bajo debido a las
restricciones en la temperatura de entrada del
aire y a la temperatura relativamente alta del
aire de salida.

El costo del equipo es alto respecto del
tonelaje anual de producto secado
particularmente en el caso de equipos de
pequeia capacidad.

El equipo requiere mucho espacio.

La recuperacién en los gases de salida de
producto que forma polvo puede ser
problematica o puede necesitar un equipo
auxiliar.

No se puede usar el secador por spray con
productos tdéxicos a menos que se tomen
precauciones especiales.

Adaptado de Nonhebel (2002)

II.4  Liofilizacién

La liofilizacién es un proceso que consiste en desecar un producto previamente
congelado, lograndose la sublimacién del hielo bajo vacio. Es por lo tanto el paso
directo del hielo (sdlido) a gas (vapor), sin que en ningun momento aparezca el
agua en su estado liquido. Se obtiene una masa seca, esponjosa de mas 0 menos
el mismo tamafio que la masa congelada original, mejorando su estabilidad y

siendo facilmente redisuelta en agua (Jennings, 1993).

Los cientificos franceses Bordas y D Arsonval en 1906 y el americano Shackell en
1909, citados por Jennings (1993), descubren la aplicacidén del principio fisico de la
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sublimacién, construyendo un sencillo aparato de liofilizacién de laboratorio. A partir
de este descubrimiento, la técnica de liofilizacion se ha ido desarrollando y
utilizando para la desecacion de diversos antibioticos, enzimas, sueros y vacunas a

fines de prolongar su actividad terapéutica.

La liofilizacién consiste en tres etapas:

|. Congelacion inicial: es una operacién previa y obligatoria. El tiempo de duracion
depende de varios factores como la cantidad, concentracién y naturaleza propia del
producto. En lineas generales podemos decir que una congelacion adecuada es la
base de que el producto liofilizado presente &ptimas condiciones de aspectos,
conservacion de sus propiedades originales y rapida rehidratacion.

Il. Sublimacion o desecacion primaria: es la etapa en la que la mayor parte del agua
libre pasa a vapor. Los parametros temperatura, presion y tiempo pueden ser
modificados independientemente pero estan intimamente relacionados, no es
posible modificar, sin que se afecten los otros, por lo que en todo momento deben

ser considerados conjuntamente y analizados sus efectos.

lIl. Desorcion o desecacidon secundaria: Su misidn es eliminar las ultimas trazas de
vapor de agua, evaporando el agua no congelada ligada al producto. Se lleva a
cabo a una temperatura inferior a la de desnaturalizacién del producto y se logra

una humedad final hasta valores inferiores al 1 % (Jennings, 1993).

En el Cuadro 4 se presentan algunas ventajas y desventajas del secado por

liofilizacion.
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Cuadro 4. Ventajas y desventajas de la liofilizacion

Ventajas

Desventajas

La temperatura a que es sometido el producto,
estd por debajo de aquella a la que muchas
sustancias  inestables  sufren cambios
quimicos.

Debido a la baja temperatura que se opera, la
pérdida de constituyentes volatiles, es minima,
se reduce el peligro de contaminacion
microbiana y los preparados enzimaticos no
sufren alteraciones.

Se eliminan los fendmenos de oxidacién, dado
que se opera y envasa a alto vacio.

La gran porosidad del producto facilita con
rapidez la reconstitucion por la adicion de
agua o del solvente adecuado.

Es un proceso costoso.

Necesidad de personal calificado en la
operacion y mantenimiento de los equipos.

Elevado costo de inversion de |las

instalaciones y equipos.

Implica largos tiempos de procesamiento.

Adaptado de Pardo (2002)
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Il. HIPOTESIS
Existen diferencias en la actividad antimicrobiana de la nisina obtenida utilizando

como medio de cultivo suero de leche, al utilizar diferentes métodos de secado y

tratamientos térmicos a diferentes valores de pH.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Evaluar el método de secado y el efecto de la temperatura y pH en las propiedades

y estabilidad de la actividad antimicrobiana de nisina en polvo.
IV.2 Especificos
» Obtener nisina en polvo a partir del caldo de fermentacién de Lactococcus
lactis UQZ2 usando suero de leche como medio de cultivo mediante secado

por aspersion y por liofilizacion.

» Determinar el efecto del tipo de secado en la actividad antimicrobiana de la

nisina en polvo.
» Estudiar el efecto de tres diferentes temperaturas, tres valores de pH, a tres

diferentes tiempos sobre la actividad antimicrobiana de la nisina mediante un

disefio experimental 3°.
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METODOLOGIA

Materiales

Nisina Comercial (Sigma-Aldrich, 2.5% pureza, donde 1 ug = 1 Ul de nisina.
Tween 20 al 50% (Tween20 y agua destilada en partes iguales 1:1)

Solucién Ringer Y (Por litro: NaCl 9.0 g, KCI 0.42 g, CaCl, 0.24 g, NaHCO3;
0.20 g; diluido 1:3 en agua destilada)

Acido clorhidrico 0.02 N

Hidréxido de sodio 0.1 M y acido clorhidrico 0.1 M

Mini Spray Dryer BUCHI B-191

Liofilizadora Labconco,

Aqualab CX-2

V.1.1 Cepas bacterianas y medios de cultivo

» Micrococcus luteus NCIB 8166, microorganismo indicador de la actividad de

V.2

nisina. Proporcionados por el laboratorio de Biotecnologia del Departamento
de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Facultad de Quimica.

Medio Assay (BS 4020, 1974), el cual contiene (g/L): peptona bacteriolégica
10.0; extracto de res 3.0; NaCl 3.0; levadura autolisada 1.5; azucar
mascabado 1.0; agar 10.

Métodos

V.2.1 Tratamiento de las muestras

Las muestras utilizadas fueron obtenidas de la fermentacion de L. Lactis UQZ2 en

suero de leche a un pH controlado de 6.0 y a las 24 horas de fermentacion (Pifa,

2010), éstas se calentaron a 80°C por 30 minutos, para inactivar proteasas,

posteriormente se centrifugd por 15 minutos a 4°C y 15,000 g, el sobrenadante se
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ajusté a pH 6.5 con NaOH 0.1 N, para evitar interferencias de las propiedades

antimicrobianas del acido lactico (Garcia-Almendarez y col., 2008).

V.2.2 Obtencioén del extracto celular

El precipitado de las muestras centrifugadas, se resuspendié en HCI 0.1 M y se
ajusté a pH 1.5 con HCI concentrado, se sometio a ebullicion durante 10 minutos,
seguido de una centrifugacion a 13,000 g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
fue el extracto celular, el cual se ajusté a pH 6.5 con NaOH 0.1M, y se esterilizé por
membrana (De Vuyst y col., 1996). Finalmente, para aumentar la estabilidad del

extracto celular se secdé mediante liofilizacion (Labconco).

V.2.3 Secado de las muestras

Para la obtencion del concentrado en polvo, las muestras fueron sometidas a
secado por aspersion y por liofilizacion, para el secado por aspersion se utilizdé un
secador Buchi Mini Spray Dryer Modelo B-191. Los parametros fueron: temperatura
de entrada: 180°C, temperatura de salida: 80°C (Acosta, 2005); para el secado por

liofilizacion se utilizo la liofilizadora Labconco (Figura 4).

Figura 4. Secador Buchi Mini Spray Dryer B-191 (lado izquierdo) y Liofilizadora
Labconco (lado derecho)
V.2.4 Tratamientos con diferentes pH, temperatura y tiempo
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Una vez obtenidas las muestras en polvo, se sometieron a diferentes tratamientos
teniendo tres variables: temperatura, tiempo y pH, basandose en un modelo
estadistico 3 para observar sus interacciones entre éstas. Como variable
respuesta se considero la actividad antimicrobiana de la nisina; para saber el orden

de los tratamientos, se utilizo el programa estadistico JMP.

Se disolvio la muestra en acido clorhidrico 0.02 N en una relacion de 0.1 gr de
muestra por 300 uL de la solucién de HCI, se calent6 la muestra disuelta en bano
de agua a 98°C por 5 minutos, posteriormente se enfrio en bafio de hielo (Britich
Standards BS 4020:1974).

Para cada tratamiento se ajust6 el pH con HClI o NaOH segun el caso,
consecutivamente se esterilizé la muestra por membrana; se tomé 200 uL de la
muestra estéril y se calentdé en bafio seco de acuerdo al tratamiento
correspondiente. El Cuadro 5 nos muestra los tratamientos aplicados a las
muestras de acuerdo al modelo dado por el programa estadistico JMP,
considerando las interacciones entre las tres variables y duplicados de cada

tratamiento.

Después de cada tratamiento, la muestra fue enfriada en un bafo de hielo y se
determind la actividad de nisina por el método de difusion en agar.

Para comparar el comportamiento y estabilidad de la nisina obtenida en el
laboratorio, se sometieron a los mismos tratamientos muestras de nisina comercial
(Sigma-Aldrich, 2.5 % pureza), la cual se prepar6 de acuerdo al British Standard BS
4020:1974, es decir, de la misma manera que las muestras para este estudio.
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Cuadro 5. Tratamientos a los que se sometieron las muestras, segun el disefio

experimental 3°

Tratamiento pH Temperatura (°C) Tiempo (min)
1,49 7 121 5
2,24 2 100 15
3,53 2 62 15
4,18 2 121 5
5, 21 5 121 10
6, 45 5 121 15
7,46 7 100 10
8, 26 2 62 10
9, 34 5 62 5
10, 12 7 100 5
11, 51 7 100 15
13, 39 5 62 10
14, 29 7 121 15
15, 54 2 100 5
16, 33 2 100 10
17,42 5 100 15
19, 35 2 121 15
20, 25 5 100 10
22,36 5 121 5
23,47 7 62 5
27, 32 2 121 10
28, 31 5 62 15
30, 41 2 62 5
37,38 5 100 5
40, 50 7 62 15
43, 52 7 62 10
44,48 7 121 10

V.2.5 Determinacion de la actividad de nisina

V.2.5.1 Activacion de Microccus luteus

M. luteus se tomo6 de una conserva preparada en el laboratorio de biotecnologia
conservada a -70 °C. Esta conserva se coloco en un tubo con caldo assay y se
incubd 48 h a 30 °C. Finalizado el periodo de incubacion, se sembrd por estriado en
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un tubo inclinado y en placas con agar assay al 1 %, para verificar la pureza de la

cepa (Figura 5) (Gonzalez-Toledo, 2009).
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Chagura® Mad0-8s53y. 1 Madio-1%- 9
(3micu)T (3micu)T A=12-+-0017
N°C-l-&-mM 0°C-/-24-m ~=850-pn%

Figura 5. Activacion de M. luteus (Lara-Cortés, 2006)

El in6culo para los ensayos de actividad se prepar6 tomando el cultivo de los tubos,
diluyendo con 500 uL de solucidn Ringer ; de esta solucion concentrada, se
tomaron gradientes de 1, 2, 3 hasta 10 uL y se aforaron a 1 mL con solucién Ringer
Ya, para ajustar la concentracion del microorganismo a una absorbancia de 0.3 +

0.01, leyendo a una longitud de onda de 650 nm (Gonzalez, 2009).

V.2.5.2 Método de difusion en agar

Se prepararon cajas petri de 14 cm de diametro con 40 ml de medio assay
inoculado con 2 % de solucion ajustada de Micrococcus Iluteus y con 2 % de
solucion tween 20 al 50 %. El M. luteus no debe de agregarse al medio si la
temperatura esta por encima de los 35 °C. Una vez preparadas las cajas, se ponen
en refrigeracion 1 h. Se hicieron 9 pozos de 4 mm de diametro utilizando un
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horadador estéril No. 4 uniformemente distribuidos por caja; en cada pozo se
vertieron 60 pl de muestra, haciendo duplicados de cada una, las cajas se
incubaron a 30 °C por 48 horas (Figura 6). Pasado el tiempo de incubacion se
miden los halos de inhibicién con la metodologia sefialada en el estandar Britanico
(BS 4020, 1974). La cuantificacion de la actividad antimicrobiana de la nisina de los
extractos se expresan en Unidades Internacionales (Ul). Este valor se calcula
extrapolando el halo de inhibicion obtenido, en una curva de calibracion, y
multiplicando por el inverso de la dilucién de la muestra (Gonzalez-Toledo, 2009).

Figura 6. Halos de inhibicion de M. luteus, causados por la accion

bactericida de la nisina presente en la muestra
V.2.6 Determinacion de la actividad acuosa en polvos
La determinacion de la actividad acuosa se llevd a cabo con el equipo Aqualab CX-

2. Se coloca la muestra y el equipo dara automaticamente la actividad de agua.
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V.2.7 Determinacion de sélidos totales

La determinacion de solidos totales se llevd a cabo de acuerdo al método de
secado, el cual consiste en poner a peso constante capsulas de porcelana, se
colocan 5 mL de muestra y se seca en estufa a 110 °C hasta peso constante. Al
término de esto, se peso la capsula con los sdlidos, segun la norma NMX-F-527-
1992 (1992).
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VI. RESULTADOS

V1.1 Determinacion de solidos totales

A la muestra antes de secarse, se le determiné los solidos totales para calcular el
porcentaje de muestra seca recuperada en las diferentes técnicas de secado. Los
resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 6, donde se observa los valores de
sélidos totales para las muestras, la cantidad de polvo obtenida por cada método
de secado y el porcentaje de rendimiento. En cuanto al método de secado por
liofilizacion se tuvo un mayor rendimiento en solidos totales, debido a que en el
secado por aspersion se tiene una pérdida del polvo considerable ya que el disefio
del equipo no facilita la recuperacion total de éste, comparada con el método de
secado por liofilizado en el cual la muestra no pasa por varios recipientes del

equipo y no se tiene pérdida considerable del producto.

Cuadro 6. Determinacion de solidos totales

% Secado por aspersion Secado por liofilizaciéon
Solidos mlL gr de % de mL gr de % de
totales secados oth):rl:i/gos rendimiento  secados oth):rl:i/gos rendimiento

2.48 900 10.6 47.7 100 2.1 86.0

V1.2 Parametros fisico-quimicos de la nisina

Los parametros fisicoquimicos que se determinaron fueron la actividad de agua y
la actividad de nisina de cada polvo obtenido, los resultados se muestran en el
Cuadro 7. Se puede observar que en cuanto al método de secado por aspersion se
obtiene una menor actividad de agua, la cual es de suma importancia ya que se
sabe que una baja actividad de agua implica una mayor estabilidad del producto.
Se observa ademas, una mayor actividad de nisina en el polvo de la muestra

secada por aspersion. Sin embargo, de acuerdo a los resultados anteriores se llega
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a un equilibrio si consideramos que en el secado por liofilizacion se tiene un mayor

rendimiento del polvo.

Cuadro 7. Determinacion de parametros de calidad

Secado por aspersion Secado por liofilizacién
. Actividad de nisina . Actividad de nisina
Actividad de agua Ulen0.5g Actividad de agua Ulen0.5g
0.34 783.4 0.54 645.8

V1.3 Determinacion de la actividad de nisina

La actividad de nisina se determind antes de secar las muestras, después de cada
meétodo de secado y en el extracto celular para determinar la actividad de nisina
recuperada después del secado. En el Cuadro 8 se pueden observar los resultados
obtenidos, en donde se muestran las actividades de nisina en cada caso y el
rendimiento, obteniéndose un mayor rendimiento de recuperacion para el liofilizado,

sin embargo la diferencia entre ambos métodos de secado no es considerable.

Cuadro 8. Rendimiento y recuperacién de la cantidad inicial de nisina

Actividad Actividad del Rendimiento

Muestra neta por litro extracto del extracto Recuperacion
del medio activo seco seco (g/L del (%)
(Ul) (Ul/g) medio)
Secadapor 355 506.0 2,209.5 11.8 7.5
aspersion
Secado por 36,245.1 1,813.1 21.3 10.7
liofilizado

En el Cuadro 9, se observa el rendimiento y porcentaje de recuperacion total de la
nisina en polvo, tomando en cuenta la obtenida por ambos métodos de secado asi

como el del extracto celular, el cual tuvo una actividad de 7,385 Ul/g. Se hicieron
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los calculos para los tres casos obteniéndose un porcentaje de recuperacion del

7.9% desde su actividad en liquido.

Cuadro 9. Rendimiento y recuperacién de la cantidad inicial de nisina total

Extracto libre de células

Actividad v v Actividad del
neta por litro Actividad del Actividad del Recuperacion
; extracto extracto extracto o
del medio , . (%)
ul) activo seco activo seco  celular (Ul/g)
MSL (Ullg)  MSA (Ul/g)
362,451.1 1,813.1 2,299.5 7,385.0 7.9

MSL: Muestra secada por liofilizacion
MSA: Muestra secada por aspersion

V1.4 Analisis estadistico de los tratamientos a las muestras

Para el tratamiento de las muestras se optd por utilizar el método de secado por
aspersion, ya que éste implicaba menos tiempo para obtener las muestras en polvo
y un menor costo que el método de secado por liofilizado, ya que en este ultimo,
primero se tienen que congelar las muestras y después liofilizarlas, o que implica

utilizar dos equipos.

Las muestras se sometieron a los diferentes tratamientos y se les determiné la
actividad de nisina como variable respuesta, estos tratamientos se hicieron tanto a
la nisina obtenida en el laboratorio como a la nisina comercial para poder observar

el comportamiento de los polvos.

Los resultados de los titulos para el caso de la nisina comercial, se muestran en el
Cuadro 10, en donde se observa el comportamiento de éstos respecto a los
diferentes pH, temperatura y tiempos de acuerdo a un modelo estadistico 3°

obtenido mediante el programa estadistico JMP.
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Cuadro 10. Tratamientos a los que se sometio la nisina comercial

Tratamiento pH Temz)océl';ltura Tiempo (min) G?;'V'dad de msmjl

1 7 121 5 24,955.75 2.82
2 2 100 15 235,371.68 26.59
3 2 62 15 256,203.54 28.95
4 2 121 5 593,212.38 67.03
5 5 121 10 43,902.65 4.96
6 5 121 15 39,460.17 4.45
7 7 100 10 49,911.50 5.64
8 2 62 10 686,778.76 77.60
9 5 62 5 702,433.62 79.37
10 7 100 5 66,902.65 7.56
11 7 100 15 32,168.14 3.63
12 7 100 5 44,168.14 4.99
13 5 62 10 845,663.71 95.56
14 7 121 15 24,955.75 2.82
15 2 100 5 795,097.34 89.85
16 2 100 10 343,389.38 38.80
17 5 100 15 38,725.66 4.37
18 2 121 5 303,884.96 34.34
19 2 121 15 74,150.44 8.38
20 5 100 10 49,911.50 5.64
21 5 121 10 44,982.30 5.08
22 5 121 5 58,840.70 6.65
23 7 62 5 56,938.05 6.43
24 2 100 15 208,292.04 23.53
25 5 100 10 44,168.14 4.99
26 2 62 10 607,769.91 68.68
27 2 121 10 191,150.44 21.60
28 5 62 15 470,743.36 53.19
29 7 121 15 19,079.65 2.15
30 2 62 5 795,097.35 89.85
31 5 62 15 381,539.82 43.11
32 2 121 10 75,973.45 8.58
33 2 100 10 262,486.73 29.66
34 5 62 5 621,619.47 70.24
35 2 121 15 75,973.45 8.58
36 5 121 5 38,858.41 4.39
36 5 100 5 58,840.71 6.65
38 5 100 5 44,539.82 5.03
39 5 62 10 646,415.93 73.05
40 7 62 15 37,238.94 4.21

41 2 62 5 703,628.32 79.51
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Cuadro 10. Tratamientos a los que se someti6 la nisina comercial. Continuacion

Tratamiento pH Temz)o(ér;ltura Tiempo (min) S;Z‘;lwdad de nlsmjl
42 5 100 15 39,672.57 4.48
43 7 62 10 43,115.04 4.87
44 7 121 10 21,557.52 243
45 5 121 15 30,141.59 3.40
46 7 100 10 59,203.54 6.69
47 7 62 5 74,477.87 8.42
48 7 121 10 19,079.64 2.16
49 7 121 5 19,079.64 2.16
50 7 62 15 32,955.75 3.72
51 7 100 15 24,592.92 2.78
52 7 62 10 32,955.75 3.72
53 2 62 15 303,884.96 34.34
54 2 100 5 814,557.52 92.05

Los resultados de los titulos para el caso de la nisina de laboratorio, se muestran
en el Cuadro 11, en donde se observa el comportamiento de éstos respecto a los

diferentes valores de pH, temperatura y tiempo.

Cuadro 11. Tratamientos a los que se sometid la nisina de laboratorio

Tratamiento pH Temzecr;atura Tiempo (min) G\Ic/:gwdad de nlsmSI
1 7 121 5 20.76 4.19
2 2 100 15 193.33 38.80
3 2 62 15 599.35 120.42
4 2 121 5 37.46 7.52
5 5 121 10 43.32 8.71
6 5 121 15 3742 7.52
7 7 100 10 22.08 4.66
8 2 62 10 693.88 139.41
9 5 62 5 447.66 89.84
10 7 100 5 25.56 5.40
11 7 100 15 19.07 4.02
12 7 100 5 29.60 6.25
13 5 62 10 386.67 77.60
14 7 121 15 14.80 3.12
15 2 100 5 287.29 57.90
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Cuadro 11. Tratamientos a los que se sometid la nisina de laboratorio. Continuacién

Tratamiento pH Tem?o%r;atura Tiempo (min) S\Ic/:gwdad de nlsmaUI
16 2 100 10 258.05 52.00
17 5 100 15 106.97 21.60
18 2 121 5 21.68 4.35
19 2 121 15 27.86 5.61
20 5 100 10 143.37 28.95
21 5 121 10 48.23 9.70
22 5 121 5 43.32 8.71
23 7 62 5 247.93 50.01
24 2 100 15 193.33 38.80
25 5 100 10 123.84 25.00
26 2 62 10 772.50 155.21
27 2 121 10 32.25 6.50
28 5 62 15 347.32 69.70
29 7 121 15 9.91 2.09
30 2 62 5 772.50 155.21
31 5 62 15 300.00 60.21
32 2 121 10 27.86 5.61
33 2 100 10 222.89 44,92
34 5 62 5 518.26 104.01
35 2 121 15 40.45 8.71
36 5 121 5 43.32 8.71
37 5 100 5 192.95 38.80
38 5 100 5 192.95 38.80
39 5 62 10 386.67 77.60
40 7 62 15 172.78 34.85
41 2 62 5 772.50 155.21
42 5 100 15 123.84 25.00
43 7 62 10 214.15 43.20
44 7 121 10 17.13 3.61
45 5 121 15 32.32 6.50
46 7 100 10 25.56 5.40
47 7 62 5 214.15 43.20
48 7 121 10 17.13 3.61
49 7 121 5 17.94 3.61
50 7 62 15 172.78 34.85
51 7 100 15 19.07 4.02
52 7 62 10 172.78 34.85
53 2 62 15 599.35 120.42
54 2 100 5 332.60 67.03
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Los resultados para la nisina obtenida en el laboratorio, fueron analizados con el
programa estadistico JMP, obteniéndose los valores del analisis de varianza
correspondientes y se muestran en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Analisis de varianza de tratamientos para nisina de laboratorio

Source Nparm GL ciggr?ag:s Valor F Prob > F

pH 2 2 22,136.68 574.08 <0.0001
Temperatura 2 2 64,837.91 1,681.49 <0.0001
Tiempo 2 2 1,699.65 44.07 <0.0001
Temperatura*pH 4 4 14,865.53 192.76 <0.0001
pH*Tiempo 4 4 463.92 6.01 0.0014
Tiempo*Temperatura 4 4 1,057.75 13.71 <0.0001
Tiempo*Temperatura*pH 8 8 415.29 2.69 0.0256

Como se puede observar, de acuerdo a los valores de Prob>F, todos los valores
resultan significativos con el 5% de nivel de confianza («<0.05), es decir, cada una
de las variables temperatura, pH y tiempo asi como las interacciones entre si
resultan ser significativas para la variable de respuesta: actividad de nisina, que de
acuerdo a la literatura consultada es mas estable en soluciones acidas y es
resistente a temperaturas y tiempos relativamente altos o los establecidos para
tratamientos térmicos de alimentos procesados (Liu y Hansen, 1990).

Se puede observar ademas, que a un pH mas acido la nisina presenta una mayor
actividad, mientras que respecto a tiempos y temperaturas se percibe que a mayor
temperatura y tiempo se tiene una menor actividad. Es decir, la nisina sera
resistente a temperaturas altas pero tiempo cortos. Es importante mencionar que
de acuerdo a la NOM-243-SSA1-2010, (2010), que establece las especificaciones
sanitarias para la leche, formulas lacteas, productos lacteos combinados y
derivados lacteos, reconoce a los tratamientos de pasteurizacidn rapida y

esterilizacion en alimentos procesados, como tiempos considerablemente cortos.
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Cuadro 13. Relacion de temperatura y tiempo de tratamientos térmicos para

alimentos procesados

Tratamiento Temperatura y tiempo*

Lenta 63°C / 30 min
Rapida 72°C /15 s

Ultrapasteurizacion o esterilizacion 135°Ca149°C/2a8s
(NOM-243-SSA1-2010)

Pasteurizacion

Los resultados para la nisina comercial, fueron también analizados por el programa
estadistico JMP, obteniéndose los valores del anadlisis de varianza
correspondientes al Cuadro 14, donde se puede apreciar que el comportamiento de
la muestra fue muy similar a la muestra de la nisina obtenida en el laboratorio,
teniéndose valores significativos para todas las variables, pH, temperatura y tiempo

y la interaccion entre éstos.

El comportamiento tanto de la nisina comercial como de la nisina obtenida en el
laboratorio es similar, a mayor temperatura y tiempo se tiene una mayor pérdida de
la actividad, mientras que conforme aumenta el pH, la nisina pierde estabilidad y

resulta menos soluble afectando considerablemente su actividad.

Cuadro 14. Analisis de varianza de tratamientos para nisina comercial

Source Nparm GL ci:gq;g:s Valor F Prob > F

pH 2 2 15,673.18 186.60 <0.0001
Temperatura 2 2 11,907.95 141.77 <0.0001
Tiempo 2 2 4,325.19 51.49 <0.0001
Temperatura*pH 4 4 9,122.29 54.30 <0.0001
pH*Tiempo 4 4 5,117.12 30.46 <0.0001
Tiempo*Temperatura 4 4 1,168.11 6.95 0.0006
Tiempo*Temperatura*pH 8 8 1,092.37 3.25 0.0101

La mayor actividad (772.5 Ul/g) en cuanto a la nisina obtenida en el laboratorio se
tiene a un pH de 2, a una temperatura de 62°C y a un tiempo de 5 y 10 minutos; asi
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mismo la menor actividad de la nisina (9.919 Ul/g), se tiene a un pH de 7, a una
temperatura de 121°C y a un tiempo de 15 minutos. Mientras que para la nisina
comercial, la mayor actividad (814,557.5 Ul/g) se tiene a un pH de 2, a una
temperatura de 100°C y a un tiempo de 5 minutos; asi mismo la menor actividad de
la nisina (19,079.6 Ul/g), se tiene a un pH de 7, a una temperatura de 121°C y a un
tiempo de 15 minutos, observandose una pérdida del 97.66 % para la nisina
comercial y un 98.72% para la nisina del laboratorio, que son valores muy similares

entre si.
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VIl. DISCUSION

Se logro obtener una muestra en polvo a partir de la fermentacién del Lactococcus
UQ2 en medio de cultivo con suero de leche por dos métodos, secado por
aspersion y secado por liofilizacion obteniéndose una actividad de nisina similar
para ambos casos, pero con rendimientos diferentes, alcanzandose un mayor
rendimiento en el secado por liofilizacion. Sin embargo, se prefirio utilizar el secado
por aspersion para evaluar la estabilidad de la nisina debido a que éste ofrece la
ventaja de un secado considerablemente rapido para los productos sensibles al
calor asi como costos bajos de operacion. Asi mismo, se observd que la muestra
secada por aspersion presenta una menor actividad de agua que de acuerdo a
autores como Badui (2006), implica una mayor estabilidad microbiana en los

polvos.

Se obtuvo un porcentaje de recuperacion de la actividad de nisina de 7.9%, valor
relativamente promedio, si consideramos que Gonzalez-Toledo en 2009 obtuvo un
15.5% de rendimiento recuperado en muestras obtenidas del mismo medio de
fermentacion. De igual manera se encontr6 una maxima actividad de nisina
deshidratada mediante secado por aspersion de 4,455 Ul/g, mientras que las
muestras en este estudio mostraron un maximo de 2, 229.48 Ul/g y 1,813.11 Ul/g
para el secado por aspersion y el secado por liofilizacion respectivamente.

La nisina adsorbida en las células, se purificd parcialmente usando la técnica de
adsorcion-liberacién, obteniéndose una actividad maxima de 7,385.04 Ul/qg,
mientras que Gonzalez-Toledo (2009). Por el mismo método obtuvo una actividad
de 102,150 Ul/g. Se puede observar que pueden influir varios factores tales como
las condiciones de la fermentacion (nutrientes, medio de cultivo, temperatura, entre
otros) y las condiciones en que fueron tratadas las muestras, ya que éstas fueron
secadas una semana después de la fermentacién generandose posiblemente una
agregacion de la nisina producida, con la consecuente pérdida de actividad al

dificultarse su difusién. Entre otros factores, se puede incluir la adsorcion de la
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nisina a las células productoras, la destruccion de dicho péptido por la accion de
proteasas, y la formacién de agregados de nisina, los cuales provocan la
disminucién de la actividad (Chatterjee y col., 2005).

Una vez obtenida la muestra seca de nisina, se comprobd la estabilidad de ésta a
diferentes pH, temperatura y tiempos, parametros seleccionados de acuerdo a los
tratamientos térmicos a los que son sometidos los alimentos procesados,
correspondientes a la esterilizacion, pasteurizacidn y ebullicion, encontrandose que
a mayor temperatura y mayores tiempos, se va disminuyendo la actividad de nisina.
Herman y col. en el 2006, determinaron el efecto que ocasiona la temperatura
durante el proceso de esterilizacién por calor humedo sobre la nisina en su accion
sobre Lactobacillus fructivorans, contaminante habitual de las conservas a base de
tomates y su concentracion minima inhibitoria, encontraron que la actividad de la
nisina frente al L. fructivorans se ve marcadamente afectada por la temperatura a la
cual puede ser sometida durante un proceso de esterilizacion, proceso al que se
recurre habitualmente para la conservacion de muchos alimentos. Esta temperatura
modifica las concentraciones a la cual la bacteriocina debe utilizarse pero no la
inactiva totalmente ya que la actividad inhibitoria se hizo evidente a
concentraciones superiores a 50 ppm. Sin embargo, podria ser dificil comparar
estos resultados con los obtenidos en nuestro estudio, ya que no se utilizo el mismo
meétodo para medir la inhibicidn de microorganismos, en el articulo se utiliza un
meétodo cualitativo, se trata ademas de un microorganismo diferente, pero es
importante resaltar que la nisina tuvo el mismo comportamiento, que a mayor
temperatura la actividad se ve afectada, pero en ningun caso fue inactivada

totalmente.

También se observo que la nisina es mas estable, soluble y tiene menos pérdida de
actividad cuando esta en un pH mas acido, esto debido a que la nisina es una
molécula catiénica debido a la combinacion de tres residuos de lisina y uno de
histidina (dependiendo de la variante de nisina) junto con la ausencia de glutamato

y aspartato. Los grupos de cadena lateral de histidina tienen un pKa de 6.5, y las de

35



lisina de 10.0; esto hace que la carga neta de la nisina dependa del pH. La nisina
es mas soluble a pH acido, y se hace menos soluble conforme se acerca a la
neutralidad (Davidson y col., 2005). Estudios demuestran que a pH 3.0, se pierde
menos del 5% de actividad, después de un tratamiento térmico de 115 °C durante
20 minutos; a valores de pH por encima y por debajo de este hay una marcada
disminucién de la actividad: 28.5% de pérdida a pH 2 y el 21.4% de pérdida a pH 4.
Conforme de acercan los valores de pH a la neutralidad se observan mayores
pérdidas de actividad. A pH alto, se ha sugerido que los residuos de dehidroalanina
(Dha) y dehidrobutirina (Dhb), se vuelven mas susceptibles a modificaciones debido
a la presencia de nucledfilos, disminuyendo asi la estabilidad y la solubilidad de la
molécula (Liu y Hansen, 1990)

Jozala en 2005, encontré que la solubilidad de la nisina depende del pH, a un valor
de 2.5, la solubilidad es del 12%, a pH 5, 4% y es insoluble a pH neutros y
alcalinos. En HCI diluido a pH 2.5, la nisina es estable a temperatura de ebullicion y
no presenta pérdida marcada de actividad. Eventualmente, puede ocurrir la

inactivacion a pH 7 a temperatura ambiente.

El efecto de distintos factores fisicoquimicos sobre la actividad de una bacteriocina
no sélo tiene el fin de caracterizarla, sino también sirve para inferir su posible
aplicacion industrial. Las altas temperaturas y las amplias variaciones de pH son,
entre otras, algunas de las condiciones que debe resistir una bacteriocina para ser
util como potencial agente inhibidor de microorganismos no deseados en procesos
alimenticios tales como fermentaciones de leche, maduracién de quesos, curado de

encurtidos, entre otros (Farias, 1996).
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VIII. CONLUSIONES

Se obtuvo nisina en polvo producida por Lactococcus lactis UQ2 usando como
suero de leche como medio de cultivo mediante secado por aspersion y por
liofilizacidn. Los resultados en cuanto al rendimiento, sugieren que el mejor método
para concentrar la nisina es la liofilizacion, aunque representa un elevado costo. Sin
embargo, se obtuvo una recuperacion de actividad de nisina muy similar entre si,

por lo que a gran escala el secado por aspersion puede tener mayores ventajas.

El analisis estadistico mostré que hay un efecto significativo de los tres factores
estudiados, temperatura, pH y tiempo asi como sus interacciones entre si sobre la

actividad de nisina.

Por su estabilidad a diversos factores, la nisina puede ser utilizada como aditivo en
la industria alimentaria que a pesar de disminuir su actividad antimicrobiana, su
mecanismo de accion es llevado a cabo a concentraciones nanomolares. No
obstante, debe considerarse utilizar valores de pH de mayor estabilidad en donde la
concentracion remanente siga siendo la necesaria para llevar a cabo su mecanismo
de accion para prevenir el crecimiento de microorganismos deterioradores vy

patogenos.
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ANEXO 1

CURVA DE CALIBRACION ACTIVIDAD DE NISINA
Para calcular la actividad de cada muestra, se elabor6 una curva de calibracién de
nisina comercial disuelta en HCI a pH2 (Figura 5), con gradientes de 1, 3, 5,7y 9
Ul/mL, en la cual se interpolaron los halos de inhibicion para conocer las Ul/mL

correspondientes.

Se hizo una regresion lineal de los datos, con lo que se obtuvo un coeficiente de
correlacion de 0.998. La ecuacion de la recta es:

y=(7.8612)(x) + 11.3419

en donde y= halo de inhibicion, y x= concentracion de nisina (Ul/mL)

por lo tanto: x= y - 11.3419
7.8612

halo de inhibici€n (mm)

0.0 0.2 04 06 08 1.0 12

Log ,, concentraci<n de nisina (Ul/mL)

Figura 7. Curva de calibracion para determinar la concentracion de nisina

(Gonzalez-Toledo, 2009)
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ANEXO 2

PREPARACION DEL ESTANDAR DE NISINA (BS 4020)

Mezclar 100 000 + 1000 unidades internacionales (Ul) (100 £ 1 mg) de nisina
comercial Sigma-Aldrich en aproximadamente 80 mL de acido clorhidrico 0.02 N.
Calentar en un bafo de agua en ebullicion, asegurandose de que la solucion tenga
una temperatura no menor a 98°C por 5 minutos. Enfriar rapidamente a 20 £ 5 °Cy
permitir que se estabilice por 2 horas. Aforar a 100 mL con HCI 0.02 N. Esta

solucién contiene 1000 Ul por mililitro y es estable por 7 dias a 4-7°C.
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ANEXO 3

Cartel Cientifico
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Introduccién

Las bacteriocinas son péptidos
producidos por bacterias acido lacti-
cas. Han recibido particular atencién
en los afios recientes por su potencial
aplicacion en la industria de alimen-
tos como agentes naturales de con-
servaciéon (De Vuyst y Leroy 2007).
Los lantibiéticos o bacteriocinas de
Clase I, son péptidos antibidticos que
contienen el amino4cido lantionina
(Chatterjee et al. 2005; Willey y van
der Donk 2007). Todas las bacterias
productoras de lantibidticos tienen
mecanismos mediante los cuales re-
gulan la produccién y se protegen del
compuesto activo (Patton y van der

Donk 2005).

La nisina ha sido el primer lanti-
bidtico descrito, es un péptido bioac-
tivo sintetizado por cepas de Lacto-
coccus lactis ssp. lactis durante la fase
exponencial de crecimiento (Cotter
et al. 2005). Tiene una masa molar de
3.4 kDa y estd compuesta de 34 re-
siduos de aminoécido. Es comercial-
mente usada como un agente natural
de bioconservaciéon de alimentos y
considerada segura por la FDA (Ad-
ministraciéon de Medicamentos y Ali-
mentos de Estados Unidos). Recibié

Resumen

Se evalud la produccion de nisina por Lactococcus lactis
UQ2 en biorreactor en suero de leche suplementado a pH
controlado (5.5, 6.0 y 6.5). L. lactis UQ2 fue activada a par-
tir de su conserva en ultracongelacién en caldo MRS por
24 h a 30°C y se hicieron dos adaptaciones. Los tiempos
de fermentacion fueron de 24 h, la actividad de nisina se
evalué usando Micrococcus luteus NCIB 8166 como mi-
croorganismo indicador. La mayor produccién de nisina fue
de 575+5.2 Ul/mL a pH de 6.5. El cultivo bacteriano crecié
a una tasa especifica de crecimiento (u) de 0.86 h-1. El
extracto libre de células obtenido de las mejores condicio-
nes de produccién de nisina tuvo una actividad de 1,204.82
Ul/g después del secado por aspersion. La fraccion de nisi-
na adsorbida en las células productoras mostré una activi-
dad de 7,385 Ul/g después de una desorcion mediada por
pH. El suero de leche puede ser empleado como medio de
cultivo para la produccién de nisina por L. lactis UQ2.
Palabras clave: : Nisina, L. lactis UQ2, suero, biorreactor,
secado por aspersion.

Abstract

In this study, the production of nisin by Lactococcus lactis
UQ2 in a bioreactor on supplemented whey was studied
under controlled pH (5.5, 6.0 and 6.5). L. /actis UQ2 was
activated from ultrafrozen storage in MRS broth for 24 h at
30° C, and two adaptation stages were used. Fermenta-
tion time was 24 h and nisin activity was evaluated using
Micrococcus luteus NCIB8166 as indicator microorganism.
Highest nisin production was achieved at a controlled pH
of 6.5, showing 575+5.2 IU/mL. This culture showed a
specific growth rate of (u) 0.86 h-1. The cell free extract
obtained at conditions used for best nisin production was
spray dried and the activity was 1,204.82 Ul/g. The fraction
of nisin adsorbed to the producing cells gave an activity of
7,385 IU/g upon a pH mediated desorption. Sweet whey
could be used as alternative medium for nisin production
by L. lactis UQ2.

Key words: Nisin, L. Lactis UQ2, whey, bioreactor, spray-
drying.
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la designacién GRAS (Generalmente Reconoci-
do como Seguro) en 1988, dado que no es toxica
y se degrada por enzimas digestivas, ademas no
brinda sabor o color (de Arauz et al., 2008). La
actividad de la nisina es medida en unidades in-
ternacionales (UI), y la actividad aproximada de
1 ug de nisina pura es de 40 Ul (Lépez-Malo et
al.. 2005).

El espectro antimicrobiano incluye micro-
organismos deterioradores y patégenos de ali-
mentos principalmente bacterias Gram-positivas
como Listeria monocytogenes y Staphylococcus au-
reus. Se ha encontrado actividad contra bacterias
Gram-negativas como Escherichia coli y Salmone-
lla cuando ha sido comprometida la integridad de
la membrana externa (de Vuyst y Leroy 2007).
Estudios recientes han mostrado el mecanismo
de la nisina para inhibir la germinacién de espo-
ras de Bacillus anthracis, previniendo el estableci-
miento del metabolismo oxidativo y el potencial
de membrana de las esporas germinativas (Gut et

al. 2008).

La produccion de nisina por Lactococcus lactis
sbsp. lactis esta regulada por un mecanismo de-
nominado percepcién en quérum a nivel trans-
cripcional en el que la nisina actia como una
molécula inductora (Pongtharangkul y Demirci

2000).

La acumulacién de nisina en la monocapa
externa de lipidos de la membrana, conduce a
su agregaciéon en mondmeros y al enlazamiento
del precursor del peptidoglicano, el Lipido II.
El lipido II y la nisina forman un poro hibrido,
compuesto de ocho moléculas de nisina y cuatro
de lipido II, lo cual causa pérdida de pequefios
componentes citoplasmaticos como amino4cidos
y ATP Ademds, se colapsa el gradiente de iones,
lo cual causa un desbalance del gradiente de pH y
de la fuerza protén motriz (Lubelski et al. 2007).

Lactococcus lactis UQ2, es ampliamente utili-
zada en fermentaciones alimentarias, fue aislada
de un queso mexicano y es productora de la bac-
teriocina genéticamente identificada como nisi-
na A (Garcia-Almendarez et al. 2008). El suero
es un subproducto de la industria lactea que con-
tiene nutrientes como lactosa, proteina de exce-
lente calidad y sales minerales. Desafortunada-
mente, en nuestro pafs a pesar de sus cualidades

nutricionales el suero ha sido tradicionalmente
tratado como desperdicio. Por lo tanto, es de in-
terés utilizar este subproducto como sustrato de
fermentacién para la obtencién de productos de
valor agregado (de Arauz et al. 2008).

El objetivo de este estudio fue evaluar la pro-
duccién en lote y lote repetido de nisina en bio-
rreactor por Lactococcus lactis UQ?2 usando suero
lacteo suplementado a pH controlado (5.5, 6.0
y 6.5) adicionando cantidades subinhibitorias de
nisina comercial para promover la sobre-expre-
sién de esta bacteriocina. Ademas, evaluar la es-
tabilidad de la nisina producida mediante secado
por aspersion.

Metodologia

Activacién de Lactococcus Lactis UQ2 para la
produccion de nisina

Lactococcus lactis UQ2 proveniente de una
conserva a -70° C, se colocd en un tubo con caldo
MRS (Oxoid, Inglaterra) y se incub6 durante 24
h a 30 °C. Una vez activada la cepa, se tomaron

100 uL y se inocularon en otro tubo conteniendo
caldo MRS que se incubé bajo las mismas con-
diciones. El cultivo del dltimo tubo, se inoculé a
un matraz conteniendo 20 mL de suero de leche
a una concentracién de 14.9 g/L (esterilizado a
118°C/10 min) suplementado con soluciones es-
tériles de sulfato de magnesio (Sigma, EUA), 0.5
g/L, sulfato de manganeso (Sigma) 0.1 g/L, pep-
tona de soya (Bioxon, México) 13.8 g/L, Tween
20 (Sigma) a 0.02 g/L y 1.86 UI/L de nisina (MP
Biomedicals, EUA) como inductor (Garcia Parra
et al. 2011), se incubé a 30°C durante 24 h. Este
cultivo se usé como inéculo (1%, v/v) en 50 mL
de otra solucién de suero de leche (New Zealand
Dairy Board, Nueva Zelanda) suplementado de
la misma manera vy se incub6 a 30°C por 10 h, de
esta tltima solucién se tomé un indculo (1% v/v)
que se administré a 1 L de medio suplementado y
se procedié a realizar la fermentacién por 24 h en
un biorreactor instrumentado de 3 L (Applikon,
EUA). La nisina como inductor se administré a
las 2 h de iniciada la fermentacién. Las condi-
ciones de fermentacién en el biorreactor fueron:
agitacion de 200 rpm, flujo de aire de 10 mL/min,
temperatura a 30 °C, el pH se controlé a 5.5, 6.0



PRODUCCION DE NISINA POR LACTOCOCCUS LAC
EVALUACION DE SU ACTIVIDAD DESPUES DEL SECADO,

CIENCIA@UAQ. 4(2):2011

EMENTADO Y

y 6.5 para distintas fermentaciones con solucio-
nes de HCl 1 M y NaOH 1.4 M; vy se tomaron
muestras de 10 mL cada 2 h para realizar anélisis
posteriores.

Produccién de nisina bajo el régimen de lote re-

petido

Se llevé a cabo la activacion de Lactococcus
lactis UQ2 en medio MRS y posteriormente en
suero de leche suplementado como se indica en
la seccién anterior. Las condiciones de fermen-
tacion en el biorreactor fueron 200 rpm, 10 mL/
min de aire, 30°C, pH 6.0 y 30°C. Luego de 24 h
se detuvo la agitacion y se esper6 a que las células
sedimentaran, se retird la mayor parte del medio
fermentado mediante una bomba peristiltica y
se administré 1 L de medio fresco estéril a base
de suero lacteo suplementado. Se continué la
fermentaciéon bajo las mismas condiciones, des-
pués de 24 h se extrajo el medio y se administrd
nuevamente 1 L de medio fresco suplementado y
estéril para continuar con la fermentacién hasta
que se cumplieron 72 h en total. La nisina usa-
da como inductor se administré después de 2 h
de fermentacién en cada caso en que se agregd
nuevo medio de cultivo. Se tomaron muestras de
10 mL cada 2 h para realizar los andlisis corres-
pondientes.

Determinacién de la curva de desarrollo

Para la curva de crecimiento de Lactococcus
lactis, se prepararon diluciones decimales se-
riadas. Se colocaron tres gotas de 20 ul de las
diluciones correspondientes, en placas de agar
MRS y se dejé secar a temperatura ambiente en
campana de flujo laminar, se incubaron a 30°C y
después de 24 h se procedié a contar las colonias
en las placas (Flowers et al. 1992).

Determinacién de la actividad de nisina

M. luteus NCIB 8166 proveniente de una
conserva en perlas de vidrio perforadas a -70°C,
se colocd en un tubo con caldo assay y se incub6
48 h a 30°C. Posteriormente, se inocul6 por es-

triado en un tubo inclinado con agar assay (Gon-
zalez-Toledo et al. 2010).

Para realizar los ensayos de actividad se tomd
el cultivo de los tubos, diluyendo con 1 mL de
solucién Ringer %4 y se guardé en un frasco es-

téril; de esta solucién concentrada, se ajusté la
concentracién del microorganismo a una A, de
0.2 = 0.01, la solucién obtenida se denominé so-
lucién de trabajo. Las muestras se calentaron a
80°C durante 30 min, para inactivar proteasas,
luego se centrifugaron durante 15 min, a 4°C y
10,000 rpm. Al sobrenadante denominado ex-
tracto libre de células (ELC) se le ajust6 el pH a
6.5 con NaOH 0.1 N para evitar el efecto antimi-
crobiano del 4cido lactico producido.

Las placas para la determinacién de actividad
se prepararon con medio assay, inoculado con
2% v/v de la solucién de trabajo de Micrococcus
luteus y 2% v/v de solucién de Tween 20 al 50%
(v/v). En cada caja preparada se hicieron perfo-
raciones con un horadador No. 4 estéril. En cada
perforacion se colocaron 60 uL de la dilucién del
ELC correspondiente, con tres réplicas. Las pla-
cas inoculadas se incubaron durante 48 h a 30°C,
para observar la formacién de halos de inhibiciéon
alrededor de los pozos. Después del periodo de
incubacién, se midi6 el halo de inhibicién, para
cuantificar la nisina, expresindose la actividad
antimicrobiana en Unidades Internacionales
(UI). Este valor se calculé mediante el halo de
inhibicién obtenido, en una curva de calibracién,
y multiplicando por el inverso de la dilucion de la

muestra (British Standard 4020 1974).
Determinacion de proteina

Se preparé una curva estdndar a partir de una
solucién de seroalbdmina bovina (0.5 mg/mL),
como blanco se utilizaron 100 uL de solucién sa-
lina (0.15 M NaCl). A 100 uL de las muestras
diluidas en solucion salina se les agreg6é 1 mL de
solucién de Azul Brillante de Coomassie (Biorad,
EUA) se homogenizaron en vortex y se dejo re-

posar por 5 min para leer A595 (Bradford 1976).
Determinacion de aziicares totales

Se preparé una solucién patrén de 0.4 ug/
mL de lactosa para realizar la curva estdndar. A 1
mL de la muestra diluida con agua destilada se le
agregd 62.5 ul de una solucién de fenol (Sigma)
al 80% p/v y se homogenizé en vértex. En una
campana de extraccién se agregd directamente
sobre la muestra 2.5 mL de 4cido sulftirico con-
centrado (Merck, Alemania), se homogenizé en
vortex vy se llevo a un bafio de hielo. Después de
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15 min se ley6 la A, (Dubois et al. 1956).

490

Determinacion de los pardmetros cinéticos

Se obtuvieron muestras de fermentacién a las
4,6y 8h, 10 mL de cada muestra se filtraron por
una membrana de poro de 0.45 um a peso cons-
tante, se secaron a 110°C y por diferencia de peso
se determiné la biomasa de la muestra. La po-
blacion de las muestras se determiné por vaciado
en placa. Con los datos de biomasa y cuenta mi-
crobiana se determin la velocidad especifica de
crecimiento segin la ecuacién de Monod (Bazin

etal.. 1997).

Secado por aspersion y evaluacion de la estabi-

lidad

Las muestras de los tratamientos donde se ob-
servé mayor actividad se secaron por aspersién
(Buchi, Mini Spray Dryer B-191) los pardmetros
fueron temperatura de entrada 180°C, tempera-
tura de salida 80°C y se evalué la estabilidad del
polvo a diferentes condiciones. Las muestras en

polvo se re-suspendieron en agua destilada y se
sometieron a diferentes tratamientos, estudiando
los factores temperatura (62 °C, 100 °C, 121 °C),
pH (2, 5, 7) y tiempo (5, 10, 15 min), utilizando
un disefio factorial 3* con una réplica, teniendo
un total de 54 tratamientos. La variable respuesta
fue la actividad de nisina.

Resultados y discusion
Curva de desarrollo y produccién de nisina

La figura 1 (a, b y c¢) muestra la relacién entre
la poblacién de Lactococcus lactis UQ2 vy la acti-
vidad a cada uno de los pH usados durante las
fermentaciones en suero. Se observa que a pH
5.5 se alcanza una poblacién de 7.4 log UFC/mL
a las 8 h, tiempo donde se observa la mayor acti-
vidad de nisina, de 297 Ul/mL. A pH de 6.0, la
mayor actividad de nisina se encontrd a las 24
h, siendo de 380 Ul/mL, con una poblacién de
6.58 log UFC/mL. La mayor actividad se encon-
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Figura 1. Curva de desarrollo de Lactococcus lactis UQZ y actividad de nisina producida en suero de
leche suplementado usando control de pH; a) pH 5.5, b) pH 6.0y ¢) pH 6.5.
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tr6 después de 12 h de fermentacién a pH de 6.5
con 575 Ul/mL, observandose una poblacién de

7.82 log UFC/mL.

La produccién de nisina A, metabolito pri-
mario del crecimiento de Lactococcus lactis UQ2,
se llevo a cabo mediante diferentes condiciones
en el biorreactor. Aunque L. lactis es anaerobia
facultativa, Jozala et al. (2007), reportaron que
se requerfa un flujo de aire para obtener mayor
produccién de nisina, como es el caso en este tra-
bajo.

Gonzilez-Toledo y col. (2010), realizaron un
disefio estadistico para encontrar las condiciones
6ptimas de produccién de nisina usando suero
dulce de leche suplementado, encontrando una
actividad maxima de 178 Ul/mL a las 6 h, equi-
valente a 0.74 mg de nisina/(L h). Sin embargo,
Liu et al. (2007, han sugerido que el control de
pH del medio puede favorecer la produccion de
la nisina, por ello se realizaron fermentaciones
en suero de leche a pH controlado de 5.5, 6.0
y 6.5. Por otro lado, Gujarathi et al. (2008) en-

contraron un maximo de produccién de nisina de

6,800 UA/mL usando un cultivo optimizado con
Lactococcus lactis MTCC 440, pero no reportaron
su equivalente en IU por lo cual no es posible
compararlo con nuestros resultados.

Fermentaciones bajo el régimen de lote repetido

El comportamiento de la poblacién durante
las fermentaciones en suero de leche bajo el ré-
gimen de lote repetido se muestra en la figura 2,
las células obtenidas al final de la fermentacién
después de 24 h y 48 h (dias 1 y 2) se utilizaron
como inéculo para el medio fresco administrado
los dias 2 y 3, respectivamente. La méxima po-
blacién alcanzada fue de 8.9 log ufc/mL, a las 48
y 72 h (dias 2 y 3), a las 24 h (dfa 1) la méxi-
ma poblacién fue de 8.3 log ufc/mL. El pH se
control6 a 6.0 para los tres dfas. En la figura 3 se
observa la actividad de la nisina producida por
Lactococcus lactis UQ2 en suero de leche a pH
6.0 bajo el régimen de lote repetido, la méxima
actividad alcanzada fue de 349 Ul/mL a las 24 h
(dia 1) después de este tiempo, no se logré obte-
ner actividad mayor. Sin embargo, se observaron
aglomerados durante los dfas 2 y 3, sugiriendo la
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Figura 2. Poblacién de Lactococcus lactis UQ2 en suero de leche suplementado bajo el régimen
de lote repetido en biorreactor.

51



PINA MD., ET AL.

PRODUCCIO ; ‘%. ]

TIS UQ2 USANDO SUERO LACTEO SUPLEMENTADO Y

SU ACTIVIDAD DESPUES DEL SECADO POR ASPERSION

52

posible formacién de biopeliculas en las paredes
del fermentador, y posiblemente la aglomeracion
de nisina con la consecuente pérdida de activi-
dad, por lo cual la actividad no tuvo relacion di-
recta con el crecimiento celular.

Se ha sugerido que una mayor densidad de
biomasa contribuye directamente a una ma-
yor produccién de nisina. Pongtharangkul y
Demirci(2006), encontraron una maxima activi-
dad de 579 y 1100 Ul/mL usando glucosa y saca-
rosa como fuentes de carbono respectivamente
en un biorreactor al que le colocaban placas de
biopeliculas celulares y realizando la fermenta-
cién por lote repetido bajo control de pH a 6.8.
Esta fue la razén para llevar a cabo fermentacio-

nes bajo el régimen de lote repetido y controlan-
do el pH a 6.0, aunque en nuestro estudio se uti-
lizaron células libres.

El consumo de la protefna por el microorga-
nismo Lactococcus lactis UQ2 tuvo un comporta-
miento semejante durante los tres dias. Al admi-
nistrarse medio fresco, la concentracién inicial de
proteina fue aproximadamente la misma, de 5.4
+ 0.2 mg/mL y la concentracién minima a las 24
h de cada dfa de realimentacién fue también se-
mejante, siendo de aproximadamente 3.9 = 0.03
mg/mL, es decir, se consumié aproximadamente
el 28 % de la proteina inicial.

300 A
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Figura 3. Actividad de nisina producida por Lactococcus lactis UQ2 en suero de leche suplementado
bajo en régimen de lote repetido en biorreactor.
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Se encontrd una concentracién inicial similar
de lactosa durante los tres dfas de la fermentacion
de 78.0 = 3.8 mg/L debido a la administracién de
medio fresco, y al finalizar cada dia se observaron
24.6 = 5.08 mg/L, indicando un consumo diario
de aproximadamente 68.4% del nutriente.

La determinacién de proteina y azicares fue-
ron de importancia como un indicativo de que
las células que se encontraban en el fermentador
estaban en desarrollo, el consumo de estos nu-
trientes indicé el crecimiento del microorganis-
mo y mediante la determinacién de la poblacién
se observé que se mantuvieron en fase estaciona-
ria la mayor parte del tiempo.

Atn cuando se obtuvo mayor biomasa, no se
alcanzaron valores mayores de actividad de nisi-
na, esto concuerda con lo sugerido por De Vuyst

y Leroy (2007), quienes concluyen que no hay
siempre una relacién lineal entre la concentra-
cién de biomasa y la produccién de nisina.

En la figura 4 se muestra la relacién entre el
crecimiento de Lactococcus lactis UQ2, la activi-
dad de la nisina producida y el consumo de pro-
tefna y aztcares durante las primeras 24 h de la
fermentacién en suero de leche con control de
pH a 6.0. Se observa que durante las primeras
12 h la relaciéon entre el crecimiento y la activi-
dad de nisina es directa, sin embargo, a las 24 h
atn cuando decrece la poblacién, la actividad se
mantiene e incluso sigue en aumento alcanzando
349.08 Ul/mL. La relacion entre la poblacién y la
actividad con el consumo de proteina y azticares
es inversa y el consumo de ambos nutrientes tie-
ne un comportamiento semejante.
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Figura 4. Actividad de nisina, poblacién de Lactococcus lactis, consumo de protefna y azticares tota-
les evaluados durante la fermentacion a pH 6.0.
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Cuadro 1. Tiempo de fermentacion, maxima actividad de nisina y pardmetros cinéticos a
cada valor de pH controlado (valores +desviacion estandar).

Tiempo Actividad mg de nisina/g
pH UI/(mL h)
(h) Ul/mL biomasa
5.5 8 29749.2 37.23+1.15 323.48+10.26
6.0 24 380+25 15.71+1.04 325.17+21.39
6.5 12 57517 44.45+1.41 260.87+7.71
Determinacion de pardmetros cinéticos Conclusion

La tasa de crecimiento es especifica para cada
microorganismo y para cada medio de cultivo. En
este caso se encontrd una (u) de 0.86 h-1. La tasa
méxima de produccién de nisina y el tiempo co-
rrespondiente, se muestran en el cuadro 1.

Evaluacién de la estabilidad de la nisina secada
por aspersion

El extracto celular obtenido bajo las mejo-
res condiciones resulté en 1,205 Ul de nisina/g
obtenido después del secado por aspersion. De
acuerdo con el analisis estadistico del disefio ex-
perimental, los factores temperatura y pH fueron
significativos (p<0.05, datos no mostrados) en la
estabilidad de la nisina. Las condiciones en las
que hubo menor pérdida de actividad fueron pH
2.0 y temperatura de 62 °C por 5 min. La técni-
ca de adsorcién-desorcién se uso para obtener la
fraccion de nisina adsorbida en las células pro-
ductoras, las cuales después del secado dieron
una actividad de 7,385 Ul/g. Se puede asumir que
cierta proporcion de la bacteriocina se adsorbe y
puede ser liberada si se disminuye el pH.

El suero lacteo, un subproducto de la indus-
tria ldctea puede utilizarse para producir la bac-
teriocina nisina A, usando la cepa nativa Lacto-
coccus lactis UQ?2. El control de pH resulté una
herramienta efectiva para mejorar la produccién
de nisina, obteniéndose un titulo de actividad 3.2
veces mayor (575 Ul/mL) cuando se controlé el
pH (6.5), que sin control de éste. La temperatu-
ra y el pH fueron significativos para estabilizar la
nisina en polvo.
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