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RESUMEN

La nisina es un péptido bactericida, producida por cepas de Lactococcus lactis
subsp. Lactis, este agente antimicrobiano es utilizado en la industria de alimentos
como un conservante natural y muestra actividad contra un amplio rango de

bacterias Gram positivas, sus esporas, y algunas Gram negativas.

Durante la ejecucion de este proyecto se evaluaron las condiciones operacionales
en un bio-reactor controlado tales como el pH, la velocidad de agitacion y tiempo
de fermentacion, para la produccién de nisina, utilizando como microorganismo
productor Lactococcus lactis subsp. Lactis y suero de queseria que es un efluente
industrial, esto para disminuir los costos que surgen al emplear medios de cultivo
comerciales, lo que puede impulsar su escalado a nivel industrial. Mediante un
disefio de experimentos se determiné que un pH de 7,5 y una agitacion de 100
rpm son las condiciones adecuadas para la produccién de la bacteriocina, donde
el parametro de velocidad de crecimiento um fue de 0,366 h'*. Por ditimo se
encontr6 que a las 8 h de fermentacién se produjo la mayor cantidad de nisina
obteniéndose un halo de inhibicion promedio de 0,93 cm, esto se establecid
cualitativamente mediante la medicion de los halos de inhibicién en las pruebas de

actividad.

PALABRAS CLAVES: NISINA, BACTERIOCINA, SUERO DE QUESERIA,

CONSERVANTE, GRAM-POSITIVA, LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP LACTIS,
FERMENTACION, BIOMASA, BIO-REACTOR



INTRODUCCION

Una de las principales causas de proliferaciéon de enfermedades a nivel mundial es
el deterioro de los alimentos originado principalmente por diferentes agentes
microbianos, quimicos y fisicos que son inaceptables para el consumo humano
(GENMIC, 2007), (Cintas, 2001). Estimandose una pérdida del 20% en los
alimentos como frutas y verduras por el deterioro microbiano. (Cintas, 2001),
(Marchese, 2012). En el mundo se pierden aproximadamente 13000 millones de
toneladas de alimentos al afio, asegura la Organizacion de Naciones Unidas para

la Agricultura y la Alimentacion (FAO) (Gomez, 2011).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha notificado que cada afio los siete
agentes patdgenos principales en los alimentos (Campilobacter jejuni, Clostrium, E
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella, Staphylococcus aureus y Toxoplasdium
gondii) causan 76 millones de casos de infeccion al afio solamente en los Estados
Unidos, lo que da lugar a pérdidas econdmicas superiores a los 7 millones de

dolares (Instituto Nacional de salud, 2012).

La incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos contaminados ha
alcanzado grandes proporciones en todo el mundo y la calidad en cuanto
inocuidad de los alimentos se ha convertido en la preocupacion principal de la
comunidad internacional. A pesar de la escasez de datos, ha sido posible
identificar la aparicibn de nuevos problemas directamente relacionados con el
deterioro de alimentos, como la pobreza, la exposicion a ambientes contaminados
y la falta de instalaciones aptas para la preparacién de los alimentos entre otros.
Estos problemas pueden tener caracter quimico, bioldgico o fisico y provocan un

efecto perjudicial en la salud de quien lo consume (Navarro, 2012).
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Para retrasar el deterioro de los alimentos debido a la accién de microorganismos,
se emplean sustancias antimicrobianas para inhibir, retardar o prevenir el
desarrollo y la proliferacion de bacterias, levaduras y mohos. Como los son los
compuestos sulfatados, nitratos, nitritos, acido benzoico, acido ascorbico, entre
otros (Garceés, 2008). Este creciente consumo de conservantes artificiales en los
alimentos, ha originado algunas enfermedades degenerativas en el sistema
metabdlico tales como: cancer, malformaciones en fetos, teratogénicas,
mutagénicas (Berry, 1990).

Teniendo en cuenta lo anterior se hace necesario el uso de conservantes no
perjudiciales para la salud, como lo son las bacteriocinas, estas son péptidos
bactericidas producidos por algunas bacterias para inhibir el crecimiento de una
cepa bacteriana similar y que pueden ser facilmente metabolizadas en la flora
intestinal sin generar dafios en el cuerpo. Entre ellas se encuentran las
bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas, las cuales han sido
ampliamente estudiadas (Hee, 2002), (Tecnologia de Alimentos: Bacteriocina,
2008), (Dermirci. A., 2004).

El péptido nisina, es producido por cepas de Streptococcus lactis o Lactococcus
lactis subsp. Lactis. (Simsec, Akkoc, H & Saris, 2009), (Ababouch, Chaibi, &
Busta, 1992). Este agente antimicrobiano muestra actividad contra un amplio
rango de bacterias Gram positivas y sus esporas, y algunas bacterias Gram

negativas (Dermirci. A., 2004).

La nisina es una de las bacteriocinas mas estudiadas, Unica avalada por la FDA
(Food and Drugs Administration) para su uso como conservante en los alimentos,
con una dosis maxima de 33000 U/kg de peso corporal (Simsec, Akkoc, H., &
Saris, 2009). Dicha bacteriocina se ha utilizado en la industria farmacéutica, en la

producciéon de cosméticos, y en productos para la atencion odontoldgica,
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tratamiento de Ulceras gastricas, infecciones del colon, ademas para el control

potencial de la natalidad y en la practica veterinaria (Delves & Davies, 2004).

Las ventajas de la nisina sobre otros conservantes de alimentos estan dadas por
su no toxicidad, estabilidad térmica a bajo pH, es incolora y no tiene sabor.
Ademas potencia el sabor, la textura e incrementa el valor nutricional de los

alimentos (Dermirci. A., 2004).

En relacion a la produccion de nisina, se han abordado analisis principalmente
desde las variables del pH, temperatura, aireacion, agitaciéon y medios de cultivo,
para llegar a las condiciones Optimas de produccién (Amiali, Lacroix, & Simard,
1998).

Los requerimientos para el crecimiento de especies productoras de nisina, como
Lactococcus lactis subsp. Lactis, son suministrados generalmente a partir de
medios comerciales de composicion definida tales como el M-17, debido a esto la

produccion de nisina resulta costosa a gran escala, (Burzul & Omer, 2009).

En respuesta a lo anterior se han evaluado algunos subproductos de origen
agroindustrial (entre ellos se encuentra el suero de queseria), con la finalidad de
disminuir los costos de produccion y mejorar el medio de cultivo, cumpliendo asi
con los requerimientos de crecimiento del microorganismo productor de la nisina,
Lactococcus lactis subsp. Lactis, (Zhang, Zhaoliang, Wub, & Wang, 2011), (Harb V
& Herrera A, 2009).

El suero de queseria posee una alta capacidad contaminante por su contenido en
proteinas y lactosa, lo que permite la facil reproduccion de microorganismos
ocasionando cambios en la DBO que varia entre 30000 a 50000 mgO,/L
(Burbano, 2012). Durante muchos afios este efluente ha sido eliminado en rios,

cloacas y campos provocando asi una fuerte contaminacién del medio ambiente,
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en un principio se buscé aprovechar este suero, como alimento para cerdos y
produccién de queso ricotta, pero gran parte del volumen de suero producido
seguia descartandose. Actualmente, el suero de queseria es un subproducto
valioso que puede utilizarse para la produccion de suero en polvo como sustituto
de leche en polvo para panificacion, elaboracion de bebidas lacteas, helados y
chocolates y caramelos (Valencia, 2008). Actualmente, se estima que la
producciéon mundial del suero residual alcanza los 145 millones de toneladas

anuales (Valencia Denicia & Leticia Ramirez, 2009).

Segun estudios realizados en la Universidad Pontificia Bolivariana por Harb y
Herrera (2009), el suero de queseria puede emplearse para la produccion de
nisina adicionando un suplemento de caseina entre 12-17 g/L y ajustando el pH
en un rango inicial entre 5-5,5; con lo cual se encontré6 que un aumento en el pH
ocasiona una disminucion en la produccién de nisina y aumento en la produccion
de biomasa y ademas, se definié una metodologia simple para la concentracion de
la nisina en la que se obtuvo un efecto de inhibicion superior al reportado para las

dosis recomendadas de nisina a nivel comercial (Harb V & Herrera A, 2009).

El propésito de este trabajo fue establecer las condiciones de operacién para la
produccién de nisina a partir de suero de queseria en un bio-rreactor controlado
con el fin de mejorar los rendimientos de produccion de este conservante natural,
lo que podria impulsar su escalado a nivel industrial y la disminucion del impacto

ambiental por el aprovechamiento de un residuo como el suero de queseria.
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1. MARCO TEORICO

1.1 LANTIBIOTICOS

La historia de los lantibioticos es mayor que la de los antibiéticos convencionales y
se remonta a una época anterior al descubrimiento de la penicilina. El lantibiotico
mas conocido es la nisina, y fue descubierto en la década de 1920, desde
entonces ha tenido una amplia aplicacion como una alternativa segura para la
preservacion de alimentos en aproximadamente 50 paises por mas de 40 afios
(Alkhatib, Abts, Mavaro, Schmitt, & Smits, 2012).

Los lantibioticos son pequefios péptidos con accién antibiética, derivados de
prepéptidos sintetizados por ribosomas en algunas bacterias Gram positivas a
traves de diferentes modificaciones postraduccionales (fendmeno que tiene por
objeto procesar o alterar los polipéptidos recién sintetizados con el fin de producir
la conformacion tridimensional correcta de las proteinas) que implican la
deshidratacién de la serina, treoina, y los residuos de cisteina. Se conocen
aproximadamente 50 lantibidticos, y casi 20 grupos de genes, que contienen los
factores determinantes para la modificacion, procesamiento, exportacion vy
produccién de autoproteccion lo que hace a los lantibidéticos compuestos atractivos
para el disefio de nuevos medicamentos anti-infecciosos (Bonelli, Wiedemann, &
Sahl, 2006). Los genes que codifican para la produccion de los lantibiéticos estan
altamente organizados en operones que contienen todos los genes requeridos
para la maduracion, el transporte, la inmunidad y la sintesis. El lantibiético mejor
caracterizado es la nisina producida por Lactococcus lactis, esta es activa frente a
otras bacterias Gram positivas a traves de distintos modos de accion (Andersena,
Carvalhob, & Neves, 2008).
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Los lantibidticos segun su estructura se dividen en dos grupos: lantibiéticos tipo A
y tipo B. Entre los tipo A estan la nisina, subtilina, galidermina y pep5, estas
bacteriocinas se caracterizan por ser alargadas y anfifilicas (Bonelli, Wiedemann,
& Sahl, 2006), las tipo A son moléculas lineales fuertemente catidnicas, en
contraste las tipo B que son moléculas globulares con poca o ninguna carga neta,
como la ancovenina. Los lantibiéticos tipo B también son fuertemente anfifilicos.
Sin embargo, poseen menor libertad conformacional que la de los péptidos tipo A
(Bonelli, Wiedemann, & Sahl, 2006), (Bower, Bothwell, & McGuire, 2001).

En la Figura 1 se observa la estructura de los lantibi6ticos tipo A y tipo B. Los
primeros atacan a las bacterias mediante la formacién de poros en la membrana
citoplasmética, mientras que los otros inhiben la biosintesis de la pared celular.
Los aminoacidos conservados que probablemente son cruciales para la actividad
de los péptidos se muestran sombreados en la Figura 1. ABU: Acido amino
butirico, DHA: Deshidroalanina, ALA-S-ALA: Lantionina, DHB:3-
Metildeshidroalanina, ABU-S-ALA: 3 Metil-lantiona (Sahl & Brotz, 2000).
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Figura 1: Lantibidticos tipo Ay tipo B

Lantibioticos tipo A
Nisina

Lantibioticos tipo B
Mersacidina

Fuente: Sahl, H. J., & Brétz, H. New insights into the mechanism of action of lantibiotics -diverse
biological effects by binding to the same molecular target. En: Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 2000 [En linea]<Disponible en:

http://jac.oxfordjournals.org/content/46/1/1/F1. expansion.html>
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1.2 NISINA

La nisina es un péptido producido por ciertas cepas de Lactococcus lactis subs
Lactis y se caracteriza por su efecto antimicrobiano (Juncioni de Arauz & Otros.,
2009).

La nisina es una bacteriocina de bajo peso molecular que inhibe el crecimiento de
una amplia gama de microorganismos Gram positivos asi como la germinacién y
el crecimiento excesivo de esporas de Bacillus y Clostridium. Debido a su
toxicidad insignificante para seres humanos, se ha utilizado ampliamente como un
conservante en la industria alimentaria. Existen numerosas aplicaciones de la
nisina como un preservarte natural de alimentos, incluyendo productos lacteos,
carnes y alimentos enlatados (Asaduzzaman & Kenji, 2009). Adicionalmente, se
ha utilizado como agente potencial en productos farmacéuticos, veterinarios y

productos para el cuidado de la salud (Juncioni de Arauz & Otros., 2009).

Esta bacteriocina se descubrié cuando diversas investigaciones encontraron que
las cepas de Lactococcus lactis producian una sustancia que inhibia el
crecimiento de otros cultivos en el queso. En 1944, Mattick y Hirsch lograron aislar
la sustancia inhibidora; mas tarde, en 1950, el mismo grupo de investigacion aplicé
con éxito la nisina en un tipo de queso suizo y en el queso fundido para prevenir el
deterioro causado por los microorganismos del género Clostridium (Juncioni de
Arauz & Otros., 2009).

La nisina recibi6 la designacion GRAS (Generalmente reconocida como seguro,
por sus siglas en inglés) en 1988, debido a que no es tdxica, se degrada por
enzimas digestivas, ademas no brinda sabor ni color (Pifia Suarez & otros, 2011).

Existen dos variantes de origen natural de la nisina, la nisina A y la nisina Z, que

difieren en un anico aminoacido en la posicidén 27. La asparagina en la nisina Z se
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sustituye por histidina en la nisina A. La nisina Z parece ser ligeramente mas
difusible en agar y mas soluble en pH neutro (Cabo, Murado, Gonzalez, &
Pastoriza, 2001). En las Figuras 2 y 3 se observa la estructura primaria de la

nisina Ay Z respectivamente.

Figura 2. Estructura primaria de la nisina A.

EEEEE®

Fuente: Zhang, Zhaoliang, Wub, Wang. Effect of ionic strength on the foam separation of nisin
from the fermentation, 2011. En: Science Direct, [En linea] <Disponible en

http://www.sciencedirect.com>.
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Figura 3. Estructura primaria de la nisina Z

Fuente: Meindert De Vos, Kuipers & Siezen. Lantibiotics similar to nisin a, lactic acid bacteria which
produce such lantibiotics, method for constructing such lactic acid bacteria and method for
presening foodstuffs with the aid of these lantibiotics and these lactic acid bacteria producing
lantibiotics. EE.UU. 5928946 A. 27 de Julio de 1999.

La produccién de nisina por Lactococcus lactis subs Lactis esta regulada por un
mecanismo denominado percepcion en quérum a nivel transcripcional en el que la

nisina actda como una molécula inductora (Pifia Suarez & otros, 2011).

Para determinar el espectro antimicriobiano de la nisina sobre microorganismos
patdgenos de los alimentos se mide la actividad en unidades internacionales (Ul) y
se emplean microorganismos sensibles como las bacterias Gram positivas Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus, en el caso de bacterias Gram negativas
como Escherichia coli y Salmonella puede determinarse la actividad cuando ha
sido comprometida la integridad de la membrana externa. La nisina también inhibe
el crecimiento de las esporas de Bacillus anthracis, previniendo el establecimiento
del metabolismo oxidativo y afectando el potencial de membrana de las esporas

germinativas (Pifia Suarez & otros, 2011).
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1.3 LACTOCOCCUS LACTIS

El Lactococcus lactis es una especie de bacteria no esporulante, no maétil, Gram
positiva usada extensamente en la produccion de mantequilla y queso (Madigan &
Martinko, 2005). En las dos Ultimas décadas, la fisiologia y genética de esta
bacteria han sido estudiadas de forma detallada (Mierau, Olieman, Mond, & Smid,
2005). Las bacterias de este género son tipicamente esféricas u ovoides, de 0,5 a
1,2 ym por 0,5 a 1,5 um, y se agrupan en pares o en cadenas cortas. El
Lactococcus difiere de otras bacterias acido lacticas por su tolerancia al pH, la sal
y temperaturas de crecimiento entre 30°C y 37°C, por lo que es considerado un
microorganismo mesofilico. Se emplea en la industria lactea en la manufactura de

fermentados como quesos o yogures. (Moreno, 2010).

Lactococcus lactis se caracteriza por su capacidad para convertir la lactosa casi
exclusivamente en acido lactico produciendo una acidificacion rapida del medio, lo
que inhibe la proliferacién de otros organismos (Zhang, Zhaoliang, Wub, & Wang,
2011).

1.4. PRODUCCION DE NISINA

Como se menciond anteriormente la nisina es producida por el Lactococcus lactis
subsp. Lactis, durante el proceso de fermentacion (Pongtharangku & Demirci,
2006). Su biosintesis se produce durante la fase de crecimiento exponencial y se
detiene por completo cuando las células entran en la fase de crecimiento
estacionario (Vessoni P & Morales, 2002); para su produccion se requieren
sustratos con los nutrientes necesarios y el establecimiento de las condiciones de

fermentacion Optimas que permitan el crecimiento del microorganismo.
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1.4.1 Sustratos

Diferentes tipos de sustratos se han utilizado para la produccion de nisina como:
melaza de azUcar, papas de desecho, visceras de pescado hidrolizadas, cebada y
suero permeado o suero de desecho de la industria quesera (Chuanbin, Yan , &
Shulin, 2005) (W.S, R.J, & N.W, 1997) (Pifia Suarez & otros, 2011)

Algunos estudios realizados con papas de desecho revelan que estas estan
enriquecidas con nutrientes como el almidén, minerales, y proteinas, pero estos
solos no pueden proporcionar lo suficiente para el crecimiento de Lactococcus
lactis subsp. Lactis, generandose la necesidad de proporcionar nutrientes
adicionales a fin de obtener un mayor y mejor crecimiento de la bacteria acido
lactica y por ende un incremento en la produccién de nisina (Chuanbin , Yan , &
Shulin, 2005).

La alta demanda de fuentes peptidicas a escala industrial para la produccién de
bacterias acido lacticas y bacteriocinas ha elevado el precio de los productos
generados. Por lo que se han realizado estudios para obtener fuentes alternativas
de suplementos protéicos. Vasquez y Morales en 2010 evaluaron la produccién de
peptonas a partir de visceras de pescado hidrolizadas, mostrando ser excelentes
para el crecimiento de bacterias acido lacticas, y de microorganismos con
requerimientos de nutrientes peptidicos. Se logré una disminucion de los costos
respecto a la utilizacion de medios comerciales (MRS, TGE, APT) (Vasquez,
Gonzales, & M.A, 2004).

El extracto fermentado de cebada (FBE) obtenido a partir del subproducto de la
cebada de shochu y sus fracciones de etanol fueron evaluadas por Furuta y
colaboradores (2008), como un medio de cultivo y suplemento por contener

nitrbgeno y diversos tipos de minerales y vitaminas Utiles que estimulan el
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crecimiento de bacterias acido lacticas, para la produccién de nisina A por

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454,

1.4.1.1 Suero permeado- Suero de queseria.

La nisina comercial es producida por fermentacion a gran escala con medios de
cultivo que contienen un alto grado de nutrientes, como el suero permeado, un
subproducto de la industria quesera y que sirve como un medio econémico para la

produccién de la bacteriocina (Xia, Chung, & Yang, 2003).

El suero de queseria también se ha empleado como alimento para animales y
produccion de suero en polvo que se utiliza como sustituto de la leche en polvo y
huevo para panificacion (Valencia, 2008), mejorando el contenido nutricional de

los alimentos.

Existen dos clases de suero, suero dulce y suero acido, los cuales dependen de
los métodos empleados para la coagulacion de la leche. El suero dulce, proviene
de quesos coagulados con renina; la mayoria de este suero se compone de
nitrdgeno no proteico y tiene una gran concentracion de lactosa (cerca del 51% de
todo el suero), es mas rico en proteinas (7%) pero pobre en acido lactico, el
porcentaje restante es un conjunto de sales y minerales. El pH oscila entre 6,4 y
6,6. El suero acido proviene de quesos coagulados con acido acético; es el
subproducto comun de la fabricacion de queso blanco y por su pH de 4,6 resulta
corrosivo para los metales, contiene mayor proporcion de nitrdgeno no proteico
(27%) y posee menos lactosa (42%), ya que por provenir de leches acidas, parte
de la lactosa se convierte en acido lactico (10%) y debido a la desnaturalizacion
que ocasiona este pH es mas pobre en proteinas (6%). La Tabla 1 muestra la

composicion del suero de acuerdo al proceso de elaboracion de quesos.
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Tabla 1. Composicion del suero segun el tipo acido o dulce.

Composicion media del suero

Propiedad Suero dulce Suero acido

pH 5,8-6,6 4,4-50
Lactosa (%) 51,0 42,0
Proteinas (%) 7,0 6,0
Materia grasa (%) 0,2 10

Minerales (%) 4,0-5,0 7,0-8,0
Calcio (%) 0,45 1,05
Fésforo (%) 0,4 0,8
Acido lactico (%) 0,0 10,0

Fuente: Pintado Vallejo, Pamela Jackeline. Elaboracién de manjar utilizando suero de queseria a
diferentes niveles como sustituto de la leche en el Canton Pastaza. Ecuador.2012. [En Linea].
<Disponible en: http://conectarural.org/sitio/sites/default/files/documentos/ TESIS% 20DE
%20PAMELA%20PINTADO. pdf>

Aproximadamente 9 Kg de suero resultan de la produccion de cada kilogramo de
queso fresco producido y el costo asociado con la eliminacion de este volumen de
suero de leche genera un alto costo a nivel ecolégico, puesto que la alta demanda
guimica de oxigeno (DQO) (50KgO./ton suero) de suero de leche o permeado de
suero hacen de su disposicion un problema. Por lo tanto, el uso de este residuo
como materia prima para la fermentacion ha sido durante mucho tiempo de interés
industrial, ya que genera un valor agregado al residuo y se disminuye el impacto
ambiental. Los productos resultantes de la fermentacion de suero de leche
incluyen el acido lactico, acido acético y propanoico (Xia, Chung, & Yang, 2003).

En la Tabla 2 se observa la composicién quimica del suero.
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Tabla 2: Composicién quimica media del suero.

Componente (%)
Cenizas 0,65
Grasas ~0,3

Agua 93,1
Proteinas ~0,9
Lactosa ~5,1
Solidos totales ~6,8

Fuente: Garibey y Garcia, Mariano; Quintero Ramirez, Rodolfo; L6pez Minguia Canales, Agustin.

Biotecnologia alimentaria. 4. Ed. México: Limusa, 2002. p. 63

En Colombia, actualmente el suero de leche es utilizado para la elaboracion de
bebidas lacteas refrescantes, el residuo solido resultante es utilizado en
compostaje y la fase liquida se emplea como fertiizante en los pastos. Sin
embargo no todo este residuo es aprovechado o llevado a plantas de tratamiento
de agua, el 59.4% del suero producido en el pais es vertido en el sistema de
alcantarillado como un efluente agroindustrial (Burbano, 2012). La disposicion de
éste no es una solucion totalmente viable a nivel econémico ni ambiental debido a
la produccion de malos olores (Sanchez Sanchez, Gil Garzén, Giraldo Rojas,
Millan Cardona, & Villada Ramirez, 2009).

1.4.2 Condiciones de operacion

La produccion de nisina se ve afectada por varios factores como el tipo cepa
productora, la composicion de los nutrientes de los medios de cultivo, pH,

temperatura, agitacion y aireacion (Pongtharangku & Demirci, 2006).
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1.4.2.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son geles o soluciones que estan compuestos por los
nutrientes necesarios para el debido crecimiento de los microorganismos, esto
bajo ciertas condiciones de pH y temperatura. Los medios comercialmente usados
para el crecimiento bacteriano de los microorganismos necesarios para la

produccion de la nisina, son el MRS y el M17 respectivamente.

Los ingredientes que contienen los medios de cultivo como el MRS (peptonas,
sales, azucares Yy levadura) tienen efectos diferentes sobre el rendimiento de la
bacteriocina y la biomasa (Sharma, Garg, & Singh, 2010). Es por esto, que se ha
intentado desarrollar un medio éptimo para la produccién maxima de nisina ya que
se ha encontrado que los medios de cultivo estan estrechamente relacionados con

el crecimiento y la formacién de la biomasa.

La cepa productora de nisina Lactococcus lactis, requiere de medios ricos en
nutrientes, tales como leche, suero de queseria o un medio organico complejo,
que permitan un buen desarrollo del microorganismo dentro del medio. (Kim, Hall,
& Dunn, 1997).

El medio utilizado para la produccion de nisina es basicamente similar al que se
utiliza para el crecimiento de cultivos iniciadores, es decir, un medio que soporta
altas tasas de crecimiento y formacion de una gran biomasa. El aumento en la
concentracion de fosfato estimula la produccion de nisina, y se obtienen altos
rendimientos suplementando con una fuente de nitrégeno. La biosintesis de la
nisina es fuertemente dependiente de la presencia de azufre, y aminoacidos como

serina y treonina (Kim, Hall, & Dunn, 1997).
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1.4.2.2 pH

El pH es importante tanto para el crecimiento de la biomasa como para la
produccién de la nisina debido a que la agregacion y la adsorcion de esta
bacteriocina a las células y/o a la degradacion proteolitica dependen del pH y
puede afectar la actividad de la bacteriocina en el medio de cultivo (Sharma, Garg,
& Singh, 2010).

Liu, Kyung y otros (2005), mediante un disefio experimental que consistia en la
produccion de nisina en un bio-reactor de lecho empacado evaluaron cual seria el
pH o6ptimo que permitiera la mayor produccion de nisina, de esta forma
encontraron que la actividad de la nisina se favorece a pH entre 5,5 y 6,5 siendo
5,5 el valor con mejores resultados para la produccion de nisina, mientras que el

pH 6,5 es mejor para la acumulacion de biomasa.

Durante la produccion de la nisina, el pH generalmente debe mantenerse
constante. Esto se consigue mediante el taponamiento del medio de cultivo
inicialmente o por adicion continua de un alcali como el NH4OH o el NaOH. En la
literatura se reportan valores de pH entre 5,8-6,5 para la produccion de nisina
(Chuanbin , Yan , & Shulin, 2005) (Thunyarat & Demirci, 2006) (Cabo, Murado,
Gonzélez, & Pastoriza, 2001) (Liu, X., & Otros, 2005).

1.4.2.3 Aireacioén

La tolerancia al oxigeno de las bacterias acido lacticas se asocia a diferentes vias
metabdlicas que dan lugar a rendimientos diferentes. Con respecto a esto,
mientras que algunos autores sugirieren el uso de condiciones anaerébicas, otros
han encontrado que una atmosfera enriquecida en oxigeno (60% de O;) mejora

considerablemente la produccion de nisina, de esta manera, los efectos de la
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aireacion dependen de la bacteriocina en estudio (Cabo, Murado, Gonzalez, &
Pastoriza, 2001).

1.4.2.4 Temperatura

Durante el proceso de fermentacion para la produccién de nisina, es de vital
importancia establecer la temperatura optima a la cual la actividad de la nisina es
mayor, generalmente esta temperatura se encuentra entre los 30-37 °C (Mall ,
Kumar Mohanty, Bhawanishankar, & Tunga , 2010).

Sharma y otros (2010) evaluaron la actividad de la nisina tomando como rango de
estudio temperaturas entre 25 y 50 °C. Para la produccién de nisina se utilizé
como microorganismo productor el Lactococcus lactis, y el pH del medio se
mantuvo constante en 7,5 durante las 24 h de fermentacion, bajo estas
condiciones se encontré que la mayor actividad de la bacteriocina se logra a los
35°C.

1.4.2.5 Agitacion

La relacion entre agitacion-aireacion en un proceso de fermentacion tiene un
efecto significativo sobre el coeficiente volumétrico de transferencia de masa vy el
consumo celular de oxigeno. Generalmente, al aumentar los niveles de agitaciony
aireacion se presentan aumentos considerables en la velocidad de transferencia
de oxigeno al medio de cultivo y disminuciones en los consumos especificos de
oxigeno, indicando respectivamente, mejoras en la velocidad de difusibn molecular
y la posible pérdida de viabilidad celular ante el incremento de la intensidad del
mezclado (Bedoya Pérez & Hoyos Sanchez, 2010). Se han evaluado diversos

valores de agitacion para la produccion de nisina siendo los mas comunes 100,
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180y 300 rpm ( Mall, Kumar Mohanty, Bhawanishankar Patankar, Mody, & Tunga,
2010).

1.5 SISTEMAS DE FERMENTACION

La obtencién de nisina a nivel industrial se ha realizado en sistemas en continuo,
semibatch y en batch utilizando diversos tipos de reactores, estos generalmente
son construidos o adaptados para cumplir con las condiciones operacionales de

produccion.

Existen reactores con control automatico que permiten fijar variables como el pH,
agitacion, tiempo de fermentacion y aireacion. Estudios realizados por Chacén y
otros (2006) fueron llevados a cabo en un fermentador BioFlo Il de 4L, e
inoculado con un 10% v/v de un preindculo a 30°C, durante 24 horas a 50 rpm.
Los autores evaluaron tanto el rendimiento de la biomasa como de la produccién
de nisina con y sin recirculacion del medio de cultivo, encontrando que el
rendimiento de la nisina con respecto a la biomasa (Yx) decrece en un 62% vy el
rendimiento de la nisina respecto a al sustrato (Yps) decrece en un 53% cuando se
introduce recirculacion al sistema; también tomaron en cuenta el efecto de la
intensidad de un campo magnético en la produccién de nisina como variable de
interés, obtuvieron que los mejores resultados se alcanzan a las 4h de
fermentacion con 1.5 m/s de flujo de recirculacion y un campo de 5 mT. El bio-
reactor de la Figura 4 es ejemplo de un fermentador automatico configurado para

el tratamiento magnético de una suspension de Lactococcus lactis.
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Figura 4. Fermentador automético para el tratamiento magnético de una

suspension de Lactococcus lactis que consta de: (1) Fermentador, (2) Medio de
cultivo, (3) Valvula de tres vias, (4) Bomba peristaltica, (5) Tubo de acero

inoxidable y (6) Generador de campo magnético.

Fuente: Chacon, D., Haber Pérez , V., Rodriguez, O., & Monte Alegre, R. Effect of the extremely low

frequency magnetic field on nisin production by Lactococcus lactis subsp. lactis using cheese whey permeate,

2006.En: Process Biochemestry, 1967-1973.

Pongtharangku & Demirci, (2006) evaluaron la produccion de nisina empleando un
reactor con células inmovilizadas de Lactococcus lactis formando una biopelicula,
realizando la fermentacion con alimentacidén discontinua a diferentes perfiles de
pH.

Zhaoliang y otros (2011) evaluaron los efectos del medio de cultivo en un reactor
de biopelicula sobre la produccion de la nisina y diferentes perfiles de pH. Entre
los perfiles se encuentran: un perfil 1 de pH constante a 6,8, un segundo perfil a
pH constante con una autoacidificacién después de 4h, y un tercer perfil de pH
ajustandolo cada 2h. Cuando se aplicé el perfil 1 en un fed-batch la fermentacién

mejord la produccién de nisina para la suspension de células. Para el perfil2 y 3
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se obtuvo una produccién de nisina significativamente menor, debido a la toxicidad
de exceso de acido lactico producido durante la fermentacion. Este estudio sugiere
que la fermentacién al ser realizada en un fed-bach puede ser utilizada con éxito
para aumentar la produccion de nisina tanto para suspensiones de células como

reactores de biopelicula (Pongtharangku & Demirci, 2006).

Liu, Kyung y otros (2005), construyeron un bio-reactor continuo de lecho
empacado, utilizando una matriz fibrosa de algodén para inmovilizar las células.

La temperatura del bio-reactor fue controlada mediante la circulacion continua de
agua. El pH en el bio-reactor se controld utilizando un controlador automatico de
pH e hidréxido de amonio al 15%. El medio de fermentacion fue bombeado en el
reactor a velocidad baja, a través de una bomba peristaltica. El disefio anterior

también fue probado para fermentaciones operando en modo batch.

Otro tipo de reactores comunmente utilizados para realizar fermentaciones a nivel
de laboratorio consiste en recipientes de vidrio como erlenmeyers provistos de un
sistema para la recoleccion de muestras y un agitador orbital que proporciona la
agitacion requerida (Harb V & Herrera A, 2009).

Las estrategias utilizadas para el montaje de los diferentes equipos varian de
investigacion a investigacion de acuerdo a la disponibilidad y el costo de los
equipos, de esta manera se han encontrado en la literatura modelos de reactores
como el de la Figura 5. Este reactor fue disefiado por Sonomoto y otros (2000)

para la produccion de nisina z por inmovilizacion de Lactococcus lactis.
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Figura 5: Reactor continuo de lecho empacado, conformado por un contenedor de
alcali (1), un controlador de pH (2), un contenedor de medio fresco (3),contenedor
con agitacion para control de pH (4),un reactor de lecho empacado (5), un

contenedor para la toma de muestras y recoleccion de producto (6) y 3 bombas

(P).

Fuente: Sonomoto, K., Chinachoti, N., Endo, N., & Ishizaki, A. (2000). Biosynthetic production of
nisin Z by immobilized Lactococcus lactis 10-1. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 325-

334.

Parente y Ricciardi (1994) evaluaron la produccién de la bacteriocina de
Enterococcus faecium DPC1146 en una fermentacion por lotes con un reactor de
tangque agitado con control de temperatura, el medio de cultivo estaba formado por
glucosa, triptona, hidrolizado de caseina, extracto de levadura, KH,PO,4, Tween
80, MgSO4x7H,O, MnSO4x4H,O. La bacteriocina se produjo durante el
crecimiento exponencial mostrando una cinética de metabolito primario. Esta
produccién se detuvo al final de la fase exponencial y la actividad antimicrobiana
disminuyé. El pH 6ptimo de produccién fue de 5,5.
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2. METODOLOGIA

2.1 CARACTERIZACION DEL SUERO DE QUESERIA

Se caracteriz6 cada lote de suero de queseria, suministrado por la empresa
Lacteos Buenavista S.A.S. ubicada en el km 3 via la Unién - Sonsén en el
departamento de Antioquia, determinando el contenido de azlcares, acido lactico,
y acido acético por HPLC, ademas se determind el contenido de proteinas por el
método de Biuret (Parente, Brienza, Moles, & Ricciardi, 1995), el contenido de

grasas por el método de Rose-Gottlieb, porcentaje de sdlidos, cenizas y pH.

2.2 ENSAYOS PRELIMINARES
2.2.1 Mantenimiento de cepas

Se mantuvieron los microorganismos (Lactococcus lactis y Lactobacillus.sp)
congelados a -20°C utilizando un medio crioprotector. Para su posterior utilizacién
fueron resuspendidos en M17 o MRS, que estan compuestos principalmente por
glucosa, levadura, peptonas y sales (Wolf-Hall, 2009) y fueron preservados en

viales.

2.2.2 Activacion de cepas

Se sembré un vial descongelado en 20 mL de medio M-17 (esterilizado a
118°C/10min). Se incub6 a 30°C por 24 h.

2.2.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo estuvo compuesto por suero de queseria (2000 mL)

suplementado con sulfato de magnesio (1g/mL), sulfato de manganeso (0.2g/L),
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extracto de levadura (27.6g/mL) y Tween 80 (0.04g/mL) (Pifia Suarez & otros,
2011)

Para la preparacion del medio de cultivo, el suero de leche suplementado se
esterilizo a 118 °C durante 10 minutos; posteriormente fue refrigerado a 4°C
durante una noche para permitir la sedimentacion de algunos compuestos
presentes en el suero. Una vez sedimentado el medio de cultivo suplementado, se

tomo el sobrenadante para realizar la fermentacion (Harb V & Herrera A, 2009).

2.2.4 Pre-in6culo

De la cepa activada se tom6 1mL y fue transferido a 20 mL de medio
suplementado compuesto por suero de leche, sulfato de magnesio (0,5 g/L),
sulfato de manganeso (0,1 g/L), extracto de levadura (13,8 g/L) y Tween 80 (0,02
g/L) (Pifia Suarez & otros, 2011), se ajusté el pH a 6,5 con NH,OH. Se incubo esta
solucién a 30°C por 10 h.

2.25 In6culo

De la solucién anterior se tom6 1mL y se adicionaron en 50 mL de otra solucién de
suero de leche, de igual manera como se describe en el numeral 2.2.3 y se incubo
a 30°C por 10 h.

2.2.6 Seleccién regulador de pH

Se evaluaron dos agentes reguladores de pH para determinar cual de ellos
favorecio el crecimiento del microorganismo, en la produccion de biomasa. Para
esto, se prepararon 1800 mL de medio de cultivo, para ser repartidos en cuatro
erlemmeyers de 1000 mL provistos de un tubo con tapdn, a cada erlenmeyer se le
ajusté el pH a 6,5, a dos de ellos con NH4,OH y a los otros dos con NaOH, luego
se esterilizé6 el medio a 15 psi durante 20 minutos y se inocul6 con Lactococcus

lactis subsp Lactis, posteriormente se inicié la fermentacién con agitacion orbital
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de 154 rpm, se tomaron muestras de 10 mL del medio en tubos falcon cada dos
horas durante 8 horas para determinar el contenido de biomasa y la produccion de

nisina.

Las muestras fueron centrifugadas durante 15 minutos a 4°C y 4500 rpm, el
sobrenadante se conservd para hacer pruebas de cuantificacién de la nisina
(numeral 2.2.7), la biomasa centrifugada se resuspendié con 10 mL de agua
destilada y fue centrifugada nuevamente a las mismas condiciones para eliminar
restos de medio de cultivo. La biomasa fue secada en un horno de conveccion
forzada a 80°C durante 24 horas para determinar su peso seco.

Se determind la velocidad de crecimiento maxima especifica, Umax, para los
ensayos preliminares de acuerdo con el modelo sigmoidal de Gompertz
(Zwietering & Jongerburger, 1990).

2.2.7 Cuantificacion de nisina

La actividad de la nisina se determind utilizando un microorganismo sensible
presente en los alimentos, como el Lactobacillus sp. Inicialmente se evaluaron tres
procedimientos sugeridos por los autores Atta, Refaat, & El-Waseif (2009), Guo
(2011) y Badr & Hussein (2005):

Procedimiento 1 (Precipitacion por salado): 50 mL de medio fermentado fueron
centrifugados a 7000 rpm por 20 min a 4°C, se le adiciond sulfato de amonio al
sobrenadante hasta alcanzar el 60% de saturacién se agité durante 2 ha 10 °Cy
se centrifugd a 7000 rpm por 50 min a 4°C. Se resuspendio el pellet en 25 mL de
HCI 0,02 M. Al sobrenadante se le adicioné sulfato de amonio hasta alcanzar el
80% de saturacion, se agitd durante 2 h a 4°C y se centrifugd a 7000 rpm por 50
min a 4°C, se resuspendio el pellet en 25 mL de HCI 0,02 M y se midio la
actividad.
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Procedimiento 2 (Acidificacion de la muestra): a 10 mL de medio fermentado
se le ajust6 el pH a 2,0 usando HCI concentrado y se centrifugé a 7000 rpm por 20
min a 4°C, luego se diluyd el sobrenadante (1/2) con HCI 0,02 M vy se filtré

empleando un filtro de 0,45 um. y se midié la actividad.

Procedimiento 3 (Acidificacion y calentamiento de la muestra): a 10 mL de
medio fermentado se le ajust6 el pH entre 2,0 y 3,0 usando HCI concentrado, se
llevé a un bafio de agua hirviendo por 5 min. Se enfrié y se centrifugd a 7000 rpm
por 20 min a 4°C, se ajusto el pH del sobrenadante a 6,0 con NH4OH vy se filtr6

usando un filtro 0,45 um. Posteriormente se midio la actividad.

La actividad de la nisina, se relacion6 de manera cualitativa con el tamafio del halo
de inhibicion ocasionado por la misma y se expreso en unidades de longitud (cm)
utiizando el método de difusion en agar con Lactobacillus sp. como
microorganismo sensible indicador. El Lactobacillus sp se cultivé en caldo MRS y
se incub6 a 30°C durante 24 h. Se tomaron 1,5 mL de este inoculo el cual se
transfirio a 250 mL de agar semisélido MRS (0,8% de agar agar). 20 mL del medio
MRS inoculado se transfirio a cajas de petri. Después que el agar solidifico, se
cortaron pozos de 5 mm de didmetro empleando un tubo de vidrio estéril. (Vessoni
P, Faustino J & Pessoa, 2005).

De cada uno de los sobrenadantes obtenidos en los procedimientos 1, 2 y 3 se
adicionaron 50 pL en los pozos (una muestra de sobrenadante por caja, maximo 4
pozos por caja) como blanco se utilizé nisina comercial diluida en HCI 0,02 M. Las
cajas de petri fueron llevadas a un refrigerador durante 24 h, transcurrido este
tiempo las muestras fueron transferidas a una incubadora a 30°C por 24 h sin
invertirlas. Después de este periodo se midieron los halos de inhibicién en cuatro
direcciones utilizando como instrumento de medicion un pie de rey y se calculé el

promedio de los halos.
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2.3 ENSAYOS EN BIO-REACTOR CONTROLADO
2.3.1 In6culo para el reactor

Se prepararon preindculos e indculos siguiendo un proceso similar al descrito en
los numerales 2.2.4 y 2.2.5. Para el preindculo se utilizaron 20 mL del medio de
cultivo preparado de igual manera que en el numeral 2.2.3, y para el inéculo se
prepararon 100 mL de la solucién descrita en el numeral 2.2.3, esta Ultima
solucién se le administr6 a 1,3 L del medio suplementado, la fermentacion se
realizd por un periodo de 24 h en un bio-reactor instrumentado de 3 L. (BioFlo 110
con control automatico de pH y chaqueta de calentamiento). Ademas, al
preindculo y al indculo se les adiciond una solucion de nisina comercial (1,86 UI/L)
como inductor en dosis subletales, 186 uL al preinéculo y 1,86 L al indculo de

acuerdo con lo propuesto por Pifiay colaboradores (Pifia Suarez & otros, 2011).

2.3.2 Produccién de nisina

Se evaluo la influencia del pH (6,0-7,5) y velocidad de agitacion (100-300 rpm)
para la produccion de la nisina expresada en términos de la variable respuesta:
actividad de nisina, mediante un disefio de experimentos factorial 22. Para esto se
realizaron cuatro fermentaciones de 1,4 L con duplicado, en un bio-reactor
controlado Bioflo 110, utilizando un 10% de indculo de Lactococcus lactis
subsp.Lactis, durante periodos de tiempo de 24 horas. Transcurridas dos horas de
haberse iniciado la fermentacion se agregaron al bio-reactor 2,5 mL nisina

comercial como inductor, de concentracion 1,86 UL (Pifia Suarez & otros, 2011).

La Tabla 3 muestra los ensayos y las condiciones en las que se realizaron las

pruebas.
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Tabla 3. Condiciones de operacidén del reactor BioFlo 110

N° Ensayo pH Agitacion
1 6 100
2 300
3 7,5 300
4 7,5 100
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DEL SUERO

La caracterizacion fisicoquimica de los sueros de queso constituye un paso
importante en la utilizacion de estos subproductos de la industria lactea en los

distintos procesos industriales. (Miranda Miranda & otros, 2009)

Con el fin de establecer las caracteristicas de la materia prima (suero de queseria)
otorgada por la planta Lacteos Buenavista, se realizé la caracterizacion del suero,
en la Tabla 4 se presenta el contenido de azucares, acidos, proteinas, grasas,
sélidos y cenizas .

Tabla 4. Caracterizacion del suero de queseria de la planta Lacteos Buenavista.

Parametro Valor
Lactosa (g/L) 4,303+0,055
Fructosa (g/L) 0,453+0,640
Acido Léactico (g/L) 1,748+0,066
Acido Acético (g/L) 0,002+0,002

Proteinas (g/mL) 7,564
pH 5,940-6,220

Sélidos totales (g/mL) 0,065

Sélidos sedimentables (mL/Lh) 0,500

Cenizas (g/mL) 6xE™

Grasa (g/mL) 5xE™
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La composicién del suero de queseria, varia dependiendo del tipo leche usada y el
tipo de queso a producir; en este proyecto se empled suero de queso fresco tipo
cuajada y quesito. De acuerdo a los resultados obtenidos durante el proceso de
caracterizacioén, el suero de queseria se clasifica como suero dulce, con base en el

pH y el contenido de acido acético.

Se encontr6 un contenido de lactosa de 4,3 g/L, una cantidad muy baja con
respecto a la reportada por otros autores. Miranda y colaboradores (2009) hallaron
un contenido de lactosa de 47,86 g/L para el suero de queseria. Ellos explican que
el descenso en el contenido de lactosa de los sueros podria ser el resultado de la
actividad fermentativa de los microorganismos incorporados a la materia prima
lactea durante la fabricacion de quesos; como por ejemplo bacterias acido lacticas
como Lactobacillus bulgaricus y Streptoccocus thermophylus entre otras propias
del yogur, que desdoblan la lactosa, en &cido lactico, y por consiguiente, causan

un descenso del contenido del mismo en el suero de queso.

En cuanto al contenido de proteina estos mismos autores muestran un valor de
9,84 g/L cercano al del presente trabajo de 7,564 g/L. La diferencia puede estar
asociada a las transformaciones quimicas que ocurren por el desdoblamiento de
las proteinas cuando estos subproductos son fermentados producto de la adicion

de bacterias acido lacticas (Miranda Miranda & otros, 2009).

De acuerdo con lo anterior se encuentra que la composicion fisicoquimica del
suero de queseria es dependiente del proceso inicial de la fermentacion acido
lactica. Lo que finalmente determinaria la aplicacion de este subproducto para su
posterior uso, bien sea para la produccién de alimentos o algun objeto de estudio

en particular, de acuerdo a las especificaciones de calidad que sean fijadas.
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3.2 REGULADOR DE pH

Para el establecimiento del efecto del regulador de pH, se realizaron cuatro
fermentaciones simultaneas en bio-reactores ajustando el pH inicial del medio con
dos tipos de alcali: NH;,OH 1N y NaOH 1N. La biomasa obtenida en dichas

fermentaciones se utilizd para determinar el peso seco.

La Figura 6 muestra el promedio aritmético entre la biomasa producida por la
fermentacion con los reguladores de pH (NaOH y NH4OH) y sus respectivas
réplicas, el pH del medio de cultivo para cada réplica se ajusto inicialmente a 6.5,
transcurridas las 8 horas de fermentacion el pH disminuia en un rango de 4,2 y
4,5.

Figura 6. Peso seco de la biomasa utilizando NaOH y NH,OH como reguladores

del pH.
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El gréfico anterior retine la informacion obtenida durante 8 horas de fermentacion,
la curva de color rojo representa el promedio aritmético del peso de la biomasa
obtenido con las fermentaciones realizadas para el regulador de pH NH4sOH vy la
curva de color negro representa el promedio aritmético del peso de la biomasa
obtenido con las fermentaciones realizadas para el regulador de pH NaOH, en
ambas curvas se observa un aumento en la produccién de biomasa con el tiempo,
evidenciandose un comportamiento similar en el crecimiento celular, también se
observa un descenso en la produccion de biomasa a las ocho horas. Un analisis
estadistico de la desviacion estandar por trayecto de produccion de biomasa,
muestra que para los datos obtenidos esta desviacién no es significativa, de este
modo, en la Figura 6 se observa que las desviaciones estandar con respecto al
promedio de produccion en mg de biomasa se translapan, es decir, que hay

estabilidad durante el proceso de fermentacion para los cuatro ensayos realizados.

El efecto regulador del pH ha sido ampliamente estudiado por diversos autores,
Cabo y otros (2001), encontraron que el pH se mantiene constante a medida que
hay una adicién continua del alcali. Hul y Gibbons (1997) estudiaron el efecto
regulador de pH con tres tipos de alcali diferentes NaOH, NH,OH y NH4HCOs3
encontrando que con los dos Ultimos hay un aumento sustancial en la produccion
de nisina y acido lactico; por otra parte Mierau y otros (2005), establecieron que el
NaOH por ser un agente de neutralizacion mas alcalino que el NH4OH, podria
ocasionar dafios celulares, ademas, el NH,OH podria contribuir al metabolismo de

amonio de la célula.

Para la ejecucion de este proyecto se eligi6 como agente regulador el NH,OH
debido a que presenta una fuente adicional de nitrégeno (Van't Hul & Gibbons,
1997), que favorece el crecimiento de la biomasa y la produccién de nisina, esto

debido a que es un suplemento adicional para el medio de cultivo.
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3.3 PARAMETRO DE CRECIMIENTO pmax SEGUN EL MODELO DE
GOMPERTZ

Diversos modelos matematicos han sido desarrollados con el objeto de predecir el
comportamiento de las poblaciones bacterianas cuando crecen en condiciones
controladas de laboratorio, para estimar el crecimiento, la supervivencia y/o la
muerte de los microorganismos en relacidn a los factores criticos que los afectan,
como lo son la temperatura, pH, actividad de agua, entre otros (Valbuena & Otros,
2005).

El modelo sigmoidal de Gompertz estd basado en una relacién exponencial entre
la velocidad de crecimiento especffico y la densidad de la poblacién (Castro &
Otros, 2008). En este trabajo se empled la ecuacion de Gompertz modificada
citada por Zwietering, H.M et al (1990) para modelar la curva de crecimiento
obtenida experimentalmente. Como resultado se obtuvieron los parametros

necesarios para calcular la maxima velocidad especifica de crecimiento (u,,,;, )-

y = Aexp —exp % A—t)+1 1)
Doénde:
A: Esté definida como el tiempo de adaptacién (h)

A: corresponde a la relacién entre el valor maximo alcanzado de biomasa (Cx-) y

el contenido de biomasa inicial (Cxo).

A=in(“Fe ) 2)
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s ¢ ES la velocidad maxima de crecimiento (h™)

Con los datos experimentales encontrados utilizando el regulador de pH escogido,
NH;OH, se encontraron los parametros del modelo de Gompertz haciendo uso de
la herramienta computacional ZunZun (www.zunzun.com), con el fin de ajustar los

datos experimentales al modelo seleccionado.

El coeficiente de determinacién (R?) encontrado para el modelo fue de 0,87, el R?
ajustado fue de 0,74, y la raiz del error cuadratico de la media (RMSE) fue de
0,19, lo que indica que existe una relacion entre las variables evaluadas con
respecto al valor real, debido a que el R® representa que el 87% de los datos

obtenidos pueden ser explicados por medio del modelo de Gompertz.

En la Figura 7 se observa que la linea sdlida correspondiente al modelo ajustado

presenta una relacion cercana a los puntos obtenidos del modelo de Gompertz.

Figura 7. Datos de biomasa producida ajustados al modelo de Gompertz
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Se encontré una velocidad maxima de crecimiento especifica:


http://www.zunzun.com/

o = 0,366 ht
Este pardmetro se evalud a partir de los datos tomados para la fermentacién con
un pH 6,5 y agitacion 150 rpm durante un periodo de 8 h. La velocidad maxima de
crecimiento es especifica para cada microorganismo y para cada medio de cultivo
segun lo planteado por Pifia Suarez y otros (2011), ellos encontraron una
velocidad méaxima de crecimiento ,, de 0,86 h™', para esto realizaron un disefio de
experimentos factorial 3% con una réplica empleando suero suplementado con los
mismos componentes empleados en el presente trabajo de grado, y la
fermentacion la realizaron manteniendo un pH constante de 6,5 y una agitacion
200 rpm utilizando como microorganismo productor Lactococcus lactis, durante un

periodo de tiempo de 8 h.

En un estudio realizado por Martinez y otros (2009), obtuvieron un rango para la
velocidad de crecimiento especifica de 0,655 h'y 0,756 h™ al cabo de 8 h de

fermentacion para la bacteria &cido lactica en estudio.

De esta manera la velocidad maxima de crecimiento especffica de 0,366 h™ indica
que es un valor bajo de p,,, en relacion a lo expuesto por los autores ya
mencionados; probablemente esto es debido a que dicho valor, se ve afectado por

las condiciones atmosféricas del bio-reactor tales como: la temperatura y el pH.

Para esta investigacion se realizaron los ensayos a una temperatura de 25°C, una
temperatura inferior a la evaluada por Martinez y otros (2005), quienes
encontraron que en un rango de 30°C a 35°C, el microorganismo muestra la mejor
respuesta de crecimiento, de acuerdo a estos resultados un incremento en la
temperatura (30-35°C) podria ocasionar unincremento en la velocidad de reaccion

enzimatica provocando asi el aumento de y,,. (GIGM, 2014).

El pH es otro de los factores que influyen en el valor de p,,, ya que se ha
encontrado que tanto el aumento (Mierau, Olieman, Mond, & Smid, 2005) como el

descenso de éste en el medio produce un retraso en la tasa de crecimiento
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bacteriano. En la mayoria de los procesos industriales, la acumulacion de &cido
lactico a pH bajo causa la detencién en el crecimiento, en general el Lactococcus.
lactis crece de manera Optima a valores de pH en el rango de 6,3 a 6,9, pero el
limite inferior para el crecimiento esta en un rango de 4,0 a 5,0, dependiendo de la

cepay la composicion del medio (Sanchez & Otros, 2008).

3.4 CUANTIFICACION DE NISINA

Se analizaron tres procedimientos o pretratamientos diferentes para determinar la
actividad de la nisina, para esto, se hicieron pruebas de precipitacion por salado,

acidificacion de la muestra y acidificacion con calentamiento de la muestra.

Las pruebas de sensibilidad se realizaron para conocer la capacidad de la nisina
de inhibir el crecimiento de otras bacterias. También con este método se puede
conocer la cantidad de nisina en cada etapa de fermentacion. Eso quiere decir que
tomando muestras por ejemplo cada hora se puede determinar coémo avanza el

proceso de fermentacion y produccion del compuesto (Miller, 2012).

e Precipitacion por salado (procedimiento 1 del numeral 2.2.7):

El método tiene dos pasos principales, primero se precipitan las proteinas con
sales como el sulfato de amonio y luego se hace la prueba de sensibilidad para

conocer la cantidad de proteinas que se precipitaron con el uso de la sal.

Se realizaron pruebas de precipitacion por salado al 20%, 40%, 60% y 80% de
saturacion con sulfato de amonio a muestras de nisina comercial, para establecer
el porcentaje de saturacién con el que se lograria obtener mayor extraccion de la

nisina.
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Se eligio realizar la precipitacién por salado de las muestras utilizando sulfato de
amonio al 60% de saturacion, esto se evidencia en la Figura 8 al obtenerse un
promedio de los halos de inhibicion mas alto con un valor 2,5 cm, logrando asi que

la nisina tenga un mejor rendimiento de extraccion con ese grado de saturacion.

Figura 8. Cuantificacion de la nisina- Precipitaciéon por salado.
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Segun Pérez Minor (2004) al emplear una concentracion de sulfato de amonio
entre el 60% y 80% se observd mayor actividad de la nisina para Lactobacillus
buchneri y Lactobacillus paracasei. Por otro lado, en la tesis de Hernandez Lépez
(2002) en el procedimiento de la precipitacion de otras bacteriocinas, como
linenscina OC2, se utilizaron concentraciones de sal desde 70% hasta la
sobresaturacion, obteniéndose mayor actividad en este rango, para la bacteriocina
en estudio,(Miller, 2012).

En este estudio se realizd una fermentacion para evaluar la actividad de la nisina

mediante el método de precipitacion por salado; sin embargo, no se obtuvieron
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resultados positivos con la prueba de sensibilidad, por lo que se evaluaron otros

métodos

De esta manera, para la determinacion de la efectividad de los procedimientos dos
y tres se tomaron las muestras respectivas de la misma fermentacion, como se

indica a continuacion.

e Acidificacionde la muestra (procedimiento 2):

Para la evaluacion de este método se tomaron 10 mL de muestra de la
fermentacion con réplica cada dos horas. En este caso las muestras fueron
acidificadas con HCI como se describe en el procedimiento 2 del numeral 2.2.7.

Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Determinacion de la actividad con acidificacionde la muestra.

Tiempo(h) Halo Promedio(cm)

2 1,8+0,00

4 1,95+0,07
6 1,95+0,07
8 1,9+0,14

10 1,95+0,07
12 1,95+0,07
14 2+0,00
16 1,7+0,00

Se encontré que para el promedio aritmético entre los halos de inhibicién de cada
fermentacion y su réplica no hubo diferencia significativa en la cantidad de nisina
obtenida al evidenciarse en la actividad de la misma una desviacion estandar

cercana al valor promedio para cada intervalo de tiempo evaluado.
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o Acidificacionde la muestra y calentamiento (procedimiento 3):

En este caso también se tomaron 10 mL de muestra de la fermentacion y su
réplica cada dos horas, estas fueron acidificadas con HCI y se sometieron a
calentamiento y posterior enfriamiento tal y como se indica en el procedimiento 3

descrito en el numeral 2.2.7 de la metodologia.

Tabla 6. Determinacion de la actividad de la nisina con acidificaciony

calentamiento de la muestra.

Tiempo(h) Halo Promedio(cm)
2 1,85+0,35
4 1,7 +0,14
6 1,65+0,07
8 1,6+0,14
10 1,85+0,49
12 1,8+0,14
14 1,65+0,21
16 1,8+0,00

Al igual que en el procedimiento anterior se encontrd0 que para el promedio
aritmético entre los halos de inhibicién de cada fermentacion y su réplica no hubo
diferencia significativa en la cantidad de nisina obtenida, al evidenciarse en los
resultados de la prueba de actividad una desviacion estandar cercana al valor
promedio. De esta manera se obtuvo que los valores de los halos de inhibicion al
aplicar los procedimientos dos y tres son comparables, por tanto, basados en los
resultados anteriores se seleccion6 el procedimiento 2 (Acidificacion de la
muestra), por ser una metodologia mas simple para determinar la actividad de la

nisina, debido a que se encontré que el calentamiento y posterior enfriamiento de
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las muestras no afecta significativamente la inhibicion del Lactobacillus sp por la

nisina,

3.5 FERMENTACIONES EN REACTOR BIOFLO 110

En esta parte del proceso de investigacion, el estudio se enfocd en aquellos
aspectos que estan relacionados directamente con la produccién de la nisina y los

factores que influyeron en la actividad de la misma.

Se evalud el efecto de las variables: pH (6, 7,5) y agitacion (100 rpm, 300 rpm)
sobre la produccion de la nisina en un bio-reactor controlado por medio de un
disefio de experimentos factorial 22 con réplica. Empleando la herramienta

computacional StatGraphics.

En la Tabla 7 se muestran los valores de las condiciones de operacion evaluadas
en el bio-reactor con sus respectivas réplicas al igual que los halos de inhibicion

determinados en la actividad de la nisina.

Tabla 7. Fermentaciones en reactor BioFlo 110

. o Promedio halo de
N° Ensayo pH Agitacion rpm inhibicion (cm)
1 6 100 0,5+0,058
2 6 300 0.5+0.05
3 7,5 300 0,2+0,046
4 7,5 100 0,5+0,096
1 réplica 6 100 0,4+0,000
2 réplica 6 300 0,1+0,000
3 réplica 7,5 300 1,2+0,096
4 réplica 7,5 100 1,240,216
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En la Figura 9 se muestran algunos de los resultados en las pruebas de actividad

obtenidas de las fermentaciones.

Figura 9. Prueba de actividad de la nisina.

El: Ensayol
E2: Ensayo 2

Se encontré que de las variables evaluadas, la agitacion, tiene un efecto negativo,
sobre la actividad de la nisina, es decir, a medida que aumenta la agitaciéon se
produce menos cantidad de nisina; mientras que un aumento en el pH en el
intervalo estudiado favorece la produccion de la misma. Para establecer el tipo de
efecto de cada variable se calcularon los efectos estimados y las interacciones, tal
como se muestra en la Tabla 8. También se muestra el error estandar de cada uno
de los efectos, los cuales se basan en el error total con 3 grados de libertad.

Tabla 8. Efectos estimados en las variables evaluadas: pH y agitacion.

Efectos estimados

Promedio 5,75 +/- 1,6457
A: Agitacion -4,0 +/- 3,2914
B:pH 15 +/-3,2914
AB 0,0 +/-3,2914
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Una manera de establecer los factores de mayor incidencia sobre el proceso, es a
travées de un diagrama de Pareto, que ilustra los efectos significativos de las
variables sobre la actividad de la nisina, ubicados en orden decreciente de

significancia.

El diagrama de Pareto muestra una relacion directamente proporcional entre el
efecto estandarizado y la longitud de barra, es decir, el efecto estimado dividido el

error estandar. Este grafico se muestra en la Figura 10.

Figura 10. Diagrama de Pareto para la actividad de la nisina.

Gréfico de pareto actividad de nisina

A:Agitacion -

oo .

AB

0 1 2 3 4

Efectos estandarizados

Las variables o factores que se utilizaron fueron A: Agitacion, B: pH, y la variable

respuesta utilizada es la actividad de nisina.

La linea vertical es llamada valor P y se emplea para establecer el grado de error
gue sea estadisticamente significativo, generalmente se trabaja con un margen de

error del 5% para garantizar una mayor confiabilidad en los resultados.
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Cuando una variable tiene un efecto significativo sobre la variable de respuesta, el
grafico sobrepasa la linea del valor P. En este caso como ninguna de las variables
estudiadas sobrepasa el valor P, quiere decir que aunque se presentan

diferencias, estas no son apreciables entre un cambio de nivel a otro.

Para observar la significancia estadistica de los efectos se puede ver la Tabla 9, la
cual muestra el andlisis de la varianza para la actividad enzimética de cada uno de

los efectos estimados.

Tabla 9. Andlisis de la varianza para la produccion de nisina con suero de

gueseria
Fuente SS GL MS F P
A: Agitacion 32,0 1 32 1.48 0,31120
B:pH 4,5 1 4,5 0.21 0,67950
AB 0,0 1 0 0 1,00000
Error Total 65,0 3 21,67
SS: Suma cuadratica G.L: Grados de libertad
MS: Media Cuadratica F: Valor F
P: Valor P.

La Tabla 9 es conocida como la tabla ANOVA, la cual muestra la variabilidad de la
actividad de la nisina por separado para cada uno de los efectos. Evalla el
significado estadistico de cada efecto comparando la media cuadrética frente a la
estimacion del error experimental. En este caso, ningun efecto tiene el valor P
inferior a 0,05, lo que indica que no puede establecerse una dependencia de la
actividad enzimatica con respecto a la velocidad de agitacién y el pH para los
ensayos realizados en el nivel de confianza del 95,0%. El R-cuadrado estadistico
indica que el modelo incorporado explica el 45,61% de la variabilidad en la
actividad de la nisina. EI R-cuadrado ajustado, que es mas adecuado para

comparar modelos con diferentes nimeros de variables independientes, es 4,81%.
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Lo que muestra la baja relacién entre las variables utilizadas, agitacién y pH, se
puede deber a la dispersiéon de los datos obtenidos. El error estandar de
estimacion muestra que la desviacion estandar de los residuos es de 4,65. El error
absoluto medio (MAE) de 2,75 y es el valor promedio de los residuos. EIl
estadistico de Durbin-Watson (DW) comprueba los residuos para determinar si
hay alguna correlacion significativa basada en el orden en el que aparecen en el
archivo de datos. Dado que el valor P es mayor que 0,05, no hay indicacion de la

posible correlacion serial en los residuos.

En la Figura 11 se puede observar la influencia de los efectos principales de la
nisina en la actividad de la misma, de esta manera se determina que se favorece
la actividad de la nisina a una agitacion baja (nivel -1) y un pH alto (nivel +1)

dentro del rango de estudio establecido.

Figura 11. Efectos principales de la actividad de la nisina

Efectos principales actividad de nisina
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Estadisticamente se establecié que no hay diferencias significativas entre un
tratamiento y otro, es decir, para las variables que se evaluaron a las condiciones
de operaciéon descritas en la Tabla 3, no se encontraron respuestas diferentes en

el halo de inhibicidon; sin embargo, al observar el grafico de los efectos principales
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de la actividad de la nisina, Figura 11, pudieron observarse algunas diferencias
gue permitieron seleccionar las condiciones mas favorables para la produccién de
nisina, de esta manera se puede observar que se obtiene mayor cantidad de la
bacteriocina con la agitaciébn mas baja y el pH mas alto, es decir a 100 rpm y 7,5,

respectivamente.

Comparando los resultados obtenidos para el pH con los reportados en la
literatura, se observa que el pH encontrado estd alejado de los valores 6ptimos
para la produccién de nisina propuestos por otros autores (5,8-6,5) (Cabo,

Murado, Gonzélez, & Pastoriza, 2001).

Mierau y colaboradores encontraron que el aumentar el pH a 7,5, produce un
retraso en la tasa de crecimiento bacteriano; sin embargo, para el presente estudio
este efecto no fue apreciable, lograndose un crecimiento bacteriano similar al
presentado a pH de 6,0. Estos mismos autores sugirieron que el uso de NH;OH
como agente neutralizante combinado con un aumento en el pH de la
fermentacion a 7,0 conduce a un crecimiento exponencial mas prolongado

aumentando la densidad celular (Mierau, Olieman, Mond, & Smid, 2005).

Mierau y Kleerebezem (2005), establecieron que no solo el pH y la agitacién, son
parametros claves para la producir nisina, también lo son la composicion del
medio de cultivo (C, N y minerales), la temperatura de la fermentacion, la cantidad
de nisina que se utiliza como inductor, y el agente neutralizante, debido a que al
estudiarse cuidadosamente estos parametros por medio de un disefio de
experimentos factorial, se puede lograr un aumento en la produccion de la nisina

mostrandose a su vez un aumento sustancial en el rendimiento.

Mall y otros (2010) evaluaron diferentes valores para la agitacién en un rango de
100,140 y 180 rpm y encontraron que cuando el Lactococcus lactis se cultivd a

100 rpm la produccién de nisina aumentd significativamente. Lo cual coincide con
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lo obtenido en el presente trabajo de grado donde se evalué un rango de 100 y
300 rpm, encontrandose que al emplear una agitacion de 100 rpm ésta mejora la
produccion de nisina en comparacion a una agitacibn mas alta como la propuesta

gue fue de 300 rpm.

En estudios preliminares realizados para la evaluacién de las mejores condiciones
de operacion en la produccién de nisina, se realizaron fermentaciones a las
mismas condiciones mencionadas en la Tabla 3 agregando como variable
adicional aireacién al sistema, como resultado se encontré que la aireacién no
permitid la produccién de nisina durante las 24 horas de estudio, ya que no se
presentd actividad, estableciendo que la produccién de nisina se favorece en

condiciones estrictamente anaerobicas. Ver Figura 12.

Figura 12: Prueba de actividad con aireacién en las fermentaciones como variable

adicional.

E>: Ensayo 2 con aireacion Es: Ensayo 3 con aireacion

De esta manera se presentan ciertas variabilidades con estudios anteriormente
realizados por diferentes autores ya que mientras algunos sugieren el uso de
condiciones anaerobias como Hirsch (1951), otros encontraron que una atmosfera
de oxigeno enriquecida al 60% de oxigeno aumenta la produccion de nisina
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considerablemente, estableciendo que el efecto de la aireacion depende de la

bacteriocina y la cepa en estudio (Cabo, Murado, Gonzalez, & Pastoriza, 2001).

Cabo y otros (2001) en un estudio relacionado con el efecto de la aireacidén en
medios de cultivo para la produccion de nisina encontraron que en el punto
maximo de produccion de biomasa, la bacteriocina se cuadruplico cuando el
porcentaje de saturacion de oxigeno se incrementd del 50 al 100 % sugiriendo que
existe una relacién entre la bio-produccion de la bacteriocina con una via
metabdlica oxidativa, demostrando que la aireacion tiene un significado especial
para la nisina ,ya que la tolerancia al oxigeno de las bacterias &cido lacticas (LAB)

se asocia a diferentes vias metabdlicas que dan lugar a diferentes rendimientos.

3.5.1. Produccion de nisina en un bio-reactor controlado a las condiciones
de operacién seleccionadas.

Se realiz6 una fermentacion con una réplica, en las que se evalud el efecto del
tiempo en la produccién de nisina con los valores de pH y agitacion previamente
seleccionados durante el disefio de experimentos, es decir a pH: 7,5y 100 rpm. La

temperatura de la fermentacion se mantuvo fija a 25°C.

En la Figura 13 se observa el montaje para la produccion de nisina en el reactor
BioFlo 110.

Figura 13. Montaje para la produccion de nisina en reactor BioFlo 110.
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Para la evaluacion de la fermentaciéon en el tiempo, se tomaron muestras cada 2
horas, de esta manera se obtuvo que la mayor actividad de la nisina se produjo a
las 8 horas de fermentacion en donde se formaron halos de inhibiciénentre 0,9 y 1

cm.

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos de la actividad de la nisina,
en esta se observa el tiempo de crecimiento del Lactococcus lactis en funcion de
los halos de inhibicion, en dicha figura, se muestra que hay presencia de nisina a
las O horas producto del inductor adicionado al inicio de la fermentacion, durante
las 4 horas siguientes se observa un aumento leve en la produccién de nisina
debido a que el microorganismo inicia la fase de adaptacion, dentro del las 6 y 8
horas posteriores la produccion de nisina aumenta significativamente debido a que
el microorganismo se encuentra en la fase de crecimiento exponencial, por ultimo
se observa que durante las horas siguientes no hubo incremento en la produccién
de nisina ya que es en este punto donde inicia la fase estacionaria y de muerte

celular porlo que no se produce actividad.

Figura 14. Determinacion de la actividad de la nisina en el tiempo, a pH 7,5 y 100
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Por consiguiente la actividad de la nisina estd intimamente relacionada con el
tiempo de fermentacion y adicionalmente con las variables pH, agitacion y
composicion del medio de cultivo. Asi, varios autores se han dedicado a estudiar
el comportamiento de la bacteria acido lactica a través del tiempo y la influencia
que sobre ella presentan las demas variables Pifia Suarez y otros (2011)
establecieron que el tiempo en el cual se alcanza la mayor cantidad de produccion
de nisina depende del pH, de esta manera ellos obtuvieron los siguientes

resultados:

e Alas 8 h de fermentacion con un control de pH 5,5 se alcanza la mayor
actividad de nisina.

e Alas 12 h de fermentacion con un control de pH de 6,5 se alcanza mayor
actividad de la nisina.

e A las 24 h de fermentacion y con control de pH de 6,0 alcanza la mayor

actividad de nisina.

En el presente trabajo se encontré que el tiempo necesario para producir la mayor
cantidad de nisina a las condiciones operacionales ya descritas fue de 8 horas,
con un control de pH de 7,5, contrario a lo obtenido por Pifia y Suarez, quienes
encontraron que se puede alcanzar la maxima produccion de nisina a las 8 horas
con un pH mas bajo, 5,5, mostrando asi que el tiempo en el cual se alcanza la
maxima produccion de nisina depende tanto las condiciones de pH como de las

demas condiciones de operacion: temperatura, agitacion y medio de cultivo.
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4. CONCLUSIONES

El contenido de acido acético en el suero fue de 0,02 g/L con un pH entre 5,94 y

6,22, lo que indic6 que el suero utilizado fue un suero dulce.

No se present6 diferencia significativa en la produccion de biomasa con respecto
al uso de los reguladores de pH NH4OH o NaOH. Por lo que se seleccion6 como
regulador de pH el NH4OH, ya que aporta nitrégeno como nutriente para el medio

de cultivo.

Se eligi6 como metodologia para evaluar la actividad de la nisina, acidificar la
muestra a un pH de 2 y posterior centrifugacion de la misma a una temperatura de

4 °C y 7000 rpm, alcanzando un halo de inhibicién promedio de 1,9 cm.

Se encontré que la velocidad maxima de crecimiento especfifico del Lactococcus
lactis subsp. Lactis fue de 0,366 h™ a un pH 6,5 y agitaciéon 150 rpm durante un
periodo de 8 h.

Se establecié que las condiciones de operacion que permitieron alcanzar la mayor
producciéon de nisina en el reactor Bio-flo 110 a una temperatura de trabajo de
25°C, fueron a un pH de 7,5 y agitacion de 100 rpm a las 8 h de fermentacion.
Bajo estas condiciones se obtuvo un halo de inhibicion de nisina promedio de
0,93.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar las fermentaciones del disefio de experimentos agregando como
variable adicional el control de temperatura que se encuentre en un rango
entre 25°C y 37°C; para evaluar el efecto de esta en la producciéon de nisina

y en el crecimiento del microorganismo.

Teniendo en cuenta la recomendacién anterior, evaluar la produccion de
nisina en un rango maximo de 72 horas para las condiciones 6ptimas de

operacion.

Evaluar la produccion de nisina utilizando recirculacién del medio de cultivo
en el sistema de fermentacion para establecer el efecto que tiene en la

cantidad de nisina producida.

Emplear otros modelos de crecimiento microbioldégico que permitan
establecer un mejor ajuste a los datos experimentales del crecimiento del
Lactococcus lactis y buscar una correlacion entre el area del halo de

inhibicion y/o concentacion de nisina.

Realizar ensayos para extraer la nisina con el fin de usarla en alimentos

para establecer la efectividad de la misma.

61



6. BIBLIOGRAFIA

Ababouch, H., Chaibi, A., & Busta, F. (1992). Inhbition of bacterial sporegrowth by
fatty acid and their sodium salts. Journal of Food Protection, 980-984.

Alkhatib, Z., Abts, A., Mavaro, A., Schmitt, L., & Smits, S. H. (2012). Lantibiotics:
How do producers become self-protected?

Amiali, M., Lacroix, C., & Simard, R. (1998). High nisin Z production by
Lactococcus lactis UL719 in whey permeate with aeration. World Journal of
Microbiology & Biotechnology, 887-894.

Andersena, A. Z., Carvalhob, A. L., & Neves, A. R. (2008). The metabolic pH
response in Lactococcus lactis: An integrative experimental and modelling
approach.

Asaduzzaman, S., & Kenji, S. (Junio de 2009). Lantibiotics: Diverse activities and
unique modes of action.

Atta, H., Refaat, B., & El-Waseif, A. (2009). Application of Biotechnology for
Production, Purification and Characterization of peptide Antibiotic Produced by
Probiotic Lactobacillus plantarum. Global Journal of Biotechnology & Biochemistry,
115-125.

Badr, A. K., & Hussein, H. (2005). Characterization of Nisin Produced by
Lactococcus lactis. International Journal of Agriculture & Biology, 499-503.

Bedoya Pérez, J. C., & Hoyos Sanchez, R. A. (8 de Febrero de 2010). Agitation-
Aeration Relation Effects on Cell Culture of Azadirachta indica A. Juss Neem on
Azadirachtin Production in a Stirred Tank Bioreactor . Recuperado el 10 de
Febrero de 2013, de http://Mmwww.scielo.org.co/pdf/rfnam/v63n1/a08v63n01.pdf

Berry, E. y. (1990). Inhibition of Listeria monocytogenes and bacteriocin producing
Pediococcus during manofacture of fermented semidry sausage. Journal of Food
protection. No 53, 194-197.

Bonelli, R. R., wiedemann, 1., & Sahl, H.-G. (2006). Lantibiotics. Handbook of
Biologically Active Peptides.

Bower, C. K., Bothwell, M. K., & McGuire, J. (2001). applications, Lantibiotics as
surface active agents for biomedical. Colloids and Surfaces B, 259-265.

62



Burzul, S., & Omer., S. (2009). Stress Response Kinetics of Two Nisin Producer
Strainsof Lactococcus lactis spp. Lactis. Appl Biochem Biotechnoly, 387-397.

Cabo, M., Murado, M., Gonzélez, M., & Pastoriza, L. (2001). Effects of aeration
and pH gradient on nisin production. A mathematical model.

Castro, G.,y Otros.(2008).Comparacion de modelos sigmoidales aplicadas al
crecimiento de Lactococcus lactis subsp.Lactis.

Chacon, D., Haber Pérez , V., Rodriguez, O., & Monte Alegre, R. (2006). Effect of
the extremely low frequency magnetic field on nisin production by Lactococcus
lactis subsp. lactis using cheese whey permeate. Process Biochemestry, 1967-
1973.

Chuanbin , L., Yan , L., & Shulin, C. (2005). Effects of Nutrient Supplements on
Simultaneous Fermentation of Nisin and Lactic Acid from Cull Potatoes. Applied
Biochemistry and Biotechnology, 121-124.

Delves, J., & Davies, A. (2004). Bacteriocin Nisin .

Dermirci.,A., Pongtharangkul, T. (2004). Evaluation of agar diffusion bioassay for
nisin quantification.

Escalona R, A. y. ( 2005). Peligros microbiologicos e inocuidad de alimentos.
Recuperado el 11 de Febrero de 2012, de Revista ciencia.com:
http:/mww.revistaciencias.com/publicaciones/EEEupuVEAVxbcBxPwc.php

Furuta, Y., Maruoka, N., Omori, T., Sonomoto, K., & Nakamura, A. (2008).
Utilization of Fermented Barley Extract Obtained from a By-product of Barley
Shochu for Nisin Production.

Garcés, L. (2008). Aditivos y conservantes en los alimentos. Recuperado el 11 de
Febrero de 2012, de Biomanantial.

GIGM. (s.f.). MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL: Factores ambientales que afectan al
crecimiento: temperatura. Recuperado el 4 de Febrero de 2014, de
MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL: hitp:/Aww.unavarra.es/genmic/micind-2-4.htm

63


http://www.revistaciencias.com/publicaciones/EEEupuVEAVxbcBxPwc.php

Gomez, N. (2011). FAO publica preocupantes cifras sobre pérdida de alimentos
en el mundo. Recuperado el 12 de 02 de 2012, de
http:/AMww.econciencia.org/index.php/politicas-medioambientales/item/829-
comida-basura.htmi

Guo, W.-L., & al, E. (2011). At-ine monitoring of key parameters of nisin
fermentation by near infrared spectroscopy, chemometric modeling and model
improvement. World J Microbiol Biotechnol.

Harb V, C., & Herrera A, V. (2009). O: Evaluacion de la Produccién de Nisina a
partir del Lactococcus Lactis subs. Lactis. Medellin.

Harris, E., & Angal, S. (1995). Protein purificaion methods: a practical approach.
New York: Oxford University Press Inc.

Hee, S. y. ( 2002). Identification and characteristics of Nisin Z- producing
Lactococcus lactis subps lactis isolated from Kimchi.

Hernandez L, J.C. (2002) Caracterizacion parcial de la bacteriocina producida por
Pediococcus parvulus MXVKI33.

Hirsch, A. (1951). Growth and nisin production of a strain of Streptococcus. J Gen
Microbiol, 208-221.

Invima. (s.f.). Enfermedades producidas por alimentos. Recuperado el 10 de 02
de2012,de

http://www.invima.gov.co/Invima/ge neral/docs_general/doc_informacionalimentos/I
nformelll2007ETA_sivigila_colectivo.pdf

Juncioni de Arauz, L., & Otros. (2009). Nisin biotechnological production and
application. Food Science & Technology, 146-154.

Kim, W., Hall, R., & Dunn, N. (1997). The effect of nisin concentration and nutrient

depletion on nisin production of Lactococcus lactis. Appl Microbiol Biotechnol.,
449-453.

Liu, X., y Otros. (2005). Continuous nisin production in laboratory media and whey
permeate by immobilized Lactococcus lactis.

Madigan, M., & Martinko, J. (2005). Brock Biology of Microorganism. En M.
Madigan, & J. Martinko, Brock Biology of Microorganism. Prentice Hall.

64


http://www.econciencia.org/index.php/politicas-medioambientales/item/829-comida-basura.html
http://www.econciencia.org/index.php/politicas-medioambientales/item/829-comida-basura.html

Mall , P., Kumar Mohanty, B., Bhawanishankar, P. D., & Tunga , R. (2010).
Physiochemical Parameters Optimization for Enhanced Nisin Production by
Lactococcus lactis. Brazilian archives of biology and technology.

Marchese, P. (2012). Los conservantes. Recuperado el 10 de Febrero de 2012, de
www.pascualinonet.com.ar/conservantes.htm

Martinez, F. y Otros (2009). Efecto de la temperatura en el crecimiento de
Lactococcus Lactis subsp. Lactis bv. diacetyLactis 166Cvcor.

Meindert De, V. W., & otros. (2003). Lantibiotics similar to nisin a, lactic acid
bacteria which produce such lantibiotics, method for constructing such lactic acid
bacteria and method for preserving foodstuffs with the aid of these lantibiotics and
these lactic acid bacteria producing lanti. patente google.

Mierau, |, Olieman, K., Mond, J., & Smid, E. J. (2005). Optimization of the
lactococcus lactis nisin controlled gene expression system nice for industrial
applications. Microbial Cell Factories.

Miller, T. (2012). Optimizacion de la produccion de nisina y su aplicacion en
alimentos.

Miranda Miranda, O., & otros. (2009). Caracteristicas fisico-quimicas de sueros de
queso dulce y &cido procucidos en el combinado de queso de Bayamo. RCAN, 21-
25.

GENMIC. (2007). Microbiologia de alimentos. Recuperado el 12 de Febrero de
2012, de
http:/AMww.unavarra.es/ge nmic/microgral/ Tema_08_%?20micro_alimentos.pdf

Moreno, X. J. (Agosto de 2010). Elaboracion de una bebida lactea fermentada a
base de Kéfir (formulacién). Recuperado el 12 de Enero de 2013, de
http://biblioteca.uthh.edu.mx/libro/memorias/TSU/Alimentos/2010/2008309.pdf

N. Schneider, K. W. (2011). Analysis of nisin A, nisin Z and their degradation
products by LCMS/MS.

65


http://www.pascualinonet.com.ar/conservantes.htm

Navarro, W. (2012). Enfermedades Transmitidas por Alimentos, una importante
causa de morbilidad en nuestro pais. Obtenido de
http://www.ge neraccion.com/noticia/177764/enfermedades-transmitidas-por-
alimentos-importante-causa-morbilidad-nuestro-pais.

Parente, E., Brienza, C., Moles, M., & Ricciardi, A. (1995). A comparison of
methods for the measurement of bacteriocin activity. Journal of Microbiological
Methods , 22, 95-108.

Pérez Minor, H. (2004) Caracterizacion bioquimica y espectro de inhibicidn
microbiana de las bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneri y
Lactobacillus paracasei.

Pintado Vallejo, P. J. (2012). Elaboracion de manjar utilizando suero de queseria a
diferentes niveles como sustituto de la leche en el cantdn pastaza. Puyo, Pastaza,
Ecuador.

Pifia Suarez, D., & otros. (2011). Produccién de nisina por lactococcus lactis ug2
usando suero lacteo suplementado evaluacion de su actividad después del secado
por aspersion. 47-55.

Pongtharangku, T., & Demirci, A. (2006). Effects of fed-batch fermentation and pH
profiles on nisin production in suspended-cell and biofilm reactors.

Sahl , H. J., & Brotz, H. (2000). New insights into the mechanism of action of
lantibiotics diverse biological effects by binding to the same molecular target.
Obtenido de Oxford Journal: Journal of Antimicrobial Chemotherapy.

Instituto Nacional de Salud. (2012). Obtenido de
http://foodsafety.com.co/ialimentos/noticias. html.

Sanchez Sanchez, G. L., Gil Garzdn, M. J., Giraldo Rojas, F. J., Millan Cardona, L.
d., & Villada Ramirez, M. E. (2009). Aprovechamiento del suero lacteo de una
empresa del norte antioquefio mediante microorganismos eficientes.

Sanchez, C., & Otros. (2008). Contribution of Citrate Metabolism to the Growth of
Lactococcus lactisCRL264 at Low pH Applied and Enviromental Microbiology,
1136-1144.

66



Sharma, S., Garg, A., & Singh, G. (2010). Optimization of Fermentation Conditions
for Bacteriocin Production by Lactococcus Lactis CCSULAC1 on modified MRS
medium. Journal of Dairy Science, 1-9.

Sonomoto, K., Chinachoti, N., Endo, N., & Ishizaki, A. (2000). Biosynthetic
production of nisin Z by immobilized Lactococcus lactis 10-1. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, 325-334.

Simsec, O., Akkoc, N., H., A., & Saris, P. E. (13 de Marzo de 2009). Continuous
nisin production with bioengineered Lactococcus lactis strains. Recuperado el 14
de Marzo de 2012, de Sciense Direct: http://www.sciencedirect.com.
consultaremota.upb.edu.co

Tecnologia de Alimentos: Bacteriocina. (5 de Junio de 2008). Recuperado el 12 de
Febrero de 2012, de
http://tecnoyalimentos.wordpress.com/2008/06/05/bacteriocinas/

Thunyarat, P., & Demirci, A. (2006). Effects of fed batch fermentation pH profiles
on nisin production in suspended cell and biofilm reactors.

Valbuena, E., & Otros. (2005). Modelos cinético aplicados al crecimiento de
Lactococcus lactis subsp. lactis, en leche. Revista Cientifica, FCV-LUZ, 464 - 475.

Valencia, J. (2008). El suero de queseria y sus posibles aplicaciones.

Van't Hul, J., & Gibbons, W. (1997). Neutralization/recovery of lactic acid lactis:
effects on biomass, lactic acid, and nisin production. World Journal of Microbiology
& Biotechnology, 527-532.

Vasquez, J., Gonzales, M., & M.A, M. (2004). Peptones from autohydrolysed fish
viscera for nisin and pediocin production.

Vessoni P, T. C., & Moraes, A. (2002). Optimization of Nisin Production by
Lactococcus lactis.

Vessoni P, T. C., Faustino J, A., & Pessoa, A. (2005). Production of Nisin by
Lactococcus lactis. Applied Biochemestry and Biotechnology., 637.

W.S, K., RJ, H., & N.W, D. (1997). the effect of nisin concentration and nutrient
depletion. Appl Microbiol Biotechnol.

67


http://tecnoyalimentos.wordpress.com/2008/06/05/bacteriocinas/

Wolf-Hall, C. E. (2009). Development of a low-cost medium for production of nisin
from Lactococcus lactis subsp. lactis. World J Microbiol Biotechnol, 2013-2019.

Xia, L., Chung, Y.-K., & Yang, S.-T. (2003). Continuous nisin production in
laboratory media and whey permeate by immobilized Lactococcus lactis.

Zhang, F., Zhaoliang, W., Wub, Z., & Wang, H. (2011). Effect of ionic strength on
the foam separation of nisin from the fermentation.

Zwietering, M., & Jongerburger, F. (1990). Modeling of bacterial growth curve. .
Departament of Food Science , 51-56.

ZunZun.com. (s.f.). Obtenido de ZunZun.com Online Curve Fitting and Surface
Fitting Web Site: http://zunzun.com/

68



