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LISTA DE SIMBOLOS

Significado

Actividad antimicrobiana especifica
Didmetro de la zona de inhibicion microbiana
Grados Celsius

Gramo

Hipotesis alternativa

Hipotesis nula

Micrémetro

Miligramo

Mililitro

Milimetro

Nisina comercial

Nisina pura

Nisina recuperada

Peso molecular

Porcentaje

Pulgadas

Significancia

Temperatura

Unidades Internacionales
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Xl



Actividad bactericida

Actividad bacteriostatica

Afrecho

Agar

Aminoacidos

GLOSARIO

Actividad antimicrobiana que produce la muerte de
una bacteria, provocado por una sustancia

bactericida.

Actividad antimicrobiana que no produce la muerte
de la bacteria, sino que impide la reproduccion

microbiana.

Es el término que se utiliza para denominar, en forma
genérica, al material recuperado procedente de la
molienda de los cereales cuya cascara es
desmenuzada en el mencionado proceso. Es un
subproducto del proceso de molienda y cocimiento de

los cereales para la elaboracién de la cerveza.

Carbohidrato complejo gelatinoso (hidrocoloide)
extraido de algas marinas, utilizado en microbiologia

como un medio de cultivo de bacterias.

Son biomoléculas formadas por un grupo carboxilo y
uno amino. Son unidades quimicas o elementos
constitutivos de las proteinas que, a diferencia de los

demas nutrientes, contienen nitrdgeno.

Xl



ANOVA

Antocian6genos

ATP

Bactericida

Es una técnica estadistica que utiliza la comparacion
de grupos de medias independientes entre si para
establecer semejanzas y diferencias entre tres 0 mas
grupos distintos, con el fin de determinar si los
valores medios son iguales entre los distintos grupos

estudiados.

Son wuna forma especial de antocianidinas,
clasificados como un grupo de colorantes vegetales
con una base fendlica que aporta el caracteristico
color a la cerveza. Son de alta importancia en el
analisis de la calidad de la cerveza, ya que al
combinarse con proteinas forman taninos que

ocasionan turbiedad en la cerveza.

Abreviacién de adenosin trifosfato, es un nucleétido
de importancia fundamental como transportador de

energia quimica en el organismo vivo.

Son sustancias con actividad antimicrobiana que
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
determinadas bacterias sensibles. Son excretadas
por los organismos como medios defensivos contra

las bacterias.

XV



BU

Cerveza

Curva de calibracién

Difusion

Responde a las siglas Bittering Unit (unidad de
amargor), y mide la cantidad de alfa-acidos
isomerizados durante el hervido del mosto. Estos
alfa-acidos son los compuestos quimicos que se
encuentran en el ldpulo y que contribuyen al sabor

amargo de las cervezas.

Es una bebida de bajo contenido alcohdlico
resultante de fermentar con levaduras seleccionadas,
el mosto elaborado con malta de cebada, arroz,

maiz, lapulo y agua.

Es un método matematico muy utilizado en quimica
analitica para determinar la concentracion de una
sustancia (analito) en una muestra desconocida. El
método se basa en la relacién proporcional entre la
concentracion y un determinado parametro analitico

(propiedad).

Es un proceso fisico irreversible, en el que particulas
materiales se introducen en un medio que
inicialmente estaba ausente y aumenta la entropia

(desorden molecular) del sistema.

XV



Diacetilos

Esporas

Extracto aparente

Extracto original

Extracto real

Es un subproducto procedente del inicio de la
fermentacion del mosto. Se percibe como sabor a
mantequilla en la cerveza. Los diacetilos suelen ser
consumidos por las levaduras al final de la
fermentacion; sin embargo, si se ha producido una
cantidad excesiva de diacetilos, debido a un inicio
débil de la fermentacion o por una oxigenacion
insuficiente, la levadura no lo absorberda y se

considerara como una contaminacion en la cerveza.

Son microorganismos, tanto unicelulares como
pluricelulares, que se separan de la planta con el fin
de dispersarse y sobrevivir ante condiciones

ambientales desfavorables.

Es la cantidad residual de sdlidos disueltos en el
mosto (azucares) que queda en la cerveza luego de
la fermentacion, reportada normalmente como

gravedad especifica, y se mide en grados Plato (°P),

Es la cantidad total de sélidos disueltos que contiene

el mosto previo al proceso de fermentacion.
Es la cantidad real de solidos totales en el mosto,

corregida por la cantidad de alcohol en la solucién

luego de la fermentacion.
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FDA

Fermentacion

Grado Plato

GRAS

Es el acronimo de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA o USFDA con sus siglas en
inglés), agencia federal del Departamento de Salud y
Servicios Humanos de los Estados Unidos. La FDA
es responsable de proteger y promover la salud
publica a través del control de la inocuidad de los

productos farmacéuticos y alimenticios.

Proceso anaerébico de oxidacion que genera un
compuesto orgénico. La fermentacién alcohdlica es
un proceso realizado por las levaduras que
transforma carbohidratos fermentables en alcohol

etilico y didxido de carbono.

Es una medida de la concentracion de sodlidos
disueltos en el mosto de cerveza y son usados para
cuantificar la concentracion de extracto (azUcares
principales provenientes de la malta) como un
porcentaje del peso del extracto seco del mosto
original contenido en 100 gramos de dicho mosto a
20 °C; por ejemplo, un mosto con 10°P contendra

10 g de extracto por 100 g de mosto.

Acronimo de la FDA para identificar un compuesto
generalmente reconocido como seguro (por sus
siglas en inglés: Generally Recognized As Safe). Los
aditivos GRAS son aquellos que estan permitidos por
para el consumo humano sin representar peligro

alguno para la salud del consumidor.
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Inhibiciéon microbiana

KB/DAS

Lactobacterias

Lisozima

Lapulo

Es la accion que posee una determinada sustancia
para prevenir, contrarrestar, impedir y eliminar toda

posible reproduccion y crecimiento microbiano.

Son las siglas del método Kirby-Bauer de difusion en
el agar soélido para la determinacién de la actividad
antimicrobiana de wuna sustancia, mediante un
modelo matematico de la concentracion de la
sustancia inhibidora en funcién del tamafio de halos

de inhibicién microbiana.

También conocidas como bacterias acido lacticas
(LAB), son un grupo de bacterias grampositivas, no
esporulantes, anaerdbicas o aerébicas facultativas,
en forma de cocos o varillas, que producen &cido
lactico como uno de los principales productos de

fermentacion.

Enzima litico que actla sobre bacterias
grampositivas y destruye la pared bacteriana. Se
encuentra naturalmente en las lagrimas, la saliva,

mucosidades y en la leche materna.

Planta de la familia de las cannabéaceas, cuya flor es
utiizada en la elaboracion de la cerveza. Es la
responsable de aportar el amargor y que la cerveza

exprese mejor algunos aromas y sabores propios.
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Medio de cultivo

Molécula anfifilica

MRS (agar)

NBB-A (agar)

NBB-B (agar)

Son una mezcla de nutrientes que, en
concentraciones adecuadas y en condiciones fisicas
Optimas, permite el crecimiento de microorganismos.
Diferentes concentraciones de bases carbohidratos,
sales minerales y demas nutrientes permiten tener
medios de cultivo para  aplicaciones vy

microorganismos especificos.

Son moléculas que tienen propiedades hidrofilicas e
hidréfobas a la vez, debido a que en su estructura
molecular hay un extremo apolar que retiene las
materias grasas y otro extremo polar que es miscible

en agua.

El agar MRS fue desarrollado por Man, Rogosa y
Sharpe para proveer un medio de cultivo que pudiera
evidenciar un buen crecimiento de lactobacilos y

otras bacterias acido-lacticas

Es un medio de cultivo selectivo tipo agar solido con
la caracteristica de poder utilizarse mediante la
simple licuefaccion directa. Es utilizado para el
aislamiento, cultivo y deteccion cuantitativa de

cervezas filtradas.

Es un medio de cultivo liquido tipo caldo, utilizado
para la facil y rdpida deteccion de trazas en muestras
de levadura y microorganismos que estropean a la

cerveza.
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Nisina

Peptidasas

Péptido

Polaridad

Es un péptido pentaciclico compuesto por 34
aminoacidos, producido por ciertos tipos de la
bacteria Lactococcus lactis subp. lactis bajo

condiciones 6ptimas de fermentacion.

También conocidas como proteasas 0 proteinasas,
son enzimas que separan 2 aminoacidos, lo que
provoca una ruptura en los enlaces peptidicos, entre
un atomo de carbono y un atomo de nitrégeno, en el

seno de las proteinas.

Son moléculas formadas por la union de dos 0 mas
aminoacidos mediante enlaces peptidicos. Se
diferencian de las proteinas al tener una cantidad
menor de aminoacidos y un tamafio molecular

menor.

Es una propiedad de las moléculas que representa la
separacion de las cargas eléctricas en la misma
molécula. La polaridad es el grado con el cual la
distribucion de la densidad electrénica que rodea a
una molécula no es homogénea. Son polares las
moléculas en las cuales los elementos
electronegativos se aglutinan en una cierta zona de
esta; también son polares si no hay una simetria en

la distribucién de los atomos en la molécula.
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Polifenoles

Precipitacion

Preservante

Surfactantes

Zona de inhibicion

Son compuestos fenodlicos provenientes de la malta y
los lUpulos. La estructura y el tamafio de la molécula
influyen en gran medida en diversas caracteristicas
de la cerveza; por ejemplo, el color, el sabor, la
estabilidad del sabor, la espuma y la estabilidad

fisicoguimica

Es el proceso en donde se forma un material
insoluble en un fluido. La precipitacion puede
producirse por una reaccion quimica de dos o mas
iones en solucion o por un cambio de la temperatura

de una solucién saturada.

Los preservantes o conservantes son sustancias
anadidas a los alimentos (bien sea de origen natural
o artificial) para detener o aminorar el deterioro
causado por la presencia de diferentes tipos de
microorganismos, como bacterias, levaduras, mohos,

etcétera.

También conocidos como tensoactivos, son
compuestos anfifilicos que disminuyen la tensién

superficial entre 2 liquidos o bien, 2 fluidos.

Es la zona alrededor de un disco de antibidtico en
donde no se produce crecimiento bacteriano en una
placa de agar inoculada con el germen. Es una
medida de la potencia del antibidtico frente a la

bacteria.
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RESUMEN

El objetivo principal del presente estudio es la evaluacion de cuatro
diferentes métodos de recuperacion de nisina, tomando como parametros de
comparacion los rendimientos obtenidos, la cantidad de nisina recuperada y las
propiedades fisicoquimicas de cinco medios de cultivo que contienen azucares

fermentables provenientes de una cerveceria.

Se analizaron cuatro métodos de recuperacion, con el uso Unicamente de
reactivos de grado alimenticio: acido citrico, alcohol etilico al 70 % v/v, sulfato
de amonio e hidréxido de calcio. Se utilizaron cinco posibles medios de cultivo
para la insercion de la nisina: mosto, extracto de afrecho, extracto de trub,
extracto de levadura y las ultimas aguas del lavado del filtro Lauter. La actividad
antimicrobiana de las muestras recuperadas fue determinada a través del

método de Kirby-Bauer de difusién a través de agar sélido (KB-DAS).

Mediante el andlisis estadistico se logré determinar que si existe diferencia
significativa entre cada uno de los métodos evaluados. El método con el mayor
rendimiento fue el sulfato de amonio en mosto, con una recuperacion del
80,07 %. El método de etanol + NaCl presentd las eficiencias de recuperacion
mas altas para los cinco medios evaluados, con un promedio de recuperacion
del 61,35 %. Ademas, se determind que las muestras de las Ultimas aguas del
filtro Lauter y el extracto de afrecho son los medios con las caracteristicas

Optimas para la produccién y recuperacion de nisina.

Las condiciones promedio bajo las que se trabajaron fueron de 0,842 atm
y 23 °C.
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OBJETIVOS

General

Evaluar cuatro diferentes métodos de recuperacion de nisina, utilizando

como parametros de comparacién el rendimiento, la cantidad de nisina

recuperada y las propiedades fisicoquimicas de cinco medios de cultivo

provenientes de una cerveceria.

Especificos

1.

Establecer el método 6ptimo para la recuperacion de nisina a partir de
cinco medios de cultivo que contienen azucares fermentables

provenientes de una cerveceria.

Evaluar y comparar el grado de eficiencia de los cuatro métodos de
recuperacion para cada uno de los cinco medios de cultivo, utilizando
como parametros de comparaciéon el porcentaje de rendimiento y los

miligramos de nisina recuperada.

Evaluar y comparar a los cinco medios de cultivo de la nisina para cada
uno de los cuatro métodos de recuperacion, utilizando como parametros

de comparacion a las propiedades fisicoquimicas de los mismos.

Realizar la caracterizacion fisicoquimica de los cinco medios de cultivo
utilizados: mosto de 2 tipos de cerveza, extracto de afrecho, extracto de
levadura, extracto de trub y las Gltimas aguas de riego del filtro Lauter.
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HIPOTESIS

Hipotesis conceptual:

Es posible evaluar métodos de recuperacion de nisina a partir de medios
de cultivo que contienen azucares fermentables provenientes de una
cerveceria.

Hipotesis estadistica:

Hipotesis nula (Ho):

No existe diferencia significativa en la eficiencia de los métodos de

recuperacion de nisina en funcion de los posibles medios de cultivo.

Ho = Uy = Up = U3z = " = Uy

Hipotesis alternativa (Hi):

Si existe diferencia significativa en la eficiencia de los métodos de

recuperacion de nisina en funcién de los posibles medios de cultivo.

Mo #F U1 F g F U3 F -+ F Uy
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INTRODUCCION

Desde la antigliedad, el hombre ha buscado la manera de incrementar el
tiempo de vida y preservar la calidad organoléptica de sus alimentos, mediante
métodos empiricos de salteado, acidez, altas y bajas temperatura, asi como
otros métodos y procesos mas modernos, como la adicion de preservantes

artificiales para extender el tiempo de vida de los productos.

Existe una amplia diversidad de preservantes artificiales utilizados en la
industria alimenticia; sin embargo, algunos afectan y degradan las
caracteristicas sensoriales originales del alimento, ademas de ser un riesgo

alérgico para personas sensibles.

Ultimamente, los consumidores han estado cada vez mas y mas
consternados por los efectos adversos a la salud producidos por aditivos
guimicos en los alimentos. Han aumentado la demanda de alimentos organicos
y aditivos naturales. Esto ha incrementado las investigaciones de preservantes
naturales tan efectivos como cualquier otro preservante artificial, para el posible

reemplazo definitivo de estos.

Las bacterias acido lacticas (LAB) son microorganismos seguros que han
sido aprovechados desde hace miles de afos por producir cambios deseables
en olor, sabor y textura de ciertos alimentos, ademas de sus propiedades
preservantes naturales. El efecto preservativo de las LAB se debe a su
habilidad de liberar sustancias inhibitorias al crecimiento bacteriano, tales como
el perdxido de hidrégeno, etanol, diacetilos, didoxido de carbono, y ciertos

compuestos antimicrobianos conocidos como bactericidas.
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Los bactericidas son un grupo heterogéneo de péptidos extracelularmente
liberados por una sintesis ribosomal de la bacteria productora y se han
clasificado en cuatro grupos: clase I, lantibidticos (< 5 kDa); clase Il, pequefios
no lantibidticos (< 10 kDa); clase lll, proteinas grandes (> 30 kDa); clase 1V,
bactericidas complejos compuestos de una mitad proteica y una o mas mitades

quimicas (lipidos o carbohidratos).

Varios bactericidas naturales pueden implementarse efectivamente como
inhibidores bacterianos; sin embargo, Unicamente la nisina est4 catalogada
como GRAS (Generally Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drugs
Administration), lo cual permite el uso comercial en alimentos como
biopreservantes naturales, es aceptada en mas de 48 paises alrededor del

mundo.

La nisina es un péptido pentaciclico compuesto por 34 aminoéacidos,
producido por ciertos tipos de la bacteria Lactococcus lactis subp. lactis bajo
condiciones 6ptimas de fermentacion, en medios compuestos de sélidos lacteos
no grasos o fuentes fermentativas no lacteas, tales como el extracto de

levadura y carbohidratos sélidos.?

El proceso cervecero tiene subproductos que contienen azucares
fermentables y que representan una fuente fermentativa como potencial medio

de cultivo para la insercion de la bacteria productora.

'PARENTE, EUGENIO. Production, recovery and purification of bacteriocin from lactic
acid bacteria. 12 p.
2 SUGANTHI, VICTOR. Lantibiotic Nisin: Natural preservative from Lactococcus lactis 7 p.
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La nisina posee actividad inhibitoria contra una amplia gama de bacterias
grampositivas, incluyendo sus formas esporuladas. Cheeseman demostré que
la nisina es estable a altas temperaturas, especialmente en condiciones acidas,

resiste a procesos de esterilizacién y pasteurizacion de alimentos.?

La nisina no interactta con las propiedades organolépticas ni
fisicoguimicas originales de los alimentos y tampoco representa un riesgo téxico
para los humanos, ya que se desintegra naturalmente en el intestino humano,

por su estructura proteica.

La mayor limitante de los métodos de recuperaciéon actualmente conocidos
consiste en la utilizaciébn de reactivos nocivos para la salud del consumidor,
ademas de ser métodos complejos, con bajo rendimiento y costos altos de
operacion. De modo que este estudio aplicard& meétodos de recuperacion

exclusivamente con uso de reactivos de grado alimenticio.

Con el fin de evaluar la efectividad de los métodos de recuperacion
empleados en funcidn de la concentracion de nisina recuperada, se utilizara el

meétodo de difusion en agar solido (test de sensibilidad antibidtica Kirby—Bauer).

Se establecera una curva de calibracion logaritmica junto con un modelo
matematico de las zonas de inhibicion microbiana en funcion de la
concentracion de nisina pura/recuperada. Se inoculara el agar con Micrococcus
Luteus, se vertera el agar en platos Petri y se dejara solidificar. Se abrira 4
orificios de 5mm de didmetro en donde se inyectara las soluciones de nisina; se
dejara incubar aerébicamente a 28 °C por 4 dias. Se evidenciaran zonas de

inhibicién de crecimiento microbiano ante la presencia de nisina.

3CHEESEMAN, GARY. An improved method of preparing Nisin. 6 p.
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1. MARCO CONCEPTUAL

1.1. Antecedentes

A continuacion, se presenta la informacion de los trabajos de investigacion

analogos utilizados para estructurar el proyecto:

1.1.1. Cheeseman, Gary. An improved method of preparing
Nisin. 1956.

En el afio 1957 se realiz6 un estudio con un método mejorado para la
preparacion de nisina donde se menciona al Streptococcus lactis 354/07 como
bacteria productora. Utilizaron el método turbidimétrico para controlar el

crecimiento de la bacteria, basado en la densidad 6ptima de las muestras.

Se explica el procedimiento para preparar una fermentacion a gran escala,
a partir de una ampolla de 10 mL hasta un tanque de 150 L, mediante sucesivas
inoculaciones e incubaciones. Se menciona que el rango de pH ideal del medio
de cultivo para la produccion de nisina esta entre 5,9 a 6,1, yunpH de 1,8 a 2,0
para detener la fermentacion del medio. Se describe también que ya se habia
observado el comportamiento de la nisina en condiciones &cidas, cuando

presentaba su mayor produccién y estabilidad.



Se presenta el método para la recuperacion de nisina, el cual consiste, en
general, en la implementacién de solventes organicos (n-propanol, butanol,
acetona, cloroformo, urea, petroleo ligero, amoniaco y acido clorhidrico) junto
con una precipitacién salina (cloruro de sodio y fosfato monopotasico). Este

método logra un 50 % a 60 % de recuperacion de nisina.

Se determiné que en cada precipitacion se observaba, al menos, dos
fases en cada muestra: una fase flotante superior y otra de precipitados
interfaciales o al fondo de las soluciones. La mayor cantidad de nisina se
encontraba en la parte superior o inferior de las muestras, y se desechaba

aproximadamente 20 % a 30 % de nisina presente en el resto de la solucion.

Con el fin de incrementar el nivel de recuperacion de nisina, se utilizaron
las fases residuales y se concentraron mas las fases recuperadas con mayor
cantidad de soluto, en sucesivas precipitaciones salinas; sin embargo, se
observaron pérdidas en la actividad antimicrobiana. Se recomienda siempre

utilizar el primer precipitado obtenido del proceso.

Los autores Cheeseman y Berridge recomiendan el uso de la decantacion,
centrifugaciéon y la adicion de los reactivos en frio, para poder aprovechar al
maximo la disminucion de solubilidad de la solucion a bajas temperaturas, y asi
obtener una mayor cantidad de precipitados. Los autores también recomiendan
la concentracion de las soluciones mediante rotoevaporacion (evaporacion al

vacio en bafio maria).”

“CHEESEMAN, GARY. An improved method of preparing Nisin. 6 p.
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Se observé que el precipitado era mucho mayor con las soluciones donde
se utilizé solamente alcohol en vez de acetona, y que la adiciébn de grandes
cantidades de este Ultimo, disminuian la actividad antimicrobiana de la nisina,

por lo que se evitara el uso de este solvente en investigaciones futuras.

Se concluyé que el uso de cloroformo, butanol, propanol y acetona
presentd pérdidas de recuperacion de soluto debido a que, ademas de disminuir
la actividad antimicrobiana, estos solventes lograban precipitar proteinas
desnaturalizadas debido a la formacion de complejos entre la nisina y las

proteinas derivadas de la bacteria, posiblemente por reacciones quimicas.

1.1.2. Parente, Eugenio. Production, recovery and purification

of bacteriocin from lactic acid bacteria. 1999.

El trabajo aborda la investigacion desde un sentido tedrico, presenta
informacion sobre la produccion y purificacién de bactericidas de clase | y clase
Il, factores que influyen en la produccién y técnicas para la recuperacion y

purificacion de nisina.

Dentro de la estructura y modo de accion de la nisina, la operacion de los
bactericidas siempre incluye genética especial para inmunidad especifica; es
por eso por lo que las células de las bacterias productoras no se ven afectadas

por sus propios bactericidas.

Se describe que en la produccion de nisina existen ciertos factores que
disminuyan el rendimiento de produccion, como por ejemplo la adsorcion de
bactericidas a las células productoras o la degradacion por proteasas
especificas y no especificas.



Este efecto tiene el punto maximo en un rango de pH de 55- 65y
decrece conforme disminuya el pH, lo cual indica que un control sobre el pH de
las soluciones es critico para el desempefio de la bacteria; se recomienda

trabajar en pH cercanos a 2.°

La produccidon de bactericidas se ve significativamente afectada por el
nivel y el tipo de fuente de carbono, nitrégeno y fosfatos, asi como los cationes,
detergentes e inhibidores presentes en los medios matrices de cultivo. nisina Z
puede producirse de fuentes de carbohidratos como la glucosa, sacarosa y
xilosa, pero los mejores resultados se observaron al utilizar glucosa (4000
lU/mL).

En procesos por lote, bajo condiciones controladas, la tasa de produccion
y la cantidad final bactericida producida estan afectadas directamente por la
concentracion inicial de carbohidratos. Sin embargo, ya que las lactobacterias
son microorganismos nutricionalmente delicados, el crecimiento y la produccién
de bactericida estan frecuentemente limitados por las fuentes de nitrégeno
organico mas que de las fuentes de carbono, ya que se encontré que la maxima
concentracion de nisina incrementaba frente al aumento de contenido de

nitrégeno orgéanico.

El autor menciona haber utilizado varios medios alternativos como fuentes
de nutrientes: harinas de semillas de algodon, harinas de pescado, suero de
productos lacteos, residuos de filtrados y extracto de levadura.

*PARENTE, EUGENIO. Production, recovery and purification of bacteriocin from lactic
acid bacteria. 12 p.



Se menciona también los beneficios de la presencia de los iones Mg* y
Ca' en las soluciones matrices, ya que estos desplazan las moléculas de
nisina de la superficie de las células de la bacteria productora y decrecen la

adherencia celular entre si.

Ademas, el Ca* neutraliza la actividad de la peptidasa (NisP), la cual
representa el precursor de la protedlisis que decrece significativamente la

actividad antimicrobiana de la nisina.

Se recomienda basarse en la naturaleza catidénica e hidrofébica de los
bactericidas para mejorar la eficiencia de los procesos de recuperacion y
purificacién. Se fracciona las fases mediante una precipitacion salina, con
sulfato de amonio; se sigue con una centrifugacion y varias combinaciones de
cromatografias de intercambio idnico e interaccion hidrofdbica, y se termina con
una RP-HPLC.

Este procedimiento presenta una muy buena opcion en términos de
recuperacion; sin embargo, esta metodologia es impractica para recuperaciones
de bactericidas a escala industrial, debido a los altos costos de operacion y a la
pequefia cantidad de nisina recuperada; es decir, que los métodos
cromatograficos recuperan una muy buena proporcion de nisina presente en la
solucion, pero en cantidades muy pequefias, insuficientes como para su

posible aplicacion en lotes industriales de produccion alimenticia.

Los métodos cromatogréaficos pueden ser remplazados y complementados
por el concepto de precipitaciones isoeléctricas. Ademas, se recomienda que
todos los procedimientos se realicen a bajas temperaturas, para disminuir la

solubilidad de las soluciones e incrementar la cantidad de precipitados.



1.1.3. Weber, Peter. Resistance of Bacillus: preparation of
nisin. 2004.

En este trabajo se evaluaron 5 medios de cultivo (BHI puro, BHI + 1 % de
glucosa, BHI + 1 % de sacarosa, BHI + 3 % de extracto de levadura y leche
descremada) y un método de purificacion de nisina, mediante una precipitacion

salina con sulfato de amonio (saturacion al 40 %, 50 % y 60 %).

Se inocularon los medios con Lactococcus lactis para la produccion y
recuperacion de nisina. Se procede a concentrar, centrifugar y filtrar las
soluciones. Se utiliza una unidad de ultrafiltracion con membranas con poro de

corte de peso molecular especifico (10000 Da).

Para la determinacion de la concentracion de nisina recuperada, se utilizd
el método de zonas de inhibicion con 2 bacterias identificadoras: Lactobacillus
viridescens y Bacillus cereus; sin embargo, hay que inocular el agar completo
con la bacteria identificadora y permitir la difusion de la nisina a través del agar.

Evitar el método de una pelicula de la bacteria sobre el agar solidificado.

El mejor medio para trabajar fue el de BHI + 3 % de extracto de levadura,
ya que fue el medio mas apegado al estandar con nisina pura. Se determino
gue una saturaciéon del 50 % de sulfato de amonio fue suficiente para precipitar

todas las sales de nisina de la solucion.

A partir del método estadistico indica que la actividad y cantidad
recuperada de nisina no dependen del medio de cultivo empleado, sino de las

caracteristicas del método de recuperacion por utilizar.



1.1.4. Xiao, Dan. Nisin extraction capacity of aqueous ethanol
and methanol from a 2,5 % preparation. 2010.

En el estudio se decidié utilizar alcoholes y basarse en la extraccion de las
proteinas de una solucion mediante la adicibn de solventes polares. Se
utilizaron concentraciones de 0, 10, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 % v/v para ambos
alcoholes con 1000, 2000, 4000, 6000, 8000, 10000 y 15000 ppm de nisina

agregada.

Para determinar la concentraciobn de nisina recuperada, se utilizé el
método de difusidbn en agar solido con Micrococcus luteus como bacteria
identificadora de presencia de nisina. Se establecié una curva de calibracion
con soluciones estandarizadas de nisina pura, con concentraciones de 50 hasta
1500 1U/mL.°

Se aplica la depuracion de métodos cromatogréaficos para la purificacion
de la nisina, debido a que su costo es demasiado alto para la produccion de
ingredientes alimenticios; ademas, se discrimina la utilizacién de triton X-100,
tolueno y cloroformo, debido a que son solventes tdxicos e impedirian la

utilizacion de la nisina recuperada en aplicaciones alimenticias.

Se realizaron pruebas control con diferentes concentraciones de alcohol,
con el fin de verificar que la inhibicibn microbiana ocurre por las propiedades

antimicrobianas de la nisina exclusivamente.

® TAYLOR, TRUCE MARTIN. Extraction of Nisin from a 2.5 % commercial Nisin product
using methanol and ethanol solutions. 16 p.
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Se observé que, a mayor grado de alcohol, se obtenia una menor
recuperacion (arriba de 90 %). Las concentraciones bajas de alcohol (0-10 %)
no fueron suficientes para recuperar nisina. El grado de alcohol éptimo para el
metanol es de 80 % y 50 % de etanol, ambos para 1000 ppm de nisina. Se
observé que la mayor recuperacion se obtuvo para 2000 ppm de nisina'y 70 %
de etanol, y se recuper6 84,7 % de nisina.

No se observaron zonas de inhibiciébn en ninguna prueba de control, en
ninguna concentracion de metanol ni de alcohol, inclusive el etanol de 70 %, el

cual es utilizado ampliamente como agente antimicrobiano.

Durante el método de difusién en agar sélido, la nisina es el péptido
hidrofébico que debe difundirse a través del agar para lograr las zonas de
inhibicién microbiana, por lo que la presencia de un alcohol en concentraciones
suficientemente altas ayuda a la difusion de nisina a través del agar y permite

gue las zonas de inhibicion sean mas grandes.

Se realiza la comparacion basica entre estos dos alcoholes, una de ellas
es la polaridad, la cual decrece al aumentar el nUmero de carbonos en la
cadena del compuesto, lo cual indica que el etanol es mas no polar que el
metanol; por lo tanto, la mayor solubilidad de nisina en una solucién acuosa de
alcohol correspondera a una menor concentracion de etanol que en una de
metanol. Ademas, la diferencia de polaridad puede no favorecer a la difusién en

el agar.

Se debe trabajar con etanol al 70 % v/v para futuros estudios. La polaridad
intermedia y el grado GRAS, a diferencia de que la ingestibon de metanol

representa peligro para el consumo humano.



Para lograr un mejor terminado en el producto final, se recomienda la
rotoevaporacién para separar los alcoholes y concentrar la solucion, asi como la
utilizacién del secado por aspersion, para disminuir la humedad del producto y

obtenerlo en una presentacion en polvo.’

1.1.5. Suganthi, Vanessa. Lantibiotic  Nisin: natural

preservative from lactococcus lactis. 2012.

El trabajo se maneja desde un sentido de investigacion tedrica, recopila
informacion del Lactococcus lactis, de la nisina, su estructura y caracteristicas
guimicas, su modo de accion e interaccion con ingredientes alimenticios. Se
menciona los conceptos basicos utilizados en la produccion y purificacion de la
nisina. Se incluye también algunas aplicaciones actuales de la nisina en el

mercado alimenticio.

Se menciona la solubilidad y estabilidad de la nisina en soluciones acidas:
a un pH de 2 en solucion acuosa, la solubilidad de la nisina es de 57 mg/mL. En
contraste, se habla que la solubilidad decrece dramaticamente en soluciones

béasicas, donde también pierde su actividad biolégica natural.

Se describe los factores generales que influencian la produccion de
bactericidas, como el pH, la temperatura, la concentracién de nitrégeno, las
fuentes de carbohidratos y la presencia de elementos esenciales como

vitaminas y oligoelementos.

"XIAO, DAN. Nisin extraction capacity of aqueous ethanol and methanol froma 2,5 %
preparation. 6 p.



Generalmente, los procesos de purificacion consisten en 4 pasos: una
concentracion de la solucion, seguida con una precipitacién salina de la fase
supernadante, una cromatografia de intercambio catiénico y terminando con

una cromatografia HPLC de fase reversa.

Una de las limitantes de estos procedimientos son las bajas eficiencias,
las concentraciones bajas de producto y los altos costos de operacion. Se
recomienda la utilizacion de medios alternativos, como medios residuales o
subproductos de procesos establecidos; por ejemplo, los desechos del cultivo
de papa o extractos fermentados de cebada, ambos contienen fuentes

suficientes de carbohidratos.

Para la concentracion de las soluciones, el autor recomienda aprovechar
las propiedades de los bactericidas y sus caracteristicas hidrofobicas como la
afinidad con solventes orgéanicos, la variacion de solubilidad en soluciones
salinas concentradas (utilizando sulfato de amonio o silicato de calcio hidratado)

y a un pH determinado (punto isoeléctrico de la nisina).

Se presenta algunas de las aplicaciones mas comunes de la nisina en la
industria de productos lacteos, carnicos, marinos, asi como algunas recientes

investigaciones para su aplicacion en la medicina humana y veterinaria.

Una de las aplicaciones mas interesantes de la nisina es la preservacion
de bebidas alcohdlicas, como la cerveza y el vino. La nisina es agregada al
proceso para controlar y prevenir posibles contaminaciones, reducir el tiempo
de pasteurizacion, brindar una mayor seguridad durante el trasiego y llenado,

asi como extender el tiempo de vida del producto final.
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La adicion de nisina permite incrementar la produccién de alcohol, ya que,
al erradicar posibles bacterias del medio, permite que la levadura tenga un
mejor desempeiio al tener menos competencia por el sustrato. Se ha
demostrado que las levaduras fermentativas no son afectadas por la presencia

de la nisina.

1.1.6. Mdaller-Auffermann, Keith. Nisin-producing
microorganisms and their implementation in brewers’
wort. 2014.

En el afio 2014 se realiza el informe de los microorganismos productores
de nisina y su implementaciébn en mosto cervecero, y la nisina y su uso en

cervecerias: una revision y discusion.

En ambos trabajos se evalu6 la implementacion del mosto como posible
medio de cultivo para la insercion de la bacteria productora de nisina, el
Lactococcus lactis subsp. lactis y varias cepas de esta misma bacteria. Se
determinaron las caracteristicas y parametros ideales para el adecuado

desemperio de la bacteria para la produccién de bactericidas.

En dichos trabajos se recomienda la evaluacion de mosto diluido, extracto
de afrecho, extracto de trub, extracto de levadura y las Ultimas aguas, entre
otros efluentes del proceso cervecero, para su posible aplicacion como medio

matriz para la produccion de nisina.

A partir de los antecedentes y trabajos analogos, se recopilaron detalles
relevantes para ejecutar la experimentacion tomando en cuenta las
recomendaciones indicadas. Ademas, se recopilaron, depuraron y disefiaron los

protocolos y estrategias de recuperacion adecuados a la experimentacion.
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1.2. Justificacion

Las tendencias en el mercado han tenido un interés creciente hacia el
consumo de alimentos naturales, de modo que se busca la reduccién y
sustitucién de aditivos quimicos por aditivos naturales. Un preservante ideal
debera asegurar la preservacion, inocuidad, seguridad y calidad del producto,
sin que ello afecte negativamente a las caracteristicas sensoriales y nutritivas

originales del alimento.

Comunmente, se ha practicado la adicion de preservantes artificiales a los
alimentos, tales como el benzoato de sodio, sorbato de potasio, lactato de
sodio, diacetato de sodio, leche y nitrito de sodio, &cido sérbico, entre otros; sin
embargo, estos preservantes limitan, cambian y degradan las caracteristicas
originales del alimento; asimismo, aproximadamente un 2,5 % de la poblacion
mundial presenta algun tipo de alergia antes alguno de estos preservantes

artificiales.

Una alternativa trabajada desde hace miles de afios es el
aprovechamiento de las caracteristicas preservantes de las lactobacterias (por
ejemplo, Lactococcus lactis), presentes naturalmente en productos lacteos. Se
descubrié que la actividad antimicrobiana de las lactobacterias se debe a que
estas producen naturalmente, en condiciones O6ptimas, biopreservantes
naturales, llamados bactericidas, de los cuales, solo la nisina esta acreditada

para su uso comercial en mas de 48 paises.

La produccion, purificacién e incorporacion de compuestos naturales con
actividad antimicrobiana a los alimentos ha tomado auge debido a que estas
tienen un amplio rango antimicrobiano, son estables a altas temperaturas en

condiciones &cidas y no interfirieren con los demas componentes del alimento.
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Por otro lado, una de las desventajas de la nisina es que su costo de
produccion es relativamente alto, debido a la dificultad de encontrar y mantener
las caracteristicas y condiciones 6ptimas del medio de cultivo para el eficiente

desempenio de las bacterias acido lacticas productoras de esta.

Existen ciertas limitaciones en la produccion de nisina: eficiencias bajas,
bajos rendimientos de recuperacion y medios de cultivo costosos; de modo que
se busca producirla en medios de cultivo provenientes del proceso cervecero,
los cuales contienen cierta cantidad de azUcares fermentables, que significan
una muy buena fuente de vitaminas y sustratos para la vida de la lactobacteria

productora y la produccion de nisina.

La utilizacidon de estos subproductos del proceso representa un nuevo uso
de materiales que, anteriormente, se pudo haber desechado o desempleado y
significarian una mejora en la eficiencia econdémica del proceso y un

aprovechamiento potencial como fuente de ingresos.

Otro factor que incrementa el costo de la produccion de nisina son los
métodos de recuperacion, extraccidbn y purificacion parcial actualmente
conocidos y aplicados en la industria. Los métodos cominmente aplicados para
la purificacién de bactericidas estan basados en sus propiedades bioquimicas y

caracteristicas cationicas y anfifilicas.

Entre los métodos se encuentra la precipitacion salina, la adicion de
solventes polares y organicos, las cromatografias de intercambio catidnico y las
cromatografias de fase reversa HPLC; sin embargo, la mayoria de estos
métodos son costosos y presentan baja eficiencia de recuperacion de nisina, lo

que dificulta y encarece el proceso de produccion.
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Generalmente los procedimientos de purificacibn consisten en la
utilizacion de compuestos toxicos para el consumo humano, tales como el
cloroformo y metanol, lo que impide la reutilizacion del precipitado en productos
alimenticios. Se busca recuperar la nisina (0 soluciones concentradas de esta)
mediante métodos y compuestos de grado alimenticio, para posibles

aplicaciones en productos alimenticios, como preservante natural.

La implementacién de la nisina permite reducir tiempos y cantidades de
energia consumida en procesos tradicionales de preservacion alimenticia (por
ejemplo, pasteurizacion, ebullicibn y autoclave), asi como permite eliminar
bacterias patégenas que puedan presentarse durante el proceso de produccion
(por ejemplo, cocimientos, fermentacion y llenado). Estos beneficios permiten la
reduccion de mermas y costos, asi como a un incremento en la seguridad e

inocuidad en estos procesos.

En general, el proyecto de recuperaciébn de la nisina caracteriza los
posibles medios para la insercién de la bacteria productora Lactoccocus lactis.
Se extrae y purifica la nisina mediante procesos efectivos, seguros y rentables,
para la efectiva reutilizacibn como preservante natural en alimentos. La
implementacion de métodos simples permite la reduccion de costos en la
viabilidad de la produccién de nisina a escala industrial. Se busca un uso

alternativo de los subproductos de una planta de produccién de cerveza.

1.3. Determinacion del problema

El fundamento del trabajo y la delimitacion del problema se describen a

continuacion.
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1.3.1. Definicién

La necesidad de la reduccion y completa sustitucion de aditivos quimicos
ha llevado a la investigacion y experimentacion con nuevos aditivos naturales;
por ejemplo, la implementacion de bactericidas (por ejemplo, la nisina)
producidos por lactobacterias (por ejemplo, Lactococcus lactis subsp. lactis)

como biopreservantes naturales, debido a sus propiedades antimicrobianas.

Trabajos analogos han evaluado diversas metodologias de trabajo con el
fin de optimizar la produccién de bactericidas e inclusive optar por producciones
a escala industrial. Esta ultima se ha visto limitada debido a la dificultad de
encontrar y mantener las caracteristicas y condiciones Optimas del medio de
cultivo para el eficiente desempefio de las bacterias acido lacticas productoras

de nisina.

Algunas limitaciones de la produccion de nisina a gran escala son las
bajas eficiencias de produccion, pobres concentraciones de producto, medios
de cultivo costosos, procedimientos de recuperacion y purificacion de bajo
rendimiento, larga duracion, alto costo de operacién, compleja laboriosidad e

implementacion de reactivos toxicos 0 nocivos.

Se busca producir nisina en medios de cultivo provenientes o excedentes
de algun proceso industrial; por ejemplo, del proceso cervecero, del cual la
mayoria de los subproductos contienen una cantidad considerable de azucares
fermentables. Esto significa una muy buena fuente de vitaminas y sustratos

para la vida de la lactobacteria productora y de la produccion de nisina.
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La utilizacién de estos subproductos del proceso representa un nuevo uso
de estos materiales que, anteriormente, se pudo haber desechado vy
significarian una mejora en la eficiencia econ6mica del proceso y un

aprovechamiento potencial como fuente de ingresos.

Se busca concentrar, recuperar y purificar la nisina mediante diferentes
estrategias y protocolos, comprendidos por procesos rentables y asequibles,
con el uso exclusivo de reactivos de grado alimenticio. Esto optimizara la

produccion de nisina y su efectiva aplicacion como preservante natural.

1.3.2. Delimitacién

El proyecto de recuperacion de la nisina a partir de los subproductos de
una cerveceria que contienen azucares fermentables caracterizara al mosto,
extracto de levadura, extracto de afrecho, extracto de trub y las Ultimas aguas
de dos tipos de cerveza diferentes, para su posible aplicacibn como medios de

cultivo para la insercion de la bacteria productora y la produccion de nisina.

Se busca disefiar y evaluar diferentes estrategias y protocolos para
concentrar, recuperar y purificar la mayor cantidad posible de nisina, mediante
procesos econdmicos y efectivos, con la utilizacion exclusiva de reactivos de
grado alimenticio. Esto con el objetivo de la efectiva aplicacién de nisina como

preservante natural en alimentos.

Este trabajo determinara métodos cada vez mas baratos (compuestos y
procesos) con el fin de disminuir costos en la viabilidad de producir nisina a
escala industrial, de manera confiable, eficaz y eficiente; y encontrar un uso
alternativo a los subproductos (de desecho, no utilizados o usados en otras

aplicaciones) de una planta de produccion de cerveza.
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2.  MARCO TEORICO

2.1. Preservaciéon alimentaria

La preservacion alimentaria es una lucha continua e incesante contra
microorganismos, por diversos propoésitos: disponibilidad ante la escasez de
alimentos en determinadas temporadas, transportar y comercializar alimentos
de una manera fresca y segura, mantener las propiedades organolépticas
originales del producto o incrementar el tiempo de vida de algun alimento.

Los productos alimenticios procesados disponibles en el mercado
contienen una diversa variedad de preservantes quimicos, los cuales alteran los
constituyentes quimicos, nutricionales y las cualidades organolépticas originales
del alimento. Las nuevas tendencias de consumo han optado por alimentos no
procesados, ni quimicos y con beneficios adicionales saludables, lo que ha

creado una alta demanda por alternativas como los biopreservantes.
2.1.1. Biopreservacion
Los preservantes naturales han tomado auge dentro del mercado debido a
su accion antimicrobiana de amplio espectro contra bacterias patdgenas y

bacterias descomponedoras, que conservan las caracteristicas fisicoquimicas y

organolépticas originales del producto.

17



Los bactericidas producidos por lactobacterias (LAB) han sido
categorizados como los biopreservantes con mejor desempefio para la
preservacion de productos lacteos, productos fermentados, carnes, vegetales,
entre otros, debido a la actividad antimicrobiana de alto espectro y alta
estabilidad en diferentes condiciones de producciéon y composicion de

alimentos.

2.2. Microorganismos

A continuacién, se presentan los microorganismos envueltos en la

produccion y recuperaciéon de nisina.

2.2.1. Lactobacterias LAB

Las lactobacterias (LAB) han sido utilizadas desde hace miles de afios en
la produccién de diversos productos alimenticios fermentados, debido a su
contribucién en el desarrollo y en cambios deseables del sabor, olor y textura de

los alimentos, asi como por sus propiedades conservantes.

El efecto preservativo de las lactobacterias se debe no solo a las
condiciones acidas que estas bacterias crean en los alimentos, sino también a
su capacidad de producir y excretar una variedad sustancias inhibitorias , tales
como el peréxido de hidrégeno, etanol, diacetilos, diéxido de carbono y ciertas

sustancias con actividad antimicrobiana, conocidas como bactericidas.®

|RIBEIRO, SUSANA. Isolation and characterization of bacteriocins produced by lactic acid
bacteria.4 p.
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2.2.2. Lactococcus lactis

El Lactococcus lactis es una bacteria homofermentativa, acidolactica y
probiotica, derivada de productos lacteos; es uno de los principales precursores
de fermentaciones lacteas. La funcidon primaria del Lactococcus lactis es la

produccion rapida de acido lactico a partir de la lactosa.

Existen dos subespecies y una biovar de la bacteria: Lactococcus lactis
subsp lactis, Lactococcus lactis subsp cremoris and Lactococcus lactis subsp

lactis biovar diacetylactis.

El Lactococcus lactis ha sido empleado en la industria alimenticia por la
produccion de compuestos con actividad bactericida, ademas que se ha
reportado que mejora la salud gastrointestinal, estimula las funciones
inmunoldgicas y se indica seguro para el consumo humano, ya que, por sus

propiedades proteicas, se descompone naturalmente en el intestino humano.®
2.2.3. Bactericidas

Los bactericidas son proteinas o0 péptidos naturales, segregados
extracelularmente por diversas bacterias productoras como productos primarios

o modificados, provenientes de una sintesis ribosomal bacteriana.

Los bactericidas tienen un amplio espectro de actividad bactericida contra
bacterias patdgenas y bacterias descomponedoras de alimentos; ademas de
tener un sistema de inmunidad inclusivo para la cepa productora y presenta un

mecanismo de autoproteccion especifica.

® BANERJEE, SHIBA PROSAD. Detection, partial purification and characterization of
bacteriocin produced by Lactobacillus brevis isolated from freshwater fish. 9 p.
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Los bactericidas producidos por bacterias acido lacticas se han clasificado
en cuatro grupos. La clase I, lantibioticos (< 5 kDa), son péptidos de membrana
activa que contienen lantionina, B-metil-lantionina y residuos deshidratados (por
ejemplo, nisina); clase Il, pequefios no lantibidticos (< 10 kDa) son péptidos
compuestos de 37-58 aminoacidos, de membrana activa, termoestables y con
ausencia de lantionina (por ejemplo, pediocina AcH/PAL); clase lll, proteinas
grandes (> 30 kDa) termosensibles (por ejemplo, Helveticina J); clase IV,
bactericidas complejos compuestos de una parte proteica y una 0 mas partes

quimicas (lipidos o carbohidratos).*

Algunos bactericidas clase Il han demostrado ser mas efectivos que la
nisina contra algunos microorganismos patégenos (como el Staphylococcus
aureus Yy Listeria monocytogenes); sin embargo presentan problemas de

efectividad y estabilidad en productos alimenticios.

La nisina es catalogada como un bactericida termoestables en condiciones
acidas, no toxicos y susceptibles a la degradacion por las enzimas proteoliticas

(proteasas) presentes en el tracto gastrointestinal.
2.3. Nisina
La nisina es un bactericida clase |, compuesto de 34 aminoacidos, con un

peso molecular de 3,354 kDa y es producida por ciertas cepas del Lactococcus

lactis subsp. lactis.**

“KLAENHAMMER, TONY. Genetics of bacteriocins produced by lactic acid bacteria.23 p.
"ABTS, ANDRE. Easy and rapid purification of highly active Nisin. 10 p.
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Tiene un modo de accion inhibitorio de amplio espectro contra bacterias
grampositivas, incluidas sus formas esporuladas. Es un bactericida
termoestable, sintetizada por el proceso post-traslacional de percusores

ribosomalmente sintetizados.

No ha reportado impactos adversos en la salud humana, incluso luego de
un consumo a largo plazo, lo cual la ha hecho como el primer y Unico
bactericida usado ampliamente en la industria alimenticia y a escala comercial
como preservante alimenticio. Esta reconocida como GRAS (Generally
Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drugs Administration) y esta

permitida como aditivo alimenticio en méas de 50 paises alrededor del mundo.*

Es soluble y sumamente estable en soluciones &cidas; en una solucion
acuosa de pH 2, la solubilidad es de 57 mg/mL. No obstante, en condiciones
béasicas, la solubilidad varia draméaticamente, se degrada y convierte en un

compuesto bioldégicamente inactivo debido a modificaciones quimicas.

Es un péptido con caracteristicas cationicas y anfifilicas. Las regiones
hidrofébicas en las moléculas de la nisina son cruciales para la efectiva
actividad contra las bacterias sensibles, debido a que la inactivacion de
microorganismos por bactericidas depende de la interaccion hidrofobica entre

las células bacterianas y las moléculas bactericidas.
2.3.1. Produccién
La nisina es producida en medios esterilizados de solidos lacteos no

grasos o en fuentes fermentativas no lacteas, tales como el extracto de

levadura y carbohidratos solidos.

12YANG, RON. Novel method to extract bacteriocins from lactic acid bacteria. 18 p.
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La produccién de bactericidas est4 asociada con el crecimiento de la
bacteria productora, pero el rendimiento de la produccion de bactericida por
unidad de biomasa se ve afectada por diversos factores, en donde influye la
cepa productora, el medio de cultivo (fuentes de nitrégeno y carbohidratos,
cationes, etc.) y las condiciones de fermentacion (pH, temperatura, agitacion,

aireacion y en la tasa de dilucién en fermentaciones continuas).*

2.3.2. Factores que influyen en la produccion de bactericidas

a partir de lactobacterias LAB

Se ha mencionado que la produccion de bactericidas a partir de
lactobacterias esta relacionada directamente con el crecimiento bacteriano; sin
embargo, debido a la compleja interaccion de diversos factores que afectan la
produccion bactericida y la adsorcion celular, una maximizacion del crecimiento
puede no implicar necesariamente en una maximizacion de la produccién

bactericida.

Algunos de los factores que influyen significativamente en la eficiencia de
la produccion de bactericidas son: la cepa productora, el medio de cultivo y las

condiciones de fermentacion.**
2.3.2.1. Cepa microbiana productora

Un determinado bactericida puede ser producido por varias cepas o0
especies de bacterias productoras y se ha demostrado que el rendimiento de la
liberacion de bactericidas varia en funcion del tipo de cepa. De Vuyst definio 21

cepas de Lactococcus lactis productoras de nisina y 6 no productoras.

¥DE VUYST, LUC. Nisin a lantibiotic produced by Lactococcus lactis subsp. lactis:
roperties, biosynthesis, fermentation and applications. 11 p.
“BURIANEK, LOUIS. Solvent extraction of bacteriocins from liquid cultures. 6 p.
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La resistencia de la nisina depende de la calidad y disponibilidad de
nutrientes basicos e incrementa la autoinmunidad de la nisina cuando se
encuentra en el mismo medio que la bacteria productora. Esto representa un
incremento en el crecimiento de la bacteria productora, de la liberacion de

nisina y en una mayor productividad de bactericida.™
2.3.2.2. Medio de cultivo

Es necesario que los medios de cultivo tengan una suficiente
disponibilidad de nutrientes tales como los niveles de las fuentes de carbono,
nitrogeno y fosfato, de los cationes, surfactantes e inhibidores presentes en el

medio matriz.

El rendimiento y la concentracion de bactericidas producidos estan
relacionados directamente con la concentracion inicial de carbohidratos y pH
controlados. La importancia de las fuentes de carbono es regular la sintesis y

actividad de las enzimas formadoras de la pre-nisina.*®

La nisina puede ser producida en medios con diferentes fuentes de
carbohidratos como la glucosa, sacarosa y xilosa, en donde la glucosa es la

mejor fuente de carbohidratos, seguido de la sacarosa y xilosa.

La produccién de bactericidas esta limitada por las fuentes de nitrégeno
organico, ya que la concentracion maxima de nisina aumenta ante un

incremento del contenido de nitrégeno en el medio de cultivo.

> PINGITORE, E. V. Different strategies for purification of antimicrobial peptides from
lactic acid bacteria (LAB). 4 p.

' PARENTE, E. Production, recovery and purification of bacteriocin from lactic acid
bacteria.6 p.

23



Se ha observado que al utilizar el extracto de levadura como medio matriz,
se obtiene nisina con actividad >2000 IU/mL. De igual manera, se observé que
al agregar la bacteria productora Lactococcus lactis subsp. Lactis ATCC11454
en medios de flujos residuales de procesos de filtracion, se obtenia 1,5 mas

cantidad de nisina.

Los aniones (fosfatos) y cationes (Mg*?, Ca*?) afectan a la produccién de
bactericidas. Se ha demostrado que el magnesio Mg*?incrementa la produccion
de pediocina AcH y decrece significativamente la adherencia celular de la nisina
al Lactococcus lactis subsp. Lactis. Por otro lado, agregar 0,1 M de cloruro de
calcio CaClincrementara la cantidad y el ritmo de producciéon de nisina. El
calcio Ca*? activa e incrementa la inmunidad de la peptidasa lider (NisP) y
protege la integridad de la membrana citoplasméatica o desplazando la nisina Z

fuera de la superficie celular.*’

Los medios con porcentajes bajos de alcohol 1 % (v/v) mejoraron la
produccion de ciertos bactericidas, debido a las propiedades tensoactiva, que
provienen de la adsorcidon de la nisina en la superficie de paredes de

polipropileno y vidrio.

La reutilizacion de subproductos efluentes de un proceso que contengan
suficientes niveles de azucares y proteinas, representan fuentes alternativas de
carbono y nitr6geno para el crecimiento y desarrollo de las cepas productoras
para la produccion de bactericidas.

YPARENTE, EUGENIO. Production, recovery and purification of bacteriocin from lactic
acid bacteria. 12 p.
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2.3.2.3. Composicion de nisina comercial

Podemos encontrar la nisina en presentaciones comerciales, la cual
contiene 2,5 % w/w de nisina pura (de acuerdo con el fabricante) y es producida
por la fermentacion de leche no grasa por ciertas cepas de Lactococcus lactis

subsp. lactis.

Esta presentaciéon de nisina al 2,5 %, tiene aproximadamente 1x10°
unidades internacionales (IU) por gramo de masa, la cual generalmente se
compone de 74 % de cloruro de sodio, 23 % de sdlidos lacteos
desnaturalizados y subproductos de la fermentacién, entre los cuales se

incluyen proteinas y carbohidratos, y 0,5 % de humedad.'®

2.3.2.4. Composicion de nisina comercial

La actividad antimicrobiana de la nisina es expresada en Unidades
Internacionales (IU), que se refieren a la cantidad de nisina requerida para
inhibir el crecimiento de 1 célula bacteriana en 1 mililitro de cultivo. Una 1U de
nisina representa un equivalente de 0,025 gramos; esto se debe a que la nisina
en presentaciones comerciales consiste tipicamente de 2,5 % w/w de nisina

pura, junto con cloruro de sodio y sélidos lacteos.™

®F0OD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO) / WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO). Compendium of food additive specifications, vol. 1: Nisin. 32 p.
YRIBEIRO, SUSANA. Isolation and characterization of bacteriocins produced by lactic
acid bacteria. 4 p.
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2.3.2.5. Estabilidad en procesos

La estabilidad de la nisina permite su apto y 6ptimo desempefio en
condiciones habituales de producciébn y almacenamiento, no afecta
directamente a levaduras de fermentacion, ejerce su actividad antimicrobiana

sin influir en las cualidades organolépticas originales de los productos.

La termoestabilidad es un factor importante si se busca que el bactericida
en cuestion tenga aplicaciones alimenticias como preservante natural, debido a
los diferentes procesos de produccion alimenticia que envuelven al

calentamiento como la manera mas eficaz de inhibicién bacteriana.

La nisina es estable a altas temperaturas en condiciones acidas (debajo
de pH 3); incluso luego de exponerse a autoclaveado a 121 °C por 60 min,
como tiempo y temperatura maxima. No obstante, la actividad antimicrobiana

decrece drasticamente en condiciones béasicas.?°

La nisina conserva sus propiedades y actividad antimicrobiana a bajas
temperaturas. Banerjee y Ribeiro reportan que la nisina es estable por 60 dias a
-20 °C y por 20 dias a 4 °C. Luego de este tiempo, la actividad decrece. Esto
indica que las bajas temperaturas son la técnica mas apropiada para la

conservacion de bactericidas.

La inactivacion de bactericidas se puede dar ante tratamientos y procesos
gue utilicen enzimas proteoliticas, que reportan una disminucion en la
estabilidad o una pérdida parcial o total de la actividad antimicrobiana, ante la
presencia de proteinasa K, proteasa B, tripsina, quimotripsina, papaina,
pepsina, proneasa E.

“)CHEESEMAN, G. C. An improved method of preparing Nisin.3 p.
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La actividad antimicrobiana de la nisina no se vio afectada negativamente
ante la presencia de lipasa, catalasa, lisozima, a-amilasa y mitomicina C, lo cual

confirma su naturaleza proteica.

Se reportd la estabilidad de la actividad antimicrobiana de la nisina en
concentraciones salinas de cloruro de sodio al 2 % a 4 %, sin embargo, se
observd una disminucion en la produccién de bactericida en concentraciones

mayores de 10 %.

Algunas de las limitaciones que tienen la nisina para su aplicacién en
productos alimenticios dependen de la actividad ante las interacciones de los
bactericidas con los constituyentes alimenticios. La estructura y composicién de
los alimentos, la capacidad buffer, pH, temperatura, actividad del agua (a),
atmosfera (O,, CO,), potencial red-ox y la carga microbiana pueden influir

significativamente en la actividad de la nisina en productos alimenticios.?*

“'BANERJEE, SHIBA PROSAD. Detection, partial purification and characterization of
bacteriocin produced by Lactobacillus brevis FPTLB3 isolated from freshwater fish. 9 p.
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2.3.3. FOormula quimica
Se describe la formula quimica de la nisina A como Ci43H730037N4,S7.

Figura 1. Estructura quimica de la nisina
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Fuente: FAO-JECFA/WHO consulta. Superseding specifications for Nisin. 2014. 44 p.

2.3.4. FOrmula quimica

La estructura de la nisina (véanse figurasl, 2 y 3), reportada por primera
vez por Gross en 1971, contiene 34 aminoacidos. La nisina se caracteriza del
resto de bactericidas por albergar 4 aminoacidos poco comunes, como la
lantionina (Lan), B-metil-lantionina (MeLan), dehidroalanina (Dha) y &cido
dehidro-aminobutirico (Dhb), de los cuales, los ultimos dos son aminoacidos

deshidratados.??

?2 GROSS, ERICK. Structure of Nisin. 68 p.
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La nisina presenta 5 puentes internos sulfurados también conocidos como
anillos intramoleculares, comprenden un anillo lantioninico y cuatro anillos metil-
lantioninicos. Son particularmente estos cinco anillos intramoleculares

sulfurados los responsables de la actividad bioldgica de la nisina.*

Existen solo 3 variantes naturales de la nisina que han sido descubiertas:
nisina A, nisina Z y nisina Q. La primera es la forma mas prominente y
abundante en la mayoria de las condiciones. La nisina Z difiere al tipo A, debido
a que contiene asparagina en vez de histidina en la posicion 27; sin embargo,
ha demostrado una actividad antimicrobiana y modo de accion bastante similar

al de la nisina A.

Figura 2. Estructura quimica de la nisinay representacion de los

aminoacidos que la comprenden
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Fuente: FAO-JECFA/WHO consulta. Superseding specifications for Nisin. 44 p.

% CHOI, HUBERT-JAY. Production of a Nisin-like bacteriocin by Lactococcus lactis
subsp. lactis. A164 isolated from Kimchi. 27 p.
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Figura 3. Estructura quimica de la nisinay sefalizacion de los anillos

lantininicos y metil-lantioninicos

Lanthionine ring — ..
= B-methyllanthionine ring

Abu: aminobutyric acid: Dha: dehydroalanine: Dhb: dehydrobutyrine (B-methyldehydroalanine)

Fuente: FAO-JECFA/WHO consulta. Superseding specifications for Nisin. 2014. 44 p.

2.3.5. Aplicaciones industriales y comerciales

La nisina (bactericida clase 1) es el Unico bactericida reconocido como
GRAS (Generally Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drugs
Administration). Se ha producido industrialmente desde 1953, ha sido empleada
como preservante alimenticio natural con el fin de mejorar la seguridad e
incrementar el tiempo de vida del alimento. Su uso en alimentos es permitido en

mas de 50 paises alrededor del mundo.

Se ha utilizado para la inhibicion de las especies Clostridium en quesos

procesados, productos lacteos y productos enlatados.?*

Tiene la caracteristica de tolerar condiciones acidas, de altas y bajas
temperaturas, lo que permiten su amplio y diverso uso en la leche y productos

lacteos, productos céarnicos, con huevo y enlatados, entre otros.

*’SUGANTHI, VANESSA. Lantibiotic Nisin: Natural preservative from lactococcus lactis.
14 p.
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El uso de la nisina en productos lacteos representa la mayor aplicacién de
nisina hasta el dia de hoy. Ha sido aprobada en los Estados Unidos para su uso
como agente antibotulinal, en queso procesado. Los usos mas populares para
el control microbiano contra bacterias acido lacticas son para su aplicacién en

cerveza, vino, producciones alcohdlicas y comidas de pH bajo.

Varios trabajos han demostrado que las proteinas y los péptidos pueden
desempefar un papel importante en la estabilizacion de emulsiones. Esto tiene
gran importancia, ya que muchos alimentos naturales y procesados consisten
en parte o en su totalidad de emulsiones o han estado en estado de emulsion

en algun momento durante su produccion.

La capacidad de las proteinas y los péptidos para actuar como
surfactantes y estabilizar emulsiones depende de su capacidad para absorber
en las interfases, reducir en gran medida la tension interfacial y formar una
pelicula cohesiva. Como todas las proteinas son anfifilicas, tienen tendencia a

adsorber en las interfases.

Una produccion de nisina altamente purificada y mejorada con agentes
guelantes, se ha tornado interesante para la aplicacién en terapias de Ulcera en

humanos y para el control de mastitis en ganado.

Un tratamiento con calor logra matar la mayoria de las bacterias
patdégenas encontradas en el alimento. Sin embargo, ciertas bacterias y esporas
son mas resistentes a altas temperaturas, por lo que no se garantiza una
sanitizacion completa. Agregar nisina junto con los tratamientos de temperatura
significaria una doble barrera ante el crecimiento bacteriano, reduciendo costos

y tiempos en un proceso mas seguros.
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2.3.6. Formas de aplicacion e implementacion

Las propiedades preservantes de la nisina pueden ser implementadas en
diferentes formas de aplicacion al producto alimenticio: al agregar el bactericida
purificado o concentrado como cualquier otro aditivo alimenticio, con

constituyentes inertes o ingredientes secundarios del alimento.

Los métodos actuales de recuperacion, concentracion y purificacion de los
bactericidas representan un incremento significativo en los costos de

produccion, debido a la complejidad y bajo grado de eficiencia.

Existe una segunda alternativa de implementacién, la produccién de
bactericida in situ, que consiste en la adicion de iniciadores (“starters”) de la
bacteria productora matriz, en ambientes controlados, que libera a las bacterias
directo dentro del mismo alimento. Sin embargo, a pesar de que las
lactobacterias son reconocidas como GRAS por la FDA y que estas, junto a sus
bactericidas, estan presentes en todos los medios naturalmente fermentados,
en muchos productos alimenticios, el crecimiento de lactobacterias y sus

subproductos puede ser indeseable.?

Por ejemplo, la implementacion de la bacteria productora de nisina en
productos lacteos representaria un serio problema, debido a que el amplio
espectro de inhibicion de la bacteria incluye a bacterias acido lacticas presentes
en el producto lacteo. La nisina resistiria al proceso de pasteurizacion a los

cuales la mayoria de los productos lacteos son expuestos.

** PARENTE, E. Production, recovery and purification of bacteriocin from lactic acid
bacteria. 3 p.
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Ha existido cierta preocupacion de los altos niveles de nitrito en carne
cruda, lo cual ha motivado la consideracion de alternativas de preservacion. El
objetivo principal es la disminucion de los niveles de nitrito; sin embargo, se ha
demostrado que la utilizacidon de nisina por si sola no es lo suficientemente
potente, por lo que se le ha utilizado combinada con niveles reducidos de nitrito:
100-250 ppm.

Cuando la nisina es agregada a maltas fermentadas que estan
contaminadas naturalmente por bacterias acido lacticas y demas, estas ultimas
seran controladas e inhibidas, lo que representa un incremento significativo en
la produccion de alcohol que permite que las levaduras tengan una menor
competencia por el sustrato. Las levaduras no se ven afectadas, en ningun

momento, por la presencia de nisina o cualquier otro bactericida.

La mayor ventaja de la aplicacion de nisina a este tipo de procesos es que
cuando esta es agregada a los fermentadores, permite controlar y prevenir
contaminaciones, reducir tiempos y energias del proceso de pasteurizacion e

incrementar el tiempo de vida de productos no pasteurizados.?
2.3.7. Mecanismo de accion
La nisina actia de dos maneras contra las bacterias sensitivas: de manera

bacteriostatica y bactericida al inhibir la reproduccion y el crecimiento de sus

formas esporuladas y matar sus células en estado vegetativo.?’

BURIANEK, LOUIS. Solvent extraction of bacteriocins from liquid cultures. 6 p.
“'RIBEIRO, SUSANA. Isolation and characterization of bacteriocins produced by lactic
acid bacteria. 4 p.
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La actividad contra las endoesporas se debe a los residuos del
aminoécido 2,3 didehidro presentes en la nisina, los cuales interactian con los
grupos sulfhidrilo (-SH) de la membrana celular de las esporas germinantes,
inactivan a las esporas liberadas, impiden el crecimiento post-germinacion y

previenen la posible proliferacién de mas esporas.

La nisina es activa contra bacterias grampositivas y el mecanismo accién
gue ejerce en contra de células en estado vegetativo comprende 2 fases: inhibe
la biosintesis del peptidoglucano de la membrana plasmatica, mediante la
interaccion con los lipidos Il anclados en la membrana, los cuales son los
principales constituyentes y precursores esenciales de la formacién de la

membrana celular.

El mecanismo de accion toma a la membrana citoplasmatica como el
principal objetivo de ataque. Este modo de accién se describe como una
despolarizacién voltaje-dependiente de la membrana celular. Esta interaccién
disipa el potencial de la membrana celular y de sus vesiculas citoplasmaticas y
artificiales (liposomas) lo que induce a una debilitacién, autolisis y ruptura de la

membrana celular.

La membrana se permeabiliza mediante la insercion de la nisina dentro
de la membrana citoplasmatica y forma un poro o canal iénico (ver figura 4) a
través del cual se abre paso un flujo de salida de componentes intracelulares
vitales como el ATP, solutos de bajo peso molecular como el potasio, protones
y aminoacidos. La pérdida de grandes cantidades de potasio infiere
negativamente n la operacion de la presion osmética celular, provoca una pobre

activacion enzimatica y en una mala la regulacién de pH intracelular.?®

MULLER-AUFFERMANN, KEITH. Nisin and its usage in breweries: a review and
discussion. 13 p.
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Figura 4. Mecanismo de accion de la nisina contra bacterias

sensitivas

pore
formation
— N N

M
P

Fuente: SUGANTHI, VICTOR consulta. Lantibiotic Nisin: Natural preservative from Lactococcus
lactis. 7 p.

La eficiencia de insercibn de la nisina dentro de la membrana
citoplasmatica depende de la composicion de los fosfolipidos y de las
caracteristicas ionicas de los liposomas en la membrana celular, ya que la
actividad de la nisina puede verse significativamente reducida por enlaces
ibnicos que neutralizan la carga negativa de los grupos de fosfolipidos y
condensan los lipidos, lo que da resultado una membrana mas rigida, lo que

dificulta insercidn de nisina para la formacion de poros.
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2.3.8. Espectro de inhibicidén de la nisina

La nisina es un bactericida producido por la lactobacteria Lactococcus
lactis subsp. lactis y presenta un amplio espectro de inhibicidon contra bacterias
grampositivas y sus formas esporuladas, en especies tanto moviles (via
flagelos) como inmdviles, con forma de bacilos (Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Lactobacillus, Listeria) o0 cocos (Staphylococcus,
Streptococcus); con gruesas paredes celulares o sin ellas (Mycoplasma).?

Se caracteriza por exhibir una actividad antagonista contra
microorganismos estrechamente relacionados a la cepa de la misma especie de
la bacteria productora, pero también posee un sistema de inclusion de
inmunidad para la cepa productora, presentando una especie de mecanismo de

proteccion especifica.

Esto se debe a que la genética que compone la estructura quimica
principal de la nisina y el mecanismo de secrecion para la biosintesis esta
compuesto de genes proteicos con inmunidad especifica, los cuales protegen a

las células productoras de sus propios bactericidas.
2.3.9. Sinergia de nisina con otros compuestos

El caracteristico y relativo amplio espectro antimicrobiano de la nisina solo
incluye, principalmente, a bacterias grampositivas. Sin embargo, la actividad
antimicrobiana de la nisina puede ser asistida mediante un tratamiento

complementario, que da lugar a un sistema sinérgico de inhibicion.

*PARENTE, EUGENIO. Production, recovery and purification of bacteriocin from lactic
acid bacteria. 12 p.
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La eficacia de la nisina puede ser ampliada para inhibir bacterias
grampositivas resistentes y gramnegativas, como la Escherichia coli (MTCC
1563) y Salmonella typhumurium mediante la combinacion con surfactantes,
agentes quelantes y adyuvantes, como el acido EDTA o tratamientos de shock

osmético, para asi debilitar o romper la membrana celular.*°
2.4. Cerveza

La cerveza es una bebida no destilada procedente de la fermentacion
alcohdlica de los hidratos de carbono de cereales malteados. De la germinacion
de la cebada surge la malta, la cual se fermenta por accién de ciertas levaduras

la que liberan diéxido de carbono, alcohol y derivados.

Segun el tipo de fermentacion producida, se habla de dos tipos de cerveza

distintas:
o Cervezas ligeras o tipo Ale
o Cervezas tipo lager
2.4.1. Proceso de elaboracion

El primer paso para la fabricacion de la cerveza es el malteado de la
cebada, proceso de germinacion de la cebada donde se obtiene la malta. Se
tritura la malta, se cuece y se deja macerando con agua templada. Las enzimas
presentes en la malta degradan la pared celular, extraen y descomponen el
almidén del interior del cereal, libera azlcares, proteinas y aminoacidos que

pasan al liquido.

%X1A0, DAN. Nisin extraction capacity of agueous ethanol and methanol from a 2,5 %
preparation. 6 p.
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Se filtran los componentes sélidos de la malta (afrecho de la malta y trub
de proteina) y se afiade el IUpulo, ingrediente aromatizante con propiedades
antimicrobianas, aceites esenciales y resinas, responsables del sabor amargo

caracteristico de la cerveza. Se origina asi el mosto de la cerveza.

El mosto de cerveza se vierte en un tanque de fermentacion por un tiempo
determinado, pasa a las unidades filtradoras y luego, la cerveza resultante se

traslada a un tanque para su almacenamiento y maduracion.

Figura 5. Proceso de elaboracion de la cerveza

MOLIENDA MACERACION FILTRADD EBULLICION CENTRIFUGADO  LEVADURA

FILTRADO ENVASADD Y TAPONADD

Fuente: RIBEIRO, SUSANA consulta. Isolation and characterization of bacteriocins produced by

lactic acid bacteria. 4 p.
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2.5. Métodos de recuperacion

Los procedimientos habituales de purificacién de bactericidas utilizan sus
propiedades bioquimicas: péptidos catidnicos y anfifilicos. Se utilizan también
diversos tipos de cromatografias, precipitaciones salinas, adsorciones celulares,
separaciones micelares y division de fases con solventes organicos, floculantes
de particulas suspendidas, variaciones de la solubilidad mediante la
acidificacion en el punto isoeléctrico, interacciones polares con determinados

solventes, entre otros.

El proceso convencional de purificacion consiste en un proceso directo de
pocos pasos, usa frecuentemente un aislamiento, concentracién y purificacion
del bactericida, mediante una precipitacion salina, una extraccion con solventes

organicos y una purificacion mediante diversos métodos cromatograficos.

Ciertos métodos presentan severas limitaciones para la adecuada
produccion de nisina, como los bajos rendimientos reportados, bajos niveles de
concentraciones de produccion, altos costos de los medios de cultivo, reactivos
y equipo, asi como por la toxicidad de los reactivos utilizados, que impiden la
viabilidad para la produccién de nisina para su aplicacibn en productos

alimenticios.

La seleccion de los métodos para concentrar, recuperar y purificar una
determinada sustancia depende no solo de las propiedades de la sustancia
misma, sino también en las propiedades de los medios de cultivo en donde se

inyecte la bacteria productora y libere la sustancia deseada.
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2.5.1. Métodos y conceptos utilizados anteriormente para la

extracciéon de nisina que imposibilitan su aplicacion

Basados en la naturaleza heterogénea caracteristica de los bactericidas y
debido al extenso numero de bactericidas conocidos, asi como la amplia
diversidad de posibles medios de cultivo de lactobacterias (LAB) como bacterias
productoras, es imposible generalizar un método o protocolo Unico de
recuperacion, por lo que se han evaluado e implementado una diversa variedad
de metodologias para la purificacion de bactericidas, provenientes de

lactobacterias. Se presenta un resumen en la tabla I.
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Tabla I.

Aspectos relevantes de la purificacion de bactericidas

cation exchange.

41

Bacteriocin Purification Steps Yield
Plantaricin Ammonium Sulfa‘@ precipitation - Sep-pack C18 3 0.8%
ST31 cartridge — RP-HPL.C
Cation exchange Chromatography 1 5.9%
.. Expanded bed, .
Nisin Z Ion-exchange chromatography (EB-IEC) 1 0%
Enterocin AS48 Cation exchange — Reverse Phase Chromatography 2 24.3%
Plantaricin C19 Adsorption/release — RP-HPL.C 2 15%
Pediocin ACM Adsorption-desorption — RP-HPLC 2 40,4%
Salivaricin Amunonium sulfate precipitation — Cyg 2 7.3%
Unnamed Ammonium sulfate — Tricholoroacetic acid 3 1.0-
bacteriocing Precipitation - Ultrafiltration 1.2%
Pediocin PA-1 Etanol precipitation - Isoelectric focusing 3 29
Lactococein B - Ultrafiltration 3 41
Mesentericin .
Y105 3 60%
Sakacin A 3 10%
Sakacin P Cation exchange chromatography — Cy3 — HPLC 3 10%
Enterocin A 3 66%
Pediocin A-1 3 25%
Divercin V41 3 10%
Acidocin Ammonium sulphate precipitation - Cation exchange 3 16%
D20079 chromatography - Octyl Sepharose column. ¢
. Acetone precipitation - Cation exchange o
Lactiem Q chromatography — RP-HPLC 3 64%
. Ammonium sulfate precipitation - Chloroform- o
Lactobin A methanol extraction - RP-FPLC 3 0,07%
Divergicin M35 Cation exchange chromatography - Sep-Pack Cy5 - RP-
3 10%
HPLC
Enteroci Ammonium sulfate precipitation - Molecular filtration
nterocin .
CRL35 Biogel P-6 - 4 2%
Cation exchange chromatography - HPLC
Bozacin 14 Ammonium sulfate precipitation — Sep-Pack C;g — RP- 4 4.4%
HPLC
Mutacin B- o
Ny266 Cyg colunm - HPLC (x3) 4 1.0 %
Ammonium sulfate precipitation - Hydrophobic 6.4%
Abpl18 interaction - Cation exchange chromatography — Cg/Cyy 4 S0
RP-FPLC.
Macedocin Ammonium sulfate precipitation - Anion exchange
* chromatography - Cation exchange chromatography - 5 1,6%
Reverse-phase chiromatography - Gel filtration
L. Ammonium sulfate precipitation - Cation exchange
Michiganin A chromatography - RPC column - pepRPC HR 5/5 5 3%
column - pnRPC C,/C 3 cohmnn.
?Ssgg:g em Ammonium sulfate precipitation - gel-filtration - cation 5 7o
exchange chromatography - Cy; cartridge - RP-HPLC. ¢
T Ammonium sulphate precipitate - Anion-exchange o
Propionicin F chromatography - Reverse-phase chromatography (x3) 0,5%
Ammonium sulphate precipitation — dialyses —
Pediocin PD-1 lyophilization — methanol — chloroform extraction — 6 34%

Fuente: CHEESEMAN, GARY consulta. An improved method of preparing Nisin. 6 p.



2.5.1.1. Métodos cromatograficos

Se ha reportado que es posible realizar una purificacion de nisina A en un
Unico paso, mediante una cromatografia de inmunoafinidad, con una
recuperacion de bactericida arriba del 95 %.La cromatografia de interaccion
hidrofébica (HIC) junto con resinas de intercambio cationico, han reportado una

recuperacion casi homogénea (cerca del 100 %) de bactericidas.>*

Muchos estudios han usado varias técnicas cromatograficas para purificar
nisina; sin embargo, pese a que estos procedimientos presentan excelentes
resultados y recuperaciones con altos grados altos de pureza, resultan
demasiado costosos y con bajas eficiencias, por lo que son inadecuados y poco

rentables para la produccion de bactericidas a escala industrial.

Esto los categoriza como una opcion no viable para la produccion de
nisina como ingrediente alimenticio, por lo que los métodos no cromatograficos
han tomado un notorio auge y han sido evaluados en recientes estudios. Por
ejemplo, Parente y Xiao proponen el remplazo de los métodos cromatograficos

por un enfoque de una preparacion isoeléctrica.
2.5.1.2. Métodos cromatograficos

Los bactericidas pueden ser recuperados mediante una adsorcién del
péptido de interés a las células de la bacteria productora, en condiciones de pH
neutro, con el método descrito en las literaturas: se ajusta el pH de la solucion
de 6 a 7 con NaOH al 10 %, seguido de una separacion/desadsorcién con acido

fosforico hasta alcanzar un pH de 2 a 2,5.%

*LYANG, RON. Novel method to extract bacteriocins from lactic acid bacteria. 18 p.
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Banerjee evaluo la adsorcidn celular de los bactericidas a las células de
sus bacterias productoras y obtuvo un 50 % a 100 % de adsorcién en un rango
de pH de 3 a 6,5, para la nisina y un punto maximo en un pH de 6 a 6,5. No se
observé ninguna adsorcion en pHs debajo de 3, lo que significa que los
compuestos inhibitorios no se adhieren a la superficie de las células

productoras en condiciones acidas.

Los reactivos utilizados en este método para ajustar el pH para la
adsorcion (hidroxido de sodio) y desadsorcion celular (acido fosforico) no

existen en presentacion de grado alimenticio.

Se ha utilizado métodos tales como una precipitacién salina con NaCl, la

centrifugacion fria, para la recoleccion de los compuestos extraidos.

2.5.1.3. Extraccidon con solventes organicos

La utilizacion de solventes organicos para la recuperacién de bactericidas
se basa en las propiedades polares en conjunto con las propiedades anfifilicas
de los bactericidas, lo que permite la migracion y concentracion del bactericida
hacia la interfase o en un punto extremo de la solucion heterogénea (fase
supernadante o fase inferior) y la recuperacion del bactericida con algun

procedimiento posterior.®?

Muchos estudios han utilizado diversos solventes organicos para la
recuperaciéon de nisina. Sin embargo, encuentra el limitante de su posible
reutilizacion en productos alimenticios, debido al grado de toxicidad de los

reactivos utilizados.

¥PARADA, JOSE LUIS. Bacteriocins from lactic acid bacteria: purification, properties and
use as biopreservatives 21 p.
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Por ejemplo, Parada utilizé tolueno; Banerjee, Ribeiro, Cheeseman y
Burianek utilizaron el cloroformo; Burianek utilizd mezclas de cloroformo con
iso-propanol y metanol; Ribeiro, Suganthi, Cheeseman y Pingitore utilizaron
acetona; Cheeseman y Pingitore usaron urea y acetonitrilo; Banerjee, Ribeiro,
Cheeseman, Burianek y Pingitore utilizaron iso-propanol, hexano y dietil éter,
como solventes organicos extractivos; sin embargo, todos estos solventes son
toxicos para el consumo humano y hacen imposible la reutilizacién de la nisina

recuperada para fines consumibles o comerciales.>

Burianek report6 que las mezclas de cloroformo junto con iso-propanol y
metanol, produjeron abundantes precipitados en la fase acuosa con una
considerable actividad bactericida y acreditdé el efecto al cloroformo; sin
embargo, en posteriores y alternos estudios, se ha observado que la polaridad
de los alcoholes es la verdadera responsable de la transmigracion de las
moléculas del bactericida a la fase acuosa, lo que permite una adecuada

precipitacion.

Cheeseman, Burianek, Ribeiro y Banerjee reportan que los tratamientos
con solventes organicos pueden representar pérdidas parciales o totales de la
actividad antimicrobiana. Cheeseman interpreta estas pérdidas a la formacion
irreversible de complejos entre la nisina y las proteinas derivadas de la bacteria,
ya que la mayoria de los métodos que utilizaron estos solventes producen
precipitados abundantes, pero desnaturalizan casi todas las proteinas que

puedan estar presentes en la solucién.®*

* PINGITORE, VERA. Different strategies for purification of antimicrobial peptides from
lactic acid bacteria (LAB). 11 p.

*BANERJEE, SHIBA PROSAD. Detection, partial purification and characterization of
bacteriocin produced by Lactobacillus brevis isolated from freshwater fish. 9 p.
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Cheeseman menciona que se obtiene un mayor fraccionamiento con un
mayor precipitado al usar alcoholes, lo cual hace innecesario el fraccionamiento

con solventes organicos.

25.1.4. Polaridad

La utilizacion de reactivos polares permite utilizar las propiedades
anfifilicas naturales de los bactericidas para la concentracion y extraccion del
bactericida, el cual va a migrar de la fase polar a la fase no polar, es el mismo

concepto utilizado por los métodos de extraccién con solventes organicos.

La utilizacion de diferentes alcoholes, como el iso-propanol y el iso-amil
alcohol, permite la efectiva remocién del bactericida hacia la parte organica, lo
cual confirma que al menos una parte de la molécula del bactericida tiene un

caracter hidrofobico.

Se ha evaluado la utilizacion de varias concentraciones metanol acuoso,
en donde se encontr0 una dependencia directa para la concentracion de
alcohol; a mayores concentraciones de metanol se obtenia un mayor factor de

purificacién, con una eficiencia de 76 % al usar metanol a 98 %.°

El etanol, al ser menos polar que el metanol, se desempefia de mejor
manera para la reduccién de solubilidad de la nisina en solucion. Ademas, la
desventaja principal del metanol es que no es GRAS, debido a que presenta

riesgos importantes a la salud humana.

%XIA0, DAN. Nisin extraction capacity of aqueous ethanol and methanol from a 2,5 %
preparation. 6 p.
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2.5.2. Métodos quimicos de recuperacion

Se tiene el inconveniente de que la mayoria de los métodos de
recuperacion utiliza compuestos toxicos o no aptos para el consumo humano, lo
gue hace imposible la implementaciébn de estos bactericidas en productos

alimentacion por su aplicacion como preservantes naturales.

Para recuperar y purificar el bactericida con la mayor heterogeneidad
posible, es necesario realizar la mayor concentracion de las sustancias con
supuesta concentracion de bactericida con efectiva actividad antimicrobiana.
Esto se puede lograr a través de sistemas individuales o combinados de

procedimientos quimicos y mecanicos.

La mayoria de los protocolos de recuperacion implementa un concepto de
extraccion quimico, seguido de conceptos de extraccibn mecanicos, para lograr
en cada etapa una concentracion y recuperacion mas pura. Por ejemplo,
Pingitore utilizé6 la adicion de sulfato de amonio a bajas temperaturas, la
referencia FAO-JECFA/WHO utiliza siempre la centrifugacion en frio y una

filtracion después de una extraccién con solventes o sales.>®

2.5.3. Métodos y conceptos viables para la extraccion de

nisina en grado alimenticio

A continuacion, se describen los métodos de recuperacion que son viables

para aplicaciones en grado alimenticio.

*®*FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO) /
WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Compendium of food additive specifications,
vol. 1: Nisin. 44 p.
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2.5.3.1. Polaridad

La solubilidad de la nisina se ve afectada por la polaridad de los alcoholes,
ya que es un péptido relativamente hidrofébico y presenta su mayor solubilidad
a una hidrofobicidad intermedia; es decir que una mayor concentracion de

alcohol, se presenciara una menor solubilidad proteica.

Se ha evaluado la utilizacién de etanol acuoso para la extraccion de nisina
al mezclar agua destilada, suspender la nisina en la solucién, agitar durante 4 a
5 horas a temperatura ambiente antes de centrifugar y obtener la fase
supernadante por evaluar. Se determind que usar etanol al 50 % a 70 %
permite recuperar la mayor cantidad de nisina que cualquier otra concentracion

de etanol o de metanol.®’

Xiao ha realizado esta verificacion con un método basado en la densidad
Optica de la solucién, de donde no se reportd ninguna zona de inhibicién para
ninguna concentracion de etanol o metanol, inclusive el etanol a 70 %, el cual

es conocido como agente antimicrobiano.

2.5.3.2. Disminucion de solubilidad por soluciones
concentradas de sales (precipitacién

salina)

Las sales tienen la habilidad de disminuir la solubilidad de los compuestos
de naturaleza proteica debido a una union de los cationes de las sales a las

cadenas con carga negativa del dominio hidrofilico de las moléculas peptidicas;

$7X1AO, DAN. Nisin extraction capacity of aqueous ethanol and methanol from a 2,5 %
preparation. 6 p.
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permite la insolubilizacion al disminuir la carga de las moléculas, provocando

una repulsion electrostatica molécula-molécula.®

Luego de la insolubilizacion y la aparicion de una solucion heterogénea, el
precipitado en la fase superior o inferior presentara la mayor concentracién del
bactericida con la mayor carga de actividad. Se ha determinado que el grado de
saturacion salina necesario para lograr una adecuada extraccion depende

directamente de la cepa de la bacteria productora y el tipo de sal por utilizar.

Pingitore utiliz6 una saturacion del 70 %; Banerjee y Ribeiro utilizaron el
80 % de saturacion con sulfato de amonio, mediante el método descrito por
Klaenhammer; mientras Burianek experimentd saturaciones desde 40 % hasta
80 % y reportd la mejor recuperacion de bactericida con la mayor cantidad y
actividad, en el rango de 0 — 50 % de saturacion, indicando una saturacion del

50 % de sulfato de amonio como punto 6ptimo.*

Cheeseman reporta que la utilizacion de sales de sulfatos para la
precipitacion salina incrementa (40 a 200 %) la actividad antimicrobiana. Por
otro lado, Cheeseman us0 saturacion con cloruro de sodio al 50 % y Pingitore
trabajo con 40% de peso de cloruro de sodio en funcion con el peso original del

medio de cultivo.

*®CHEESEMAN, GARY. An improved method of preparing Nisin. 6 p.
*WEBER, PETER. Resistance of Bacillus: preparation of nisin. 8 p.
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2.5.3.3. Disminucion de solubilidad por soluciones
concentradas de sales (precipitacién
salina)

Para llevar a cabo el procedimiento de acidificacion celular hasta alcanzar
el punto isoeléctrico se ajusta el pH cercano a 2 - 3; se saltea con cloruro de
sodio para la particibn de fases, se centrifuga y se procede a realizar una
dialisis con un poro de corte de tamafio especifico para poder asi evaluar la

actividad antimicrobiana de la fase recuperada.*

Parente menciona el reemplazo de los métodos cromatograficos por
tratamientos de punto isoeléctrico. Banerjee y Cheeseman reportan el punto
maximo de adsorcion celular de la nisina a las células productoras en un pH de
6 a 6,5, y una adsorcion casi nula en pHs debajo de 3. La nisina se precipitara
en pHs de 1,8 a 2,0, por lo que se debe acidificar la solucion hasta alcanzar el

punto isoeléctrico con una solucién en el punto maximo de insolubilidad.

2.5.4. Métodos mecanicos de recuperaciéon

A continuacion, se presentan conceptos mecénicos que optimizan los

métodos de recuperacion de la nisina.
2.5.4.1. Centrifugacion
La utilizacién de la centrifugacion para la recoleccion de posibles solidos

suspendidos y compuestos proteicos se presenta, muchas veces, mas de una

vez en los procedimientos comunes.

“PINGITORE, VERA. Different strategies for purification of antimicrobial peptides from
lactic acid bacteria (LAB). 11 p.

49



Se ha trabajado a 4000 g durante 10 minutos a -15 °C. Se recomienda
también la centrifugacion a 4500 g durante 20 minutos a 4 °C; Abts trabajé a
6000 g durante 30 minutos a 4 °C; Burianek trabaj6 a 7100 g durante
15 minutos a 12 °C; Banerjee y Pingitore trabajaron a 8000 g durante 5 minutos
a 5°C, y Weber trabaj6é a 10000 g durante 20 minutos a 15 °C. La tendencia es
que la temperatura de trabajo sera inversamente proporcional a la velocidad de

centrifugacion y directamente proporcional al tiempo de exposicion.

En los trabajos se presentan la centrifugacion como la alternativa mas

viable para la recoleccion de bactericidas producidos a escala industrial.

2.5.4.2. Disminucién de solubilidad a bajas

temperaturas

La solubilidad de la mayoria de las soluciones liquidas presenta una
relacion directamente proporcional a la temperatura; es decir, que la solubilidad

disminuira a temperaturas menores.

Este efecto permite potenciar y trabajar sinérgicamente en conjunto a
otros métodos de recuperacién, tanto quimicos como mecanicos, tal como la
precipitacion salina realizada en Banerjee, Ribeiro y Parente’ o bien, mediante
la adicion de solventes frios, la recolecciéon mediante centrifugacion, agitacion y
decantacion a bajas temperaturas, como se realiz6 en Ribeiro, Cheeseman,

Burianek, entre otros.*

“RIBEIRO, SUSANA. Isolation and characterization of bacteriocins produced by lactic
acid bacteria. 4 p.
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Cheeseman menciona la importancia de decantar apropiadamente a las
soluciones de los posibles medios matrices; la omision de este procedimiento
representaria grandes y significativas cantidades importantes de sélidos
suspendidos, asi como una pobre cantidad de precipitados y la reduccion de la

recuperacion del bactericida a un tercio de la eficiencia normal.

Se realizaron diversos procesos combinados a bajas temperaturas; por
ejemplo, Cheeseman® empled la centrifugaciéon en cubetas metalicas a -15 °C

durante 10 minutos y Ribeiro a -4 °C durante 30 minutos.
2.5.4.3. Microfiltracién

La microfiltracion se realiza con membranas filtrantes de un determinado
tamafo de corte y tipo de fibra. Las membranas de microfiltracion separan
particulas que tienen un tamafo de entre 0,1 mm y 10 mm y pueden ser de

polietileno, polipropileno, entre otros.

Pingitore y Weber mencionan que la mayoria de los bactericidas tienen un
tamafio menor a 10000 Da; un tamafio de corte muy alto permitiria el paso del
bactericida sin lograr su filtracién, y un tamafio de corte muy bajo retendria una
gran cantidad de solidos ajenos al interés del estudio. Ambas referencias
utilizaron una unidad de microfiltracion (Amicron) con una membrana con un

tamafio de corte de 2500-3500 Da para la recuperacion de nisina.

Esta materia retenida del filtrado se resuspendié en acido clorhidrico 0,02
para obtener la actividad especifica original de las muestras patron y asi evaluar
la actividad antimicrobiana de la materia recuperada. Se presenta mas detalles
del método de determinacion de actividad antimicrobiana en el inciso 4.7.

2 CHEESEMAN, G. C. An improved method of preparing Nisin. 6 p.
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Parente recomienda la implementacion de un sistema de recirculacion
para disminuir las probabilidades de que cierta cantidad de bactericida se pierda
en el liquido filtrado, ademéas de permitir la recuperacion del bactericida sin

intervenir negativamente en el desempenfo de la bacteria productora.
2.5.4.4. Rotoevaporacion

Xiao, Cheeseman y Burianek evallan la utilizacion de alcoholes, acetona y
cloroformo para la extraccion de nisina, respectivamente. La necesaria
concentraciéon de las soluciones opta por la rotoevaporacion, en donde se
evaporaria la mayor cantidad de la fraccion volatil, sin exponer el resto de
compuesto a una temperatura que degrade sus caracteristicas originales.
Ambos utilizaron una presion reducida de trabajo y un calentamiento en bafio
de agua a 45-75 °C.*

La evaporacion, condensacion y recuperacion de las fases organicas o de
los alcoholes permitiria reutilizarlos en futuros procedimientos de recuperacion.
Esto implicaria la optimizacion de los recursos y una mejora en la rentabilidad

de los protocolos de recuperacion.

Varias referencias implementaron la rotoevaporacibn como un proceso
clave para la optimizacion de los reactivos utilizados y una mejora en la
rentabilidad del proceso de recuperacién de nisina. Esto se logra al
rotoevaporar, condensar y recuperar el alcohol y los solventes organicos que

pudieran ser implementados, segun el protocolo.

“BURIANEK, LOUIS. Solvent extraction of bacteriocins from liquid cultures. 6 p.
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2.5.4.5. Secado por aspersion

Con el fin de preparar una presentacién en polvo de nisina con la mayor
concentracion posible, luego de concentrar la solucién y ejecutar el método de
recuperacion, se obtendra una fase supernadante o un precipitado como la fase
mas rica en nisina. Esta solucion se transferira y secard en un sistema de
secado por aspersion, se recomienda un flujo de 5-6 mL/min, una temperatura
de entrada de 105 °C y de salida a 70 °C.**

2.5.4.6. Floculacion

Se ha evaluado la adicibn de compuestos de silice poroso digerible
(silicato de calcio y diéxido de silicio) y compuestos con iones de Mg*? y Ca*?,
los cuales han demostrado incrementar y mejorar la produccién de
determinados bactericidas (pediocina AcH y nisina), asi como disminuir la
adsorcion de la nisina en las células del Lactococcus lactis subsp. lactis.
Ademés, el Ca'® ha permitido concentrar las soluciones de nisina Z e

incrementar la tasa de produccion especifica.

Estas ventajas, producidas por la adicion de Ca*?, se deben a la activacion
del aumento de inmunidad de la peptidasa lider (NisP) al proteger de la
integridad de la membrana citoplasmatica; ademas de desplazar las moléculas

de nisina fuera de la superficie celular de la bacteria productora.*®

“PARENTE, EUGENIO. Production, recovery and purification of bacteriocin from lactic
acid bacteria. 12 p.
WEBER, PETER. Resistance of Bacillus: preparation of nisin. 8 p.
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2.6. Determinacion de la actividad antimicrobiana de la nisina

Ademas de una adecuada concentracion, recuperaciéon y purificacion del
bactericida, la evaluacibn de su actividad antimicrobiana depende
significativamente del método de analisis, es esencial y necesario un método
rapido, sencillo, confiable, cuantitativo y sensible para la identificaciéon del

bactericida y la determinacion de la cantidad y actividad recuperada.

Existe una gran variedad de métodos disponibles para la determinacion de
actividad antimicrobiana de soluciones recuperadas con posible concentracién
de bactericidas: a) vertido en la superficie, b) difusion en discos, ¢) ensayo de
microtitulacion en placas, d) ensayo de placas en multiples pocillos, d) difusion
en agar sélido, entre otros.*Todos estos métodos tienen en comln que
consisten en una medicion cuantitativa de inhibicion de crecimiento microbiano,

utilizando un microorganismo identificador.

2.6.1. Medios de cultivo de la bacteria identificadora (NBB-
ANBB-B, MRS)

Se demostré en la investigacion de Weber que el tipo de medio no afectd
la actividad antimicrobiana de la nisina contra las bacterias identificadoras; sin
embargo, estas si son significativamente relevantes para la produccion de
bactericidas a partir de lactobacterias Siempre se ha mantenido la busqueda de
aplicaciones alternativas de efluentes de los procesos industriales que puedan

contener ciertas caracteristicas relevantes para un determinado efecto.*’

“RIBEIRO, SUSANA. Isolation and characterization of bacteriocins produced by lactic
acid bacteria. 4 p.
“"WEBER, PETER. Resistance of Bacillus: preparation of nisin. 8 p.
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A través del proceso cervecero se podrd encontrar subproductos con
contenido considerable de proteinas, carbohidratos, nitrogeno, levaduras,
alcohol, ente otros. Estas caracteristicas representan una fuente
suficientemente viable como para el crecimiento de cualquier cepa bacteriana
para una determinada funcion; por ejemplo, lactobacterias para la produccién
de bactericidas.

Se decidio trabajar las pruebas de medicion de los halos de inhibicion
descrito por el método KB/DAS, con MRS como agar sélido, nombrada asi por
las iniciales de sus inventores (de Man, Rogosa and Sharpe), el cual es un
medio de cultivo complejo que varias bibliografias recomiendan, debido a sus
adecuados niveles nutritivos, con suficientes fosfatos y acidos grasos

necesarios para el 6ptimo rendimiento de la bacteria productora.*®

2.6.2. Método KB/DAS (difusion en agar s6lido)

La actividad antimicrobiana de la nisina fue determinada por el método de
difusion en agar solido utilizando Micrococcus luteus como microorganismo
indicador. EI método estd respaldado por varios trabajos analogos como el

mejor método para la determinacion de la actividad antimicrobiana.

El método consiste en la medicion de zonas claras de inhibicion de
crecimiento microbiano del organismo identificador dentro de cajas de Petri con
agar solido, como representacion de la efectiva presencia de la nisina. A estas
zonas de inhibicién facilmente visualizadas se les conocen también como halos
de inhibicion, los cuales creceran de manera proporcional a la cantidad de

nisina en la muestra evaluada.

“|TAYLOR, TRUCE MARTIN. Extraction of Nisin from a 2.5 % commercial Nisin product
using methanol and ethanol solutions. 16 p.
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Se prepara una solucién patrén con una concentracién de 10000 IU/mL y
se disuelve 0,1 g de la presentacion de nisina al 2,5 % en 10 mL de 0,02 N de

acido clorhidrico (grado alimenticio).

Se diluyé la solucion patréon, con acido clorhidrico 0,02N, en una serie de
soluciones estandarizadas desde 10000 hasta 15,625 IU/mL, las cuales se

inyectan en el agar sélido previamente inoculado con la bacteria identificadora.

Después de la incubacion a 25°C durante 3 dias, se presentaran halos
como zonas de inhibicién, las cuales se miden tres veces en tres diferentes
direcciones para establecer una curva de calibracién logaritmica de las zonas
de inhibicibn en funcibn de las concentraciones de las soluciones
estandarizadas de nisina pura. Este mismo procedimiento se realiza para

evaluar y determinar la actividad antimicrobiana de los extractos recuperados.

Una regresion lineal, segun Xiao, de la curva obtenida se representa de la
siguiente manera:
D = alogyg[Nisina] + b

En donde D es el diametro (en milimetros) de las zonas de inhibicion,
(nisina) es la concentracion de nisina en IU/mL, a y b son la pendiente e

intercepto de la regresion lineal, respectivamente.

Se recomienda trabajar el método de KB/DAS el mismo dia para todas las
muestras de nisina estandarizada y realizarlas paralelamente con las muestras
de nisina recuperada, con el objetivo de disuadir el factor de la posible variacién
de un dia a otro para la vitalidad y la concentracién de la bacteria identificadora

presente en la solucion.
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3. METODOLOGIA

3.1 Variables

A continuacién, se presentan las variables envueltas en el proyecto.

Tabla Il. Variables dependientes, independientes y de respuesta, de la

caracterizacion de los posibles medios de cultivo

Fase Variable Dep. Indep. Var. Resp. Dimensional
ldentificacion posibles | Mosto, cerveza tipo A X adimensional
medios de cultivo Maosto, cerveza tipo B adimensional

adimensional
adimensional
adimensional

Extr. de afrecho, cerveza tipo A
Extr. de afrecho, cerveza tipo B
Extracto de levadura

Extr. de trub, cerveza tipo A adimensional
adimensional
adimensional

adimensional

Extr. de trub, cerveza tipo B
Ultimas aguas, cerveza tipo A
Ultimas aguas, cerveza tipo B

R oH R B X B =

Caracterizacion de los | pH X X adimensional

pgsibjes medios de Turbidez a 25 & X X EBC

cultivo Turbidez a 90 & b X EBC
Grado de Alcohol X X % (v/fv)
2Plato by X ep
ER X X (S S
EA X ® (S w)
Densidad X X gfcm3
RDF X X (%, w)
ADF X X (S S
Calorias X X kCal/100 mL
BU X X EBC
Colar X X EBC
Paolifencles X X ppm
Antociandgenos X X ppm

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla lll. Variables envueltas en la recuperacion de la nisina a

partir de los subproductos de una cerveceria

Fase Variable Dep.  Indep. Var. Dimensional
Resp.

Recuperacion de Etanol + NaCl X adimensional
nising Acido citrico + NaCl X adimensional
Sulfato de amonio X adimensional
Hidroxide de calcio X adimensional
Eficiencia de recuperacion x X % (porcentaje)

Diametro de la zona de inhibicion X mm

Cantidad de nisina recuperada x X mg

Fuente: elaboracion propia.

3.2. Delimitacion del campo de estudio

La investigacion es de caracter cuantitativo-experimental y consiste en la
caracterizacion de mosto, extracto de levadura, extracto de afrecho, extracto de
trub y Ultimas aguas como los 5 subproductos de una planta de produccion de
cerveza que contienen azulcares fermentables, con el fin de evaluar su posible
aplicacion como medios de cultivo para la insercion de la bacteria productora de

nisina.

Ademas, se evaluara los protocolos de etanol + NaCl, acido citrico + NaCl,
sulfato de amonio e hidréxido de calcio como las diferentes estrategias para
concentrar, recuperar y purificar la mayor cantidad posible de nisina, mediante
procedimientos relativamente econdémicos y efectivos, con la utilizacion exclusiva
de reactivos de grado alimenticio. Todo esto con el fin de incrementar las
posibilidades de la nisina para su efectiva aplicacibn como preservante natural en

alimentos.
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3.3. Recursos humanos disponibles

Investigador: Br. Pablo José Rosales Pineda
Asesor: Ing. Alvaro de Ledn Marizuya
3.4. Recursos materiales disponibles

A continuacidon, se presentan los recursos utilizados para la
caracterizacion de los posibles medios matrices, los métodos de recuperacion
de la nisina y establecer la curva de calibracion utilizada para la determinacion

de la cantidad de nisina recuperada.

3.4.1. Caracterizaciéon de los posibles medios matrices

A continuacion, se presentan los recursos utilizados para la

caracterizacion de los posibles medios matrices.

3.4.1.1. Materia prima
o Mosto de cerveza con 5 °P
o Extracto de levadura cervecera
o Extracto de afrecho
o Extracto de trub (proteina precipitada)
o Agua de ultimos riegos de filtro Lauter
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3.4.1.2. Reactivos

Isooctano ((CH3C(CHj3),CH,CH(CH3)CH3), 99 %, CAS No. 540-84-1,
EMD Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Bisulfito de sodio (NaHSOs;, 39 % (v/v), CAS No0.7631-90-5, EMD
Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Hidroxido de sodio (NaOH, 99-100 %, CAS No0.1310-73-2, EMD Millipore
de Merck KGaA, Alemania).

Acido clorhidrico (HCI, 37 % (v/v), fumante, CAS No. 7647-01-0, EMD
Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Agua desmineralizada (H,O sin minerales, CAS No.7732-18-5, purificada

y embotellada por agua pura Salvavidas, Guatemala).

3.4.1.3. Equipo

Densimetro (Anton Paar, modelo 4500M).
Viscosimetro (Anton Paar, modelo AM/VN).
Agitador orbital (Lab Companion, modelo SK-71).
Molino (Buhler, modelo DLFW1060).
Turbidimetros (Sigrist, modelo Labscat 2; Haffmans, modelo Vos Rota
90).
Dispensador de 50 mL tipo pipeta (Hirschmann, modelo Solarus).
Macerador / Lochner (Stifland Elektronik, modelo LB8).
Plancha térmica agitadora (ThermoScientific, modelo Cimarec Basic).
Balanza de 2 cifras decimales (Mettler-Toledo, modelo P65002-5).
Balanza de 4 cifras decimales (Mettler-Toledo, modelo XS204).
Medidor de pH en rango &acido (WTW, modelo inoLab 7110).
Espectrodensitdmetro (Merck, modelo Spectroquant Nova 60; Merk,
modelo Spectroquant Pharo 300).
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o Bomba de succion (Sartorius Stedim, modelo Biotech).
o Agitador magnético (Sybron, modelo Thermolyne).

o Centrifugadora (Sigma, modelo 3-15).

o Computadora (HP, modelo G70-460US).

o Micropipeta (Eppendorf, modelo Research Plus).

o Punta para micropipeta de 1000 y 100 uL (Eppendorf-Research Plus).

o Termometros de mercurio.
o Erlenmeyers de varias capacidades.
o Balones de vidrio de varias capacidades.

. Kitasato de 1 L.

. Embudos coénicos de varios tamarios.
. Embudo Buchner.
o Papel filtro.
3.4.2. Métodos de recuperacion de la nisina

A continuacién, se presentan los recursos utilizados para los métodos de

recuperacion de la nisina.

3.4.2.1. Materia prima
o Mosto de cerveza con 5 °P
o Extracto de levadura cervecera
o Extracto de afrecho
o Extracto de trub (proteina precipitada)
o Agua de ultimos riegos de filtro Lauter
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3.4.2.2. Reactivos

Cloruro de sodio (NaCl, 99,5 %, grado industrial, CAS No. 7647-14-5,
EMD Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Acido citrico (HOOCCH,),C(OH)COOH, 99 %, grado alimenticio, CAS
No. 77-92-9, EMD Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Acido clorhidrico (HCI, 37 %, fumante, CAS No . 7647-01-0, EMD
Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Sulfato de amonio ((NH4)2S0O4, 99,5 %, grado alimenticio, CAS No. 7783-
20-2, EMD Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Hidroxido de calcio; cal hidratada especial (Ca(OH),;, >90 %, grado
alimenticio, CAS No. 1310-73-2, Calera San Miguel, Guatemala).

Alcohol etilico (CH3CH,OH, 70 %, CAS No. 64-17-5, Quimicos Ferkica,
S.A., Guatemala).

Agua desmineralizada (H,O, agua pura Salvavidas, Guatemala).

Nisina (C143H230N42037S7, producido a partir de Lactococcus lactis, 2,5 %,
CAS No. 1414-45-5, MP Biomedicals, LLC, Francia).

3.4.2.3. Equipo

Plancha térmica agitadora (ThermoScientific, modelo Cimarec Basic).
Balanza de 2 cifras decimales (Mettler-Toledo, modelo P65002-5).
Balanza de 4 cifras decimales (Mettler-Toledo, modelo XS204).
Medidor de pH en rango acido (WTW, modelo inoLab 7110).
Centrifugadora (Sigma Zentrifugen, modelo 3-15).

Agitador magnético (Sybron, modelo Thermolyne).

Bomba de succién (Sartorius Stedim, modelo Biotech)
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. Membranas de filtracion

o TermOmetros de mercurio
o Erlenmeyers de varias capacidades
o Balones de vidrio de varias capacidades
o Kitasato de 1 L
o Embudos conicos de varios tamafios
o Embudo Buchner
3.4.3. Establecimiento de la curva de calibracion vy

determinaciébn de la concentraciobn de nisina

recuperada

A continuacion, se presentan los recursos utilizados para establecer la

curva de calibracion utilizada para la determinacion de la cantidad de nisina

recuperada.
3.4.3.1. Materia prima
. Mosto de cerveza con 5 °P
o Extracto de levadura cervecera
o Extracto de afrecho
o Extracto de trub (proteina precipitada)
o Agua de ultimos riegos de filtro Lauter
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3.4.3.2. Reactivos

Acido clorhidrico (HCI, 37 %, fumante, CAS No . 7647-01-0, EMD
Millipore de Merck KGaA, Alemania).

Caldo NBB-B (Medio de cultivo liquido indicador de microorganismos
descomponedores de cerveza. Art. No. 2.04710.782. Provisto por
Doehler Microsafety Design de Doehler GmbH, Alemania).

Nisina (C143H230N42037S7*, producido a partir de Lactococcus lactis, 2,5
%, CAS No. 1414-45-5. Proveido por MP Biomedicals, LLC, Francia).
Agar MRS para microbiologia (Medio de cultivo solido para Lactobacillus,
segun De Man, Rogosa y Sharpe. Proveido por EMD Millipore de Merck
KGaA, Alemania).

Micrococcus luteus (Lote 1608-1 del Centro de Investigacion para la
Elaboracion de la Cerveza y el Control de la Calidad de los Alimentos
“‘Weihenstephan” y de la Coleccion Nacional de Bacterias Marinas,
Alimentarias e Industriales de la Universidad Técnica de Munich TUM,
Alemania).

3.4.3.3. Equipo

Autoclave (Tuttnauer, modelo 5075ELC-D).

Plancha térmica agitadora (ThermoScientific, modelo Cimarec Basic).
Microscopio (Leica, modelo DMLB).

Balanza de 2 cifras decimales (Mettler-Toledo, modelo P65002-5).
Balanza de 4 cifras decimales (Mettler-Toledo, modelo XS204).
Medidor de pH en rango acido (WTW, modelo inoLab 7110).
Calibrador Vernier (Mitutoyo, modelo Dial 505-646-30).

Computadora (HP, modelo G70-460US).

Agitador magnético (Sybron, modelo Thermolyne).
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o Campana de flujo laminar. (Thermo Forma, modelo 1828).

o Incubadora aerdbica. (Precision, modelo 6).

o Micropipeta (Eppendorf, modelo Research Plus).

o Puntas desechables para micropipeta de 1000 y 100 pyL (Eppendorf, para

el modelo Research Plus).

o Balones y Erlenmeyers de vidrio de varias capacidades.
o Kitasato de 1 L.

o Platos de Petri.

3.5. Técnica cualitativa o cuantitativa

La investigacion es meramente cuantitativa; sin embargo, se tomara en

consideracion otros aspectos de calidad.

3.5.1. Técnica cualitativa

Las partes mas importantes de un procedimiento es su capacidad su
reproducibilidad, laboriosidad, facilidad, tiempo de ejecucién, rentabilidad y
confiabilidad, por lo que se busca disefiar un protocolo de recuperacion con
estas cualidades. Ademas, se debera trabajar Unica y exclusivamente con
reactivos de grado alimenticio.

3.5.2. Técnica cuantitativa
Durante la caracterizacion de los posibles medios de cultivo, se tomara
mediciones de pH, turbidez a 25° y 90°, porcentaje de alcohol, grado Plato,

extracto real y aparente, densidad, grado de fermentacion real y aparente, nivel

caldrico, BU, color, bisulfito, polifenoles y antocianégenos.
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Por otra parte, para la evaluacién de los protocolos de recuperacion de
nisina, se utilizar4d el método KB/DAS para la determinaciéon de la actividad
antimicrobiana, mediante mediciones de zonas de inhibicibn microbiana
proporcionales a la cantidad de nisina recuperada. Se correra una curva de
calibracion para luego hacer las respectivas mediciones de las zonas de
inhibicién producto de la nisina en las soluciones recuperadas y determinar asi
la cantidad y actividad de nisina recuperada y determinar la eficiencia de

recuperacion de cada método.

3.6. Recoleccion y ordenamiento de la informacion

El trabajo se subdividira en dos partes: inician con una caracterizacion de
5 posibles medios de cultivo, medicidbn de sus parametros fisicoquimicos vy
elementos nutritivos. Se proseguira con la evaluacion de 4 protocolos para la
recuperacion de nisina, tomando como puntos criticos su eficiencia de

recuperacion, la cantidad y actividad de la nisina recuperada.

Tabla IV. Toma de datos originales diario para la caracterizacidon

de los posibles medios de cultivo

Dia #[1 Fecha: Tipo de Cerveza: Pablo José ROSALES PINEDA

etros

% (v/v) Alcohol _Calorias (kcal/100mL) ~ ADF  RDF  BU (EBC) Color (EBC) Polifenoles Antocian.

Mosto

=
3

Extracto de levadura

2

8w |m (8w | (8w o B o |8 oo e

Extracto de afrecho

®
3

Trub

=
3

Ultimas Aguas

=2

Fuente: elaboracion propia.
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3.7.

Tabla V. Toma de datos originales para la mediciéon de las zonas
de inhibicion para el método KB/DAS

Medio de Método de Zona de Inhibicién (in)

. L Promedio (in) Promedio (mm)
cultivo recuperacién  Orificio1,i Orificio 1, ii Orificio 1, iii Orificio2,i Orificio2, ii Orificio 2, ii Orificio3,i Orificio3,ii Orificio3,iii Orificio4,i Orificio 4, i Orificio 4, iii

Etanol + NaCl
Acido Citrico + NaCl
Sulfato de Amonio
Ca(OH)2

Mosto

Etanol + NaCl
Extractode [Acido Citrico + NaCl

afrecho  [Sulfato de Amonio
Ca(OH)2

Etanol + NaCl
Extractode |Acido Citrico + NaCl
levadura  [Sulfato de Amonio

Ca(OH)2

Etanol + NaCl
Extractode |Acido Citrico + NaCl
trub Sulfato de Amonio
Ca(OH)2
Etanol + NaCl
Acido Citrico + NaCl
Sulfato de Amonio
Ca(OH)2

Ultimas aguas

Fuente: elaboracion propia.

Tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la informacion

El trabajo se subdividira en dos partes: inician con una caracterizacion de

5 posibles medios de cultivo, medicion de sus parametros fisicoquimicos y

elementos nutritivos. Se proseguira con la evaluacion de 4 protocolos para la

recuperaciéon de nisina, tomando como puntos criticos su eficiencia de

recuperacion, la cantidad y actividad de la nisina recuperada.
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Tabla VI. Datos individuales de procesamiento de datos parala
caracterizacion de los posibles medios de cultivo

Turbidez

Matriz i aase asge o) Alohol lato (w/w) R Biw/w) EA (iw/u) D(:;'z::: RDF (%) ["/,:l:];w; [k;:/';’:;:“” BU(EBC) Color (EBC) Polifenoles A"'“"as'"’g‘"“

1
2
3
4
Mosto 5
6
7

Prom.|
1
2
3
4
Extracto de Afrecho 5
6
7

Prom.|
1
2
3
Extracto de 4
Levadura 5
6
7

Prom.|
1
2
3
4
Extracto de Trub 5
6
7

Prom.|
1
2
3
- 4
Ultimas Aguas 5
6
7

Prom.|

Fuente: elaboracion propia.

Tabla VIl.  Datos generales de ordenamiento de datos para la

caracterizacion de los posibles medios de cultivo

Ext. de Ext. de
Mosto cerveza A Mosto cervezaB  afrecho afrecho
cerveza A cerveza B

Ext. de Ext.detrub Ext.detrub Ultimasaguas Ultimas aguas
levadura cerveza A cerveza B cerveza A cerveza B

pH

Turbidez a 25°
Turbidez a 902
% (v/v) Alcohol
2Plato (%w/w)
ER (%w/w)

EA (%w/w)

Densidad (g/cm3)
RDF (%)

ADF (%w/w)

Calorias (kcal/100 ml)
BU (EBC)

Color (EBC)
Polifenoles
Antocianégenos

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VIII. Datos individuales de procesamiento de datos para la

evaluacion de los protocolos de recuperacion de nisina

Promedio Dzi Valormas 1U/ml(conmodelo  mgde Nisina Pura % de

Medio de cultivo Método X . ”
(mm) repetido lineal) recuperada recuperacion

Etanol + NaCl

Mosto Acido Citrico +NaCl

Sulfato de Amonio
Ca(OH)2
Etanol +NaCl

Extractode |Acido Citrico +NaCl
Afrecho  [sifato de Amonio

Ca(OH)2

Etanol + NaCl

Extractode |Acido Citrico +NaCl
Levadura  [gyifato de Amonio

Ca(OH)2

Etanol + NaCl

Acido Citrico + NaCl

Extracto de trub
Sulfato de Amonio

Ca(OH)2

Etanol + NaCl

Acido Citrico +NaCl

Ultimas Aguas
Sulfato de Amonio

Ca(OH)2

Fuente: elaboracion propia.

3.8. Analisis estadistico

A continuacién se presentan los valores evaluados en el analisis

dimensional:

3.8.1. Analisis factorial

En la presente investigacion se desea analizar el efecto que tienen dos
factores respecto a una variable respuesta; por ello, el experimento sera
factorial de dos factores. Se determinara si existe una interaccion significativa

entre la cantidad de nisina recuperada en funcién de 5 posibles medios de
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cultivo y de 4 protocolos de recuperacién de nisina. Se tomard 3 muestras
diarias de cada medio de cultivo de 2 tipos de cerveza, durante 7 dias. Todos
los pardmetros evaluados se realizaron en triplicado, con el fin de obtener datos

confiables y relevantes estadisticamente.

Tabla IX. Experimento de dos factores

A ° Total Media
1 2 3
1 Y111 Y121 Y131 Ti. X1.
2 You1 Y221 Yos1 Ta. Xa.
3 Ya11 Y321 Yaa Ts. Xs.
4 Y1 Y1 Y31 T,. Xa.
S Ys11 Ys21 Ysa1 Ts. Xs.
6 Ye11 Y621 Yea1 Ts. Xe.
7 Y711 Y721 Y731 T7. X7.
8 Y11 Y21 Yea1 Ts. Xs.
9 Yo11 Yo21 Yoa1 To. Xa.
10 Yio11 Y1021 Y1031 To. X1o..
Total Ta T2 Ts T.
Media X1 Xa. X3 X.

Fuente: Raymond, Walpole. Probabilidad y estadistica.

Donde:

Ti.. = suma de las observaciones para el i-ésimo nivel del factor A
T.j. = suma de las observaciones para el i-ésimo nivel del factor B
T... = suma de todas las abn observaciones

Xi.. = media de las observaciones para el i-ésimo nivel del factor A
X.j. = media de las observaciones para el j-ésimo nivel del factor B
X... = media de todas las abn observaciones.

A = Tiempos de fermentacion (dias)

B = Formulaciones con distintas proporciones
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3.8.2. Analisis de varianza (ANOVA)
Célculo de suma de cuadrados

b
Suma de cuadrados = z x%ijk — T?

Suma de cuadrados del factor A

Go4 = TP T2
bn abn

Suma de cuadrados del factor B

2} 1T2 T2
bn abn

Suma de cuadrados para dos factores AB

P T2j N& T2 X T.. TZ..

SS(AB) = =212 _&i= -
(4B) n bn an +abn

Suma de cuadrados del experimento

SSE = SST — SSA — SSB — SS(AB)
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Tabla X.

Varianza en un experimento de dos factores

Fuente de Suma de Grados de| Cuadrado medio I
varlaclon cuadrados libertad calculada
Efecto
Principal
A SSA a—1 821=88A/a-1 fi=8%1/82
B SSBE b-1 S22=85B/b-1 f2=58%/782
Interaccion
de dos factores
AB SS(AB) (a-1)(b-1) S33= SS(AB) fa=8lr 82
{a—1D(b-1)
Error SSE ab(n-1) S2=S8SE/abin-1)
Total SST abn - 1

Fuente: Raymond, Walpole consulta. Probabilidad y estadistica.120 p.

Decision: Si F > F,,;,, Se rechaza la hipotesis nula.

Plan de andlisis de los resultados

A continuacion,

3.9.1.

En la presentacion de los resultados obtenidos de la investigacion, se

de nisina.

se presenta la estrategia y planificacion para la
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generacion, analisis e interpretacion de los resultados.

Modelo de los datos segun tipo de variables

graficara todos los parametros de los 5 posibles medios de cultivo, con el fin de

determinar el medio de cultivo éptimo para la insercion de la bacteria producto




Se trazara una curva de calibracion a partir de soluciones estandarizadas
de nisina. Se obtendrd un modelo matematico del diametro de las zonas de
inhibicion microbiana (mm) en funcion de la actividad especifica de la nisina
(IU/mL). A partir de esta ecuacién se podra obtener la actividad especifica
recuperada a partir de mediciones de las zonas de inhibicion producto de la

nisina en las muestras recuperadas.

A partir del dato de actividad especifica recuperada, sera posible calcular
la cantidad de nisina recuperada y determinar la eficiencia de recuperacion de

cada protocolo evaluado.

Se presentard los resultados de las eficiencias de recuperaciéon en funcién
de los protocolos evaluados y de los posibles medios de cultivo. Esto con el fin
de determinar el protocolo con la recuperacidon mas alta, de manera simple,

rapida, confiable y de grado alimenticio

A partir de estos resultados, se realizard un analisis de varianza para
determinar si existe diferencia significativa en la cantidad de nisina recuperada
en funcion del protocolo ejecutado y en funcion de los posibles medios de
cultivo.

3.9.2. Programas por utilizar para el analisis de datos

A continuacion, se presentan los software utilizados en el proyecto para la

generacion de tablas, graficas y resultados.
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3.9.2.1. Microsoft Excel 2016

Se utilizara el software Microsoft Excel 2013 para la tabulacion de datos, el

célculo respectivo de los resultados, el andlisis estadistico y de varianza.

3.9.2.2. QtiPlot 0.9.8.9

Se utilizara el software QtiPlot para graficar los comportamientos de los
elementos fertilizantes en funcion del tiempo de fermentacién, para cada
formulacién propuesta. También se utilizara para indicar y obtener rangos y

modelos matematicos de dichos comportamientos.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de posibles medios de cultivo

A continuacion, se presentan las gréficas de los parametros evaluados en

la caracterizacion de los 5 posibles medios de cultivo.

Figura6. Comportamiento del pH de los posibles medios de cultivo

Ultimas aguas... 4.89
Ultimas aguas... 4,75
Ext. de trub cerveza B I 4.58
Ext. de trub cerveza A I 463
Ext. de levadura I 4.04
Ext. de afrecho... I 5 .85
Ext. de afrecho... I 5.65
Mosto cerveza B I 5.17

Mosto cerveza A I 5.42

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
pH

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 7. Comportamiento de laturbideza 25°y a 90 ° de los posibles

medios de cultivo

Ultimas aguas cerveza B
Ultimas aguas cerveza A
Ext. de trub cerveza B
Ext. de trub cerveza A
Ext. de levadura

Ext. de afrecho cerveza B
Ext. de afrecho cerveza A
Mosto cerveza B

Mosto cerveza A

) |1‘1

0.

o
o

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Turbidez
B Turbidez a 902

Fuente: elaboracion propia.

Figura8. Comportamiento del color de los posibles medios de cultivo

Ultimas aguas cerveza B 17.10
Ultimas aguas cerveza A 11.14

Ext. de trub cerveza B

Ext. de trub cerveza A

Ext. de levadura

Ext. de afrecho cerveza B

Ext. de afrecho cerveza A

Mosto cerveza B

Mosto cerveza A

o
o

0 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

Color (EBC)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura9. Comportamiento de la concentracién de polifenoles en los
posibles medios de cultivo

Ultimas aguas cerveza B 0.193
Ultimas aguas cerveza A 0.209
Ext. de trub cerveza B IN0I0940N
Ext. de trub cerveza A INOI0G6MN
Ext. de levadura N0 CT—
[ Ext.deafrechocervezaB | -0.203
Ext. de afrecho cerveza A [l 0.019

Mosto cerveza B NS
Mosto cerveza A N2

-0.20 -0.10 0.00 0.10 0.20 0.30

Concentracion de polifeonoles (mg/L)

Fuente: elaboracion propia.

Figura 10. Comportamiento del grado de fermentacién de los posibles

medios de cultivo

100.00
80.00
60.00
4 O . O 0 A A A A A A A A
s 20 At 20 2 s 20 g 20
N gy By gy ) N N g g
& & K\ & R & & & &
& & & & Q/\@ & & & &
o o o o ¥ 0 © 5 5
& & & & . O < NG 32
NN ESEE & RN
. @ @
® £ & E
< @\S ’ « \)\\} '0\\'

W ADF (%w/w)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 11. Comportamiento del grado de alcohol de los posibles

Posibles medios de cultivo

medios de cultivo

Ultimas aguas cerveza B | -0.02
Ultimas aguas cerveza A | -0.03
Ext. de trub cerveza B |-0.04

Ext. de trub cerveza A | -0.03

Ext. de levadura G

Ext. de afrecho cerveza B | -0.04
Ext. de afrecho cerveza A | -0.03
Mosto cerveza B [-0.02

Mosto cerveza A | -0.03

-1.00  0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

%(v/v) Alcohol

Fuente: elaboracion propia.

7.00

Figura 12. Comportamiento del nivel de amargura de los posibles

Posibles medios de cutlivo

medios de cultivo

Ultimas aguas cerveza B 1.44
Ultimas aguas cerveza A 1.73
Ext. de trub cerveza B
Ext. de trub cerveza A
Ext. de levadura
Ext. de afrecho cerveza B
Ext. de afrecho cerveza A
Mosto cerveza B

Mosto cerveza A

0.

o

0 1.00 2.00 3.00 4.00

BU

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13. Comportamiento de la densidad de los posibles medios de

cultivo

Ultimas aguas cerveza B 1.01262
Ultimas aguas cerveza A 1.01860
Ext. de trub cerveza B
Ext. de trub cerveza A
Ext. de levadura
Ext. de afrecho cerveza B

. 1.02484
. 1.01430
©1.00870
[ 1.00759 |
Ext. de afrecho cerveza A IIIEENID2EEEN
. 106469
. 10573

Posibles medios de cultivo

Mosto cerveza B

Mosto cerveza A

0.98000 1.00000 1.02000 1.04000 1.06000 1.08000

Densidad (g/cm3)

Fuente: elaboracién propia.

Figura 14. Comportamiento de la gravedad de los posibles medios de

cultivo

H %Plato (%w/w) M EA (%w/w)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 15. Comportamiento del valor caldrico de los posibles medios

de cultivo
Ultimas aguas cerveza B 12.53
Ultimas aguas cerveza A 18.22

Ext. de trub cerveza B
Ext. de trub cerveza A
Ext. de levadura

Ext. de afrecho cerveza B
Ext. de afrecho cerveza A

Mosto cerveza B

Posibles medios de cutlivo

Mosto cerveza A

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Calorias (kcal/100 mL)

Fuente: elaboracion propia.

Figura 16. Comportamiento de la concentracion de antociandgenos en
los posibles medios de cultivo

Ultimas aguas cerveza B 0.165
Ultimas aguas cerveza A 0.174
Ext. de trub cerveza B
Ext. de trub cerveza A
Ext. de levadura
Ext. de afrecho cerveza B

Ext. de afrecho cerveza A

Posibles medios de cultivo

Mosto cerveza B

Mosto cerveza A

o
o
S

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Concentracidn de antocianégenos (mg/L)

Fuente: elaboracion propia.
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4.2. Recuperacion de nisina

A continuacion se presentan las graficas de los resultados de los 4

métodos de recuperaciéon evaluados.

Figura 17. Eficiencia de recuperacién de nisina en funcién del método

de recuperacion utilizado

100.00%

90.00%

80.009
& 78.05%

72.21%

70.00% 68.63

eracion

60.00%

p

50.00%

40.00%

Eficiencia de recu

30.00%

20.00%

12.41%
10.00% 3

0.00% 0.00%
Etanol + NaCl Acido Citrico + NaCl  Sulfato de Amonio Ca(OH)2

Ext. de Afrecho Ext. de Levadura

Mosto

Ext. de Trub Ultimas Aguas

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 18. Eficiencia de recuperaciéon de nisina en funcién del posible

medio de cultivo

100.00%
90.00%
0,
80.07% 78.05%
80.00%
72.21%
70.00%
\:
3 59.83%
S 60.00%
Qo
=1
b
E 50.00% 44.48% 43.81%
R
o
.g 40.00%
2
P
w
30.00%
20.00%
10.00%
0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
0.00%
Mosto Extracto de Extracto de Extracto de  Ultimas Aguas
Afrecho Levadura Trub
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Figura 19. Promedio de la eficiencia de recuperacion de nisina en

funcion del método de recuperacién utilizado
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Figura 20. Actividad bioldgica de la nisina recuperada en funcién del

método de recuperacion utilizado
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Figura 21. Miligramos de nisina pura recuperada en funcion del método
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Figura 22. Miligramos de nisina pura recuperada en funcién del posible
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

El trabajo experimental de la recuperacion de la nisina a partir de los
subproductos de una cerveceria que contienen azucares fermentables se
dividié en dos partes: la caracterizacion fisicoquimica de 5 posibles medios de
cultivo para la insercion de la bacteria productora Micrococcus luteus; seguido
de la evaluacion de 4 protocolos de recuperacion de la nisina y la determinacion
de la actividad antimicrobiana de la nisina recuperada, mediante el método
KB/DAS.

5.1. Caracterizacion de los posibles medios de cultivo

En la caracterizacién de los 5 posibles medios de cultivo (mosto, extracto
de afrecho, extracto de levadura, extracto de trub y dltimas aguas), se
evaluaron los parametros de pH, turbidez (a 25 ° y 90 ©), grado de alcohol,
contenido de azucares, densidad, grado de fermentacion, calorias, BU, color,
concentracién de polifenoles y antociandgenos. Debido a que la mayoria de
estos parametros se ven influenciados directamente por la temperatura (por
ejemplo, grado Plato, pH, densidad, entro otros), se decidid estandarizar la

temperatura para todas las muestras a 25 ° C.

En la figura 6 se presentan los valores de pH, de los cinco posibles medios
de cultivo, los cuales van desde un pH de 4,04 hasta 5,85. Se determiné que,
independientemente del tipo de cerveza, los valores de pH de todos los medios

se representan un medio viable para la insercion de la bacteria productora.
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El mosto diluido, el extracto de afrecho y las Ultimas aguas reportaron
pHs cercanos a 5,5, el cual se indica como el pH 6ptimo para la produccion de
nisina. Estos medios de naturaleza &cida disminuyen la adsorcion celular del

bactericida e incrementan la estabilidad bioquimica de la nisina

Los valores de pH de los posibles medios de cultivo evaluados estan por
debajo del rango de maxima adherencia celular (pH = 5,5-6,5) lo que permitid

recuperar materia con actividad antimicrobiana y bajo contenido de impurezas.

Las muestras con el pH mas bajo fueron los extractos de levadura, con un
pH de 4,04, debido a que durante el proceso de fermentacion las levaduras
liberan alcohol, diéxido de carbono, acidos organicos e inorganicos, los cuales

disminuyeron el pH de la solucion.

En la figura 7 se presenta el comportamiento de la turbidez (25 °y 90 °) de
los posibles medios de cultivo. Se registraron los valores mas altos de turbidez
a 90 ° para las muestras de las ultimas aguas de la cerveza Ay B con 50 y 38
EBC, respectivamente; el extracto de levadura con 35 EBC y el extracto de trub

de la cerveza B con 25 EBC.

Los medios de cultivo con los valores mas altos de turbidez a 90 ©° (figura
7), fueron los medios efluentes de procesos que desprenden una cantidad
considerable de particulas soélidas inferiores a 1 um, tales como proteinas
pequefias y polifenoles.
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Los cinco medios evaluados se caracterizan por contener diferentes tipos
de particulas en solucién: proteinas y carbohidratos en solucion provenientes de
la malta de cebada en el mosto; proteina precipitada por el proceso Whirlpool y
taninos (polifenoles) provenientes principalmente del lupulo, en el extracto de
trub; particulas soélidas del proceso de lixiviacién en las Ultimas aguas y extracto
de afrecho; células diluidas y sedimentos de levadura en el extracto fermentado

de levadura.

Los extractos de afrecho de ambos tipos de cerveza fueron las soluciones
mas dificiles y lentas de filtrar, donde se recuperé extracto en pequefios
volumenes, son las muestras con la mayor apariencia turbia a simple vista. Las
mediciones de turbidez de los extractos de afrecho resultaron en lecturas nulas
en el turbidimetro. Se interpreta que en la muestra hay un alto contenido de
sélidos suspendidos que imposibilitan la lectura de la turbidez, la cual
posiblemente sobrepase el rango de lectura del turbidimetro utilizado (0-100
EBC), especificado por Pentair Haffmans B.V., en el 2012.

La relacion entre la turbidez y el color de las muestras (ver figuras 7, 8 y 9)
queda demostrada con las muestras de afrecho que son las Unicas con valores
de turbidez nula, valores negativos en la concentracién de polifenoles y con los
valores mas altos de color, con un valor de 45 a 50 EBC, que duplica y triplica al

resto, incluso en valores mayores que el color de las muestras de mosto.
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El extracto de levadura present6 valores altos de concentracién de
polifenoles, turbidez a 90° y el mayor valor de turbidez a 25°, por encima de los
35 EBC, es el unico medio de cultivo con valores de turbidez a 25 °© mayores
gue los de la turbidez a 90 °. Un medio de cultivo con estas caracteristicas
indica la presencia de particulas superiores a 1 um, tales como células de
levaduras, proteinas, carbohidratos originales del mosto y residuos de tierra de
diatomea (utilizada en la filtracion kieselguhr). Esto indica que utilizar este
medio de cultivo generaria recuperar soluciones con alto contenido de

impurezas.

En contraste, los valores mas bajos de turbidez se reportaron para los
mostos de ambos tipos de cerveza, sin sobrepasar los 10 EBC. Esto indica que
existen residuos presentes en la solucion, pero en cantidades pequefas, lo que
representa una ventaja para la obtencion de precipitados con la menor cantidad

posible de excipientes.

Se determiné que todos los posibles medios de cultivo, exceptuando al
extracto de levadura, presentaron valores bajos de turbidez a 25 °. Los 5
medios presentaron pocas particulas contaminantes en las muestras de nisina

recuperada.

De todo el proceso de elaboracion de cerveza, solo las muestras del
extracto de levadura fueron tomadas durante un proceso fermentativo, son las
Gnicas muestras en reportar valores del grado de fermentacién (ADF y RDF) y

grado de alcohol, presentados en las figuras 10 y 11, respectivamente.

88



En la figura 11 se presenta la mayor desventaja que tiene el extracto de
levadura para la implementacion como medio de cultivo, debido a que el
contenido de alcohol sobrepasa el 6 % (v/v). Todos los otros medios no
presentan ningun riesgo a la bacteria productora al no contener ningun

porcentaje de alcohol.

El extracto de levadura presenté un 67 % de grado real de fermentacion
(RDF) y un 81 % de grado aparente de atenuacion de fermentacion (ADF) (ver
figura 10), junto con un promedio de 6,21 % (v/v) de contenido alcohdlico, para

mediciones realizadas durante 7 dias después de iniciada la fermentacion.

Los valores obtenidos de ADF y RDF indican que el extracto de levadura,
a pesar de haber atravesado el proceso de fermentacion, aun contiene una
cantidad suficiente de solutos que representan una posible fuente de nutrientes
para la bacteria productora de bactericidas; sin embargo, el contenido de
alcohol influye negativamente en el crecimiento, la reproduccién de la bacteria

productora y disminuye la eficiencia de produccion de bactericidas.

Siguiendo el flujo de elaboracién de cerveza (ver figura 5) e identificando
el punto de adicién de lUpulo; se encuentra la relacién de los valores del nivel
de amargura (BU) con los medios de cultivo evaluados, presentados en la figura
12.

Se determind que el mosto y el extracto de levadura son los medios
menos favorables para el cultivo de nisina, los cuales sobrepasan el rango
optimo de produccioén de 4 BU. El extracto de trub, afrecho y las ultimas aguas
guedan por debajo de dicho valor. Los 5 posibles medios matrices se
encuentran debajo de la mitad del valor critico de 10 BU descrito por Mdiller-

Auffermann.
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Tanto el extracto de afrecho como las Ultimas aguas se obtienen como
subproductos del filtro Lauter, proceso previo a la adicién del lapulo. Ambos
medios de cultivo reportaron las menores cantidades de BU, con el promedio

mas bajo de 1,44.

Posteriormente al filtrado, se procede al cocimiento del mosto, punto en
donde se agrega el lupulo y de donde se toman las muestras de mosto; el cual
se reporta como el medio evaluado con la mayor cantidad de BU, con un
promedio de 5,13 y 4,37 para la cerveza A y B, respectivamente. Las muestras
provenientes de la cerveza A presentan mayores valores de BU que los de la
cerveza B, ya que comercialmente la cerveza A posee mayor cantidad de ltpulo

que la cerveza B.

Luego de proceso de coccion, se trasiega el mosto a los tanques de
centrifugacion Whirlpool en donde se extrajo un sedimento proteico llamado
trub. Se evidencian trazas de lUpulo en solucion por la mediana cantidad de BU.
Posteriormente, el mosto se trasiega a los tanques fermentadores donde se
siembra la levadura. Las muestras del extracto de levadura resultaron con el
segundo mayor valor de BU, cercano a las muestras de mosto de los dos tipos

de cerveza evaluados.

En la figura 13 se presentan las densidades de los 5 posibles medios, los
cuales estan en un rango de 1,00759 a 1,06469 g/cm®Las muestras con la
mayor densidad fueron las del mosto, seguido por las muestras del extracto de

trub, extracto de levadura, Gltimas aguas y, por ultimo, el extracto de afrecho.
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Un aumento en la densidad se debe no solo a la cantidad de
carbohidratos, sino también a la cantidad de particulas sélidas presentes en la
solucion, tales como células de levadura, proteinas y compuestos remanentes
de algun proceso anterior. La presencia de sélidos en solucion que pudo influir

en los procedimientos de recuperacion de nisina.

Los medios con la mayor densidad del grupo fueron los mostos y los
extractos de trub. El trub por tener una consistencia espesa y espumosa, se
dificulté el proceso de filtracion para la recuperacion del extracto, logrando

obtener de 5 kg un minimo de 50 mL para los andlisis de la caracterizacion.

El valor con la menor densidad fueron las muestras de extracto de
levadura con 1,0087 g/cm?; indican que un contenido de azticares disueltos fue
consumido por las levaduras en el proceso de fermentacion, liberaron dioxido
de carbono y producen alcohol. La densidad del alcohol, al ser menor que la del

agua, redujo significativamente la densidad de la solucién.

La densidad (gravedad especifica) de los 5 medios evaluados es mayor
que la densidad del agua (aprox.1,00 gicm® a latm y 4 °C) debido a la
presencia de azucares y otros solidos en la solucion. Esto indica que los 5
medios podrian contener azucares nutritivos para la bacteria productora; pero
con la desventaja de contener proteinas o células de levaduras que floculen
eventualmente e incrementen la cantidad de impurezas en las soluciones de

nisina recuperada.
Andlogo al comportamiento de las densidades de los medios evaluados

corresponde la tendencia de las concentraciones de azucares en solucion (ver
figura 14).
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Se observa en la figura 14 que el comportamiento del extracto aparente,
extracto real y grado Plato de los 5 medios evaluados. Se determiné que todos
los medios, exceptuando al extracto de levadura y los mostos de ambos tipos
de cerveza, reportaron valores entre de 4,12 a 6,68 °P, los cuales se

encuentran dentro del rango 6ptimo para la produccién de nisina (5 - 10 °P).

Las muestras de mosto presentaron los valores mas altos de grado Plato,
extracto aparente y extracto real, con un promedio de 14,42 °P para la cerveza

tipo Ay 16,46 °P para la cerveza tipo B.

Para la caracterizaciéon del mosto se tomaron muestras del mosto original
utilizado para la elaboracion de cada tipo de cerveza evaluada. Con el fin de
simular las caracteristicas de un flujo de descarte con baja gravedad, efluente
del proceso convencional de coccion, se diluyd el mosto con agua
desmineralizada hasta alcanzar un extracto de 5 °P. Esta dilucion significa
pasar de una concentracién original de los mostos de 15 °P hasta 5 °P;
representando una dilucion 1:3 del valor original. De igual manera, para el

mosto diluido, todas las caracteristicas evaluadas mantendrian esta proporcion.

Los valores de grado Plato, extracto aparente y extracto real, en casi todos
los medios evaluados resultaron muy similares. La Unica excepcion fueron las
muestras del extracto de levadura, medio el cual fue tomado durante el proceso

de fermentacion.

Solo las muestras del extracto de levadura presentaron una variacion en
los 3 valores de extracto: el extracto original tuvo una concentracion de 14,03
°P, correspondiente a la tendencia obtenida de las muestras de mosto original,
lo que en el proceso indica tener un contenido 6ptimo de azucares disponibles

para la fermentacion del mosto.

92



Para el extracto aparente y extracto real, se obtuvo un promedio de 2,62
°P y 4,78 °P, respectivamente. La reduccion sustancial de los valores de
extracto, en relacién con el extracto original, se debe a la variacion de
densidades de las soluciones, producto de la produccion de etanol y dioxido de

carbono a través del proceso de fermentacion.

Las muestras de trub de la cerveza B fueron las segundas mas altas
después de las muestras de mosto, reportan un extracto de 6,68 °P. Seguido de
las ultimas aguas de la cerveza tipo A con 5,11 °P. Los datos de afrecho,
Ultimas aguas de cerveza tipo B y trub de cerveza tipo A resultaron con valores
alrededor de 4 °P.

De manera analoga las tendencias obtenidas de los extractos y
densidades, en la figura 15 se observa el comportamiento de las calorias. Se
determind que los medios con los valores mas altos corresponden a los valores

mas altos en la concentracion del grado Plato.

En la figura 14 se presenta al mosto y a la levadura como los dos medios
con mayor nivel de extracto, correspondiente a la tendencia de la cantidad de
azucares en solucibn como aporte calérico, presentadas en la figura 15.Se
indica que los niveles caldricos, de densidad y extracto son producto del

contenido de azUcares en la solucion.

Se determind que las ultimas aguas y el extracto de afrecho representan
los medios mas adecuados para su utilizacion como medios de cultivo, al tener
bajos niveles de BU, polifenoles, turbidez, ningun contenido de alcohol, ademas
de tener valores de pH y extracto dentro del rango 6ptimo. El extracto de trub se
encuentra cerca de estos dos medios, solo con la desventaja de tener niveles

altos de turbidez, BU y polifenoles.
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Se descarta al mosto, debido a que los valores de extracto original, BU y
polifenoles presentes en los mostos originales se encuentran por arriba del
rango Optimo. Se recomienda trabajar con mosto diluido para disminuir asi el
contenido de BU y polifenoles. Trabajar con un “mosto verde” (muestreado
previo a la adicion del lapulo) significaria tener un medio nutritivamente

relevante y con valores 6ptimos de BU y Polifenoles.

Se descarta la utilizacion del extracto de levadura como posible medio de
cultivo, debido a su alto contenido de alcohol, turbidez, BU, polifenoles y
extracto, factores que impedirian drasticamente al desempefio de la bacteria

productora.

5.2. Recuperacion de la nisina

Se caracterizaron 5 posibles medios de cultivo con el objetivo de
determinar el medio matriz 6ptimo para la insercion de la bacteria productora de

nisina.

Los protocolos construidos resultan de una combinacion estratégica de
principios fisicoquimicos: ebullicion, solubilidad, floculacién, acidificacion,
separacion de fases, precipitacion, interacciones polares, punto isoeléctrico;
junto con diversos procedimientos mecanicos: filtracion, microfiltracion,

decantacion y centrifugacion.
Simulando un escenario posproduccion de nisina, se adicion6 una

concentracion estandarizada de nisina en polvo de presentacion comercial (ver

inciso 2.3.4.1), y se ejecutaron directamente los métodos de recuperacion.
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Los métodos de recuperacion planteados siguen un linea baésica:
comenzando con una aislacion y concentracion de la solucién de manera
guimica o mecanica, seguido de una purificacion y recuperacién de la fase
heterogénea, procediendo con un centrifugado y una microfiltracion, terminando
con una resuspension en &cido clorhidrico 0,02 N para recrear una

concentracién apegada a las utilizadas para el trazo de la curva de calibracién.

La cantidad inicial de Micrococcus luteus obtenida mediante la filtracion
por membrana para el método de Conteo Aerobico Total (CAT), tuvo un
recuento inicial de 1 x 10° células/mL. Esto se complementa con el concepto
gue indica que existe una relacién inversamente proporcional entre el tamafio
de las zonas de inhibicion en funcion de la concentracion de la bacteria
identificadora, es decir que, a mayor concentracion de Micrococcus luteus

menores seran los diametros de los halos de inhibicién.

El Micrococcus luteus, utilizado como microorganismo indicador para el
método KB/DAS (ver inciso 2.6.2), fue activado y propagado en NBB-A y NBB-A
como medios liquidos. Se procedié a una incubacion a temperatura ambiente
durante 2 dias en condiciones aerobias y con una agitacion constante de
100 rpm. Posteriormente, se dejaron todas las muestras en incubacion durante

5 dias a 28 °C en condiciones aerobias.

Se determind la actividad antimicrobiana de la nisina recuperada y la
eficiencia de recuperacién de cada protocolo a partir de la ecuacién obtenida de
la curva de calibracion semilogaritmica (ver figura 23), de la actividad
antimicrobiana de la nisina pura (IU/mg) en funcion del diametro de las zonas

de inhibicién (mm).
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A partir de la figura 23 se determinaron también las concentraciones
minimas de inhibicion (MIC); la dilucion con actividad 62,5 IU/mL fue la dltima
en presentar un area de inhibicion (ver figura 68 y 69 en los anexos) y la menor
concentracion de nisina que logra la inhibiciébn de la bacteria identificadora,
descartando las soluciones con concentraciones menores a la MIC: 31,25,
15,625 IU/mL.

La curva de -calibracion (figura 23) presenta una tendencia lineal
directamente proporcional del diametro de las zonas de inhibicion en funcion de
la actividad especifica de la nisina; es decir que, a mayor actividad especifica
de la nisina, mayor sera el diametro de los halos de inhibicion. Dicha curva tiene
un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9769, lo cual indica que si existe una
correlacion lineal entre las concentraciones de nisina pura evaluadas en funcién

de los diametros de las zonas de inhibicion.

Se realizaron pruebas controles para determinar la actividad
antimicrobiana de los reactivos puros (sin ninguna cantidad de nisina) utilizados
en los métodos de recuperacion y evaluar si estos influyen en los resultados de
inhibicion. Se inyectaron volimenes de &cido citrico, etanol al 70 %, cloruro de
sodio, sulfato de amonio e hidroxido de calcio, todos sin ninguna concentracion

de nisina.

Las pruebas control no presentaron ningun halo de inhibiciébn en ninguna
muestra realizada(ver figura 92 en los anexos). Se puede considerar una
evaporacion de los reactivos al agregarse al agar solido, ya sea a temperatura
ambiente o al introducir los platos a la camara de incubacion, lo cual pudo haber

disminuido significativamente la concentracion de los reactivos.
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Se realiz6 una prueba de control para la lisozima, enzima que puede
degradar y ser activa contra el Micrococcus luteus. Se agregd un volumen de
saliva humana, la cual se conoce por tener en su composicién una parte de esta
enzima. No se obtuvo ninguna zona de inhibicién en las muestras incubadas, lo
indica que la concentracion de lisozima pudo haber no fue suficiente para lograr
la inhibicién, estando debajo de la MIC.(Ver figura 93 en los anexos).

La ausencia de zonas de inhibicién en las muestras control indican que los
halos en las muestras de nisina recuperada fueron producto meramente de la

actividad antimicrobiana de la nisina.

Con el fin de remover la mayor cantidad posible de sélidos, particulas o
células que pudieran contaminar y disminuir el grado de pureza de las fases
recuperadas, las muestras de los 5 posibles medios de cultivo se filtraron 2

veces con tierras diatomeas,

No toda la materia precipitada sera nisina con actividad antimicrobiana,
sino que también existira la presencia de otros solidos y particulas suspendidas.
La determinacién de la actividad bioldgica revelara la cantidad activa de nisina

recuperada.

Las soluciones se concentraron mediante la evaporacion de los solventes
acidos y alcoholes empleados en los métodos de recuperacion; se obtuvo
soluciones con una mayor concentracion de nisina y un menor volumen de
trabajo. Posteriormente, se calentaron estas soluciones concentradas a 90 °C

durante 5 min con el fin de eliminar posibles contaminaciones.
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Posterior al proceso de concentracion y esterilizacion, se disminuyd la
temperatura de las soluciones hasta alcanzar 4 - 8 °C, con el propdsito de
sedimentar y flocular la mayor cantidad posible de sdlidos y particulas
suspendidas en la solucion. La reduccion de la temperatura de los medios
represento una disminucién en la solubilidad de la nisina (soluto) en el medio de

cultivo (solvente).

Se depuraron los tratamiento con solventes organicos ya que representan
pérdidas parciales o totales de la actividad antimicrobiana, debido a la
formacion irreversible de complejos entre la nisina y las proteinas en solucion.
La mayoria de los métodos que implementan solventes organicos producen

precipitados abundantes, pero desnaturalizan las proteinas en la solucion.

Se utilizé la prueba de actividad antimicrobiana (método de KB/DAS) para
determinar la cantidad de nisina activa recuperada. Se presenta en la figura 19
las actividades antimicrobianas de la nisina recuperada: el protocolo de sulfato
de amonio recuperdé la mayor cantidad de nisina, con un valor de actividad
antimicrobiana de 1 601,39 IU/mg, seguido por las muestras de etanol + NaCl,
con 1 560,93 IU/mg, 1 444,20 IU/mg y 1 372,61 IU/mg para las Ultimas aguas,
mosto y extracto de trub, respectivamente.

La nisina es conocida por ser un péptido relativamente hidrofébico, que
presenta su mayor solubilidad a una hidrofobicidad intermedia; es decir que, a
una mayor concentracion de alcohol, se presenciara una menor solubilidad

proteica.
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Se selecciond al etanol como reactivo principal del protocolo de
recuperacion, permitié aprovechar las propiedades polares y la inmiscibilidad
acuosa de los solventes organicos. Las propiedades anfifilicas de los
bactericidas permiten la migracion y concentracion del bactericida hacia la
interfase o en un punto extremo de la solucion heterogénea (fase supernadante
o fase inferior), que permite la recuperacién del bactericida mediante el

protocolo de recuperacion.

Se trabajo con etanol al 70 %; fue la concentracion Optima que permitio
recuperar la mayor cantidad de nisina, que esta reportada como la mayor para
cualquier otro alcohol. La polaridad del etanol a esta concentracion provoco la
transmigraciéon de las moléculas del bactericida a la fase acuosa, lo que produjo

la precipitacion.

El método de recuperacion con alcohol presenté los halos de inhibicion de
mayor dimensién que el resto, debido a que el alcohol facilité la difusion de la

nisina a través del agar solido.

Las sales agregadas disminuyeron significativamente la solubilidad de los
compuestos de naturaleza proteica, debido a la interaccién catidnica de las
sales con las cadenas hidrofilicas de las moléculas peptidicas, lo que

insolubilizé y precipitd a los compuestos proteicos.

Trabajar con soluciones con pH cercano a 2 y adicionar cloruro de sodio,
permitié la separacion y desadsorcion de las moléculas del bactericida de las
células de la bacteria productora, lo que permitié recuperar nisina con bajas

contaminaciones de compuestos no deseados.
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Tanto para el método de etanol como el de &cido citrico, se obtuvieron
copiosos precipitados, pero con baja actividad antimicrobiana, debido a que
durante el salteado con NaCl o (NH4,)SO,4 se separaron las fases y se
precipitaron la mayoria de los sélidos suspendidos, al punto de desnaturalizar
las proteinas del medio. Esto provocoé la formacion de complejos entre las
proteinas y nisina con baja actividad.

Para alcanzar el punto isoeléctrico, el punto maximo de insolubilidad de la
nisina, (pH 1,8 — 2,0 para la molécula de la nisina A), se utilizo acido citrico de
grado alimenticio, para acidificar la soluciéon hasta alcanzar un pH cercano a
2,0. Este pH permiti6 ejecutar los métodos en el punto donde la nisina se

precipitd en la mayor cantidad posible.

Trabajar con un medio acido permitié desplegar la mejor caracteristica de
la nisina, su méxima estabilidad a altas temperaturas, o que a su vez permitié
ejecutar los procesos de concentracion y erradicacion de posibles
contaminaciones de la solucibn mediante evaporacion, sin afectar

negativamente a la actividad de la nisina.

Esto representa un desemperio efectivo de la nisina a través de procesos
claves de la produccion cervecera, como el proceso de pasteurizacion, la

filtracion Kieselgurh, sin alterar la actividad biologica de la nisina.

Para el método de hidroxido de calcio (cal hidratada), se agregdé una
lechada de cal que incrementé el pH de 4,5 a 9,0, lo que produjo la floculacién y
precipitacion de las particulas en solucion. Esto produjo copiosos precipitados

de apariencia blancuzca o amarillenta.
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Los iones Ca+2 y Mg+2 actuaron adsorbiendo las moléculas de la nisina
presentes en los medios de cultivo. No obstante, la purificacion y remocién de
cal de estos precipitados resultd imposible debido a que la cal se apelmazé

junto con la materia recuperada sin poder separarlas.

El procedimiento con hidréxido de calcio no obtuvo actividad
antimicrobiana en ninglin medio de cultivo ni en ninguna corrida, a pesar de la
cantidad considerable de precipitado recuperado, debido a que la naturaleza
basica del hidroxido de calcio resulté en el incremento drastico del pH de la
solucion hasta alcanzar el punto de inactivacion biologica de la nisina, y anulo
significativamente la actividad antimicrobiana de la nisina. Esto se observa en

gue ninguna muestra del método de cal presentd halos de inhibicién.

En la figura 17 se reporta las eficiencias de recuperacion de nisina en
funcion del método de recuperacion utilizado, y en la figura 18 las eficiencias de

recuperaciéon en funcion de los posibles medios de cultivo.

El método con mayor eficiencia fue el sulfato de amonio para el mosto,
con una eficiencia del 80,07 %, seguido del etanol + NaCl para 3 posibles
medios, con eficiencias de 78,05 %, 72,21 % y 68,63 % para las ultimas aguas,
mosto y extracto de trub, respectivamente. Debajo se encuentran los datos de
acido citrico + NaCl, reporta el mayor valor para el mosto con 44,48 % vy, por
altimo, el método de hidréxido de calcio tuvo una eficiencia de 0 % para todos
los medios, debido a que no se logré recuperar ninguna cantidad de nisina con

actividad bioldgica.
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En figura 19 se presentan los promedios de las eficiencias de
recuperacion obtenidas en los 4 protocolos de recuperacion, donde se
determind que el método de etanol + NaCl como el mejor método para la
recuperacion de nisina con un promedio de recuperacion de 61,35 %; seguido
por método de sulfato de amonio con 59,79 %; por la mitad de estos 2 métodos,
se encuentra el método de &cido citrico con 32,46 %, y por ultimo esta el
método de hidroxido de calcio con 0 % de eficiencia de recuperacion al no

obtener ninguna zona de inhibicion microbiana.

Mediante la ecuacion que describe el comportamiento de la actividad
antimicrobiana de la solucién en funcion de la solucion utilizada, se determino la
cantidad de miligramos de nisina pura recuperada, presentada en las figuras 21
y 22. La relacion tiene un comportamiento analogo al de las eficiencias de

recuperacion.

En la figura 21, se determin6é que los métodos de sulfato de amonio y de
etanol + NaCl lograron las mayores cantidades de nisina pura recuperada,
seguidos por el método de acido citrico + NaCl y por ultimo, el de hidréxido de

calcio.

Para calcular la cantidad de nisina pura en la solucién con nisina de grado
comercial al 2,5 %, se multiplicé por un factor de pureza de 2,5 %. Por ejemplo,

100 mg de nisina comercial corresponden a 2,5 mg de nisina pura.

La mayor cantidad de nisina recuperada fue para el método de sulfato de
amonio mosto, recuperando 2,00 mg de nisina pura con una eficiencia del
80,07 % de recuperacion. El método de etanol + NaCl recuperé los 3 siguientes
datos mas altos, para las ultimas aguas, el mosto y el extracto de trub con 1,95,

1,81y 1,72 mg, respectivamente.
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Seguido de nuevo por el método del sulfato del amonio en mosto, extracto
de levadura, dltimas aguas y extracto de trub. Por debajo de los valores mas
altos obtenidos por estos dos métodos, se encuentran los resultados obtenidos
con el método de &cido citrico + NaCl, con 1,11 y 1,10 mg recuperados para el
mosto y las ultimas aguas. Por ultimo, el método de hidroxido de calcio que no

logré recuperar ningun miligramo activo de nisina.

En la figura 22 se presentan los miligramos de nisina pura recuperados
por cada posible medio de cultivo utilizado; son los mostos, las ultimas aguas, el
extracto de trub, levadura y afrecho, en el orden decreciente de los miligramos

efectivos recuperados.
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CONCLUSIONES

Todos los medios, exceptuando al extracto de levadura y los mostos,
representan ser medios viables para la implementacion como medios de
cultivo dentro del rango 6ptimo de extracto para la maxima liberacion de
nisina (5 a 10 °P), con valores de 4,12 a 6,68 °P.

Se encontré que todos los medios de cultivo son de naturaleza &cida y se
encuentran dentro del rango O6ptimo para la produccion de nisina vy

minima de adherencia celular (pH = 5,5) con pHs de 4,58 a 5,85.

Se determind quelas particulas presentes en los medios de cultivo
evaluados, exceptuando al extracto de levadura, no representan un
riesgo como contaminantes en las muestras recuperadas, con valores

menores a 25 EBC.

Se determiné que las Ultimas aguas y el extracto de afrecho representan
los medios Optimos al tener bajos niveles de BU, polifenoles, turbidez y
ningun contenido de alcohol, ademas de estar dentro del rango 6ptimo

del nivel de extracto y pH.

Se determiné que los métodos de etanol + NaCl, acido citrico + NaCl y
sulfato de amonio obtuvieron los mejores resultados de recuperacion de
nisina, de manera efectiva, simple y rapida, con soélo reactivos de grado
alimenticio, de baja laboriosidad y alto porcentaje de recuperacion y

pureza.
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El método de sulfato de amonio reporté la mayor eficiencia, con una
recuperacion del 80,07 % de nisina en mosto. Se precipitd 2,00 mg de
nisina pura. El sulfato de amonio también logré recuperaciones altas en

el extracto de levadura, ultimas aguas y extracto de trub.

El método de etanol + NaCl recuperé los 3 siguientes datos mas altos en
tres diferentes medios de cultivo, con eficiencias de recuperacion de
nisina del 78,05 %, 72,21 % y 68,63 %, en las Gltimas aguas, mosto y
extracto de trub, respectivamente y se recupero 1,95, 181y 1,72 mg de

nisina pura para cada respectivo medio.

A partir del promedio de todas las eficiencias reportadas en 4 diferentes
medios de cultivo, se determiné que el método de etanol + NaCl es el
mejor método para la recuperacion de nisina, con un promedio de

recuperacion de 61,35 %.

El protocolo de floculacion con hidroxido de calcio fue el Unico método
con que no se logro observar ninguna zona de inhibicion (en el método
KB/DAS), ni recuperar ningln miligramo de nisina activa y reporté datos
de 0 % de recuperacion en los 5posibles medios evaluados.
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RECOMENDACIONES

Realizar filtrados simultaneos y sucesivos, con el fin de realizar la
extraccion de manera rapida y con la minima cantidad de
contaminacion posible para medios de naturaleza espesa, como el

afrecho, levaduray trub.

Utilizar el método descrito por Taylor, FAO-JECFA/WHO y Miiller-
Auffermann: activacion la bacteria identificadora por 3 dias con
agitacién aerobia, para después inocular y propagarla dentro del agar
liqguido, verter en cajas de Petri y esperar su solidificacion. Descartar el
método descrito por Weber de solo esparcir una pelicula de la bacteria
identificadora sobre el agar sélido y no dentro de éste.

Verificar cualquier alternativa de bacteria identificadora mediante una
tincion de Gram para identificar si pertenece al grupo grampositivo. Esto

indica que es una bacteria que la nisina logra su inhibicién.

Establecer un valor inicial alto de actividad antimicrobiana y realizar un
mayor numero de diluciones para cubrir una mayor porcion de la
tendencia de inhibicion, proyectar un trazo mas amplio de la curva de
calibracion y generar asi una ecuacion de desempefio de la nisina

estadisticamente mas representativa.

Ejecutar los métodos de recuperacion a bajas temperaturas y asi
discutir la solubilidad de la solucion y facilitar la precipitacién de sélidos

suspendidos.
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10.

Utilizar siempre el primer precipitado recuperado y evitar la repeticion
sucesiva de los procesos de recuperacion, ya que esto solo devolvera
materia con una pobre cantidad de bactericida y una pérdida total de la

actividad antibio6tica del bactericida.

Aprovechar la hidrofobicidad de la nisina trabajando en medios polares;
por ejemplo, el etanol. Se debera considerar trabajar con
concentraciones intermedias de etanol, desde 50 % a 70 %, para

alcanzar la extraccion optima de la nisina.

Para lograr una recuperacion con la minima cantidad de contaminantes
y en una presentacion mas estable, se puede aplicar realizar un secado
directo por aspersion para eliminar la mayor humedad posible, lograr
una presentacion en polvo, y recuperar materia inerte a las propiedades

organolépticas originales del producto final.

Lar rotoevaporacion y recuperacion del alcohol utilizado en los métodos
de recuperacion lograria recircular el condensado para su reutilizacion,
optimizando y aumentando la rentabilidad del proceso. Esto reduce
también el peligro de inflamabilidad de los alcoholes, y convierte al

método en un procesamiento industrialmente mas practico.
Considerar la produccion de bactericida in situ mediante la utilizacién de

iniciadores (starters, por ejemplo, Lactococcus lactis), liberando al

bactericida dentro del mismo alimento.
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11.

12.

Evaluar las aplicaciones de la nisina dentro del proceso fermentativo y
de pasteurizacion en la produccion cervecera, lo que representaria una
significativa ventaja para favorecer a las levaduras cerveceras y

reduccion de temperaturas y tiempo de exposicion.

Se debera caracterizar el mosto “verde”, el cual es el mosto previo a la
adicién del lapulo en la casa de cocimientos, para tener un medio
rentable y nutritivamente relevante, pero con niveles adecuados de BU

y polifenoles.
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APENDICES

Apéndice 1. Curvade calibracion

La actividad antimicrobiana de la nisina fue determinada por el método de
Kirby-Bauer de difusién en agar sélido (KB/DAS), descrito por Taylor utilizando
Micrococcus luteus como microorganismo indicador. EI método KB/DAS
consiste en la medicion de zonas de inhibicion de crecimiento microbiano del
organismo indicador dentro de cajas de Petri con agar sélido. Estas claras
zonas de inhibicidén creceran de manera proporcional ante la cantidad de nisina

en la muestra evaluada.

Inicialmente se realizo la curva de calibracion la cual consistia en tomar
una solucion estandarizada de nisina pura con actividad de 2000 IU/mL. Se
prepard una solucién patrén con una concentracion de 2000 IU/mL disolviendo
0,1 g de la presentacién de nisina al 2,5 % en 50 mL de 0,02 N de &cido

clorhidrico (grado alimenticio).

Se diluy6 la solucion patrén con acido clorhidrico 0,02N, en una serie de
diluciones de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 y 15,625 IU/mL.

Se inoculd el agar MRS con la bacteria identificadora, se vertidé en cajas
Petri y se dejo6 solidificar, para luego abrir 4 orificios de 5mm de diametro, donde
se inyectaron las disoluciones patron de nisina; se dejaron incubar

aerébicamente a 28 °C por 5 dias.
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Continuacién apéndice 1.

Después del tiempo de incubacion, se forman halos de zonas de inhibicién
los cuales se midieron tres veces en tres diferentes direcciones para poder asi
establecer una curva de calibracion logaritmica de las zonas de inhibicion en
funcion de las concentraciones de las soluciones estandarizadas de nisina pura.

Se realizé este mismo procedimiento para las soluciones recuperadas con
posible concentracibn de nisina, donde se evidencia zonas de inhibicion
microbiana si efectivamente existe la presencia de nisina. Se midieron las zonas
de inhibiciébn y se utilizé el modelo matematico obtenido de la curva de

calibracion para determinar las concentraciones de la nisina recuperada.

Para la curva de calibracion, todas las muestras evaluadas se realizaron
en triplicado, con el fin de obtener datos confiables y relevantes

estadisticamente. Se presenta en el apéndice 2.
Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 2. Curva de calibracion para el método KB/DAS - Diametro

de inhibicién en funcién de la concentracién de la nisina
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Fuente: elaboracion propia.
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Continuacién apéndice 2.

La curva de calibracion presenta una tendencia directamente proporcional
del diametro de las zonas de inhibicion en funcidn de la actividad especifica de
la nisina. Se presenta la ecuacion que describe la tendencia, obtenida de la
curva de calibracion de la figura 22.

U
[Dzi (mm)] = 0,0051 |Act. Nisina (ﬂ) + 5,5727

En donde “Dzi” es el diametro de la zona de inhibicion microbiana en
milimetros (mm) y “Act. nisina” es la actividad especifica de la nisina en

Unidades Internacionales por mL (IU/mL).

Esta curva presenta una ecuacion lineal con un coeficiente de
determinacion (R?) de 0,9769, lo cual indica que si existe una correlacién lineal
entre las concentraciones de nisina evaluadas en funcion de los didmetros de

las zonas de inhibicion, mediante el método KB/DAS.
Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 3. Muestra de céalculo de la actividad especifica de nisina
para la solucién patrén de la curva de calibracion para el
método KB/DAS.

Se conoce que 1 gramo de nisina pura tiene una actividad especifica de

40x10° unidades internacionales (IU) por gramo de masa.

Continuacion apéndice 3.
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En el inciso 4.3.4.1 del marco tedrico encontramos las caracteristicas de la
nisina comercial, la cual contiene 2,5 % w/w de nisina pura (de acuerdo con MP

Biomedicals, LLC, Francia).

Al conocer la concentracion de esta presentacion de nisina al 2,5 %, se

obtiene que presenta una actividad especifica aproximadamente de 1x10° 1U/g.

U

1gdeN.C.ti =1x10® ——
g e rene X gdeN.C.

1U de N.P. 1U
(40x10° m) (0.025 Z@W) = 1x10°

Para determinar la masa necesaria de nisina comercial para realizar una
solucion patron de 50 mL con una actividad especifica de 2 000 IU/mL, se

realizo el siguiente procedimiento:
1gN.C.= 1x10°IU; 1mg N.C.= 1x103IU

2000 ~Y 4 50 mL de HCL0,02 N+ 2 ™IN-C 00 mg de N.C
— % ES = . .
mL 2T M ae ’ 1x103 IU mg ae

100mgde N.C.= 2,5mg de N.P.

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice 4. Muestra de calculo de los miligramos recuperados de

nisina pura

A partir de las mediciones de las zonas de inhibicién para el andlisis de las
muestras obtenidas con los protocolos de recuperacion se logra despejar la
actividad antimicrobiana (IU/mL), en funcién de las zonas de inhibicion (mm.).

[Dzi (mm)] — 5,5727
0,0051

v
= |Act. Nisina recuperada (—)]
mL

De esta ecuacion se obtendran los valores de la actividad especifica de
las muestras de nisina recuperada. Para el calculo de los miligramos

recuperados de nisina pura, se procedio de la siguiente manera:

1mgdeN.C. 0,025mgde N.P.
*
1x1031U 1mgdeN.C.

U
[Act. N.R. (—)] * 50 mL HC *
mL

= mg recuperados de Nisina Pura
Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 5. Muestra de calculo para determinar la eficiencia de

recuperacion

Para determinar el rendimiento y eficiencia de los métodos de

recuperacion, se utilizard la siguiente ecuacion:

Actividad de la Nisina recuperada
*

Eficiencia de recuperacion (%) = 100

Actividad de la Nisina pura
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Continuacién apéndice 5.

En donde el numerador es obtenido luego de haber utilizado el método de

Kirby-Bauer (difusién en agar solido) para la determinacion de la actividad

microbiana de la nisina para las muestras recuperadas obtenidas de los

métodos de recuperacion; y el denominador fue calculado con base a la
cantidad de nisina inicial (50 mg de N.C. =1 000 1 000 IU/mL) agregada a cada

muestra para la evaluacién de la recuperacién de cada protocolo.

Apéndice 6.

Fuente: elaboracién propia.

Datos originales, promedio de los diametros de las zonas

de inhibiciébn obtenidos para el trazo de la curva de

calibracion
Actividad Promedio del diametro
nisina de las zonas de
(IU/mL) inhibicién (mm)
2000 15,77
1000 10,67
500 8,12
250 6,85
125 6,21
62,5 5,89
31,25 5,73
15,625 5,65

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 7. Datos originales, caracteristicas del mosto de cerveza

tipo Ay B
Parametro Mosto cerveza | Mosto cerveza B
analizado A
pH 5,420 5,170
Turbidez a 25° 0,667 3,359
Turbidez a 90 ° 2,764 8,597
% (v/v) Alcohol -0,028 -0,019
°Plato (Yow/w) 14,417 16,448
ER (%w/w) 14,414 16,455
EA (Yow/w) 14,413 16,455
Densidad (g/cm3) 1,057 1,065
RDF (%) 0,000 0,000
ADF (%ow/w) -0,453 -0,324
Calorias (kcal/100 52,940 60,627
mL)
BU (EBC) 5,129 4,366
Color (EBC) 37,289 34,046
Bisulfito (ppm) 0,000 0,000
Polifenoles 0,250 0,328
Antocian6genos 0,277 0,261

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 8. Datos originales, caracteristicas del extracto de afrecho de

cervezatipo Ay B

Parametro Ext. de Ext. de
analizado afrecho afrecho
cerveza A cerveza B
pH 5,650 5,845
Turbideza 25° - -
Turbidez a 90 © - -
% (v/v) Alcohol -0,026 -0,036
°Plato (Yow/w) 4,123 2,653
ER (%w/w) 4,110 2,649
EA (Yow/w) 4,110 2,649
Densidad (g/cm3) 1,014 1,008
RDF (%) 0,000 0,000
ADF (%w/w) -1,630 -3,670
Calorias (kcal/100 14,282 7,838
mL)
BU (EBC) 3,021 2,314
Color (EBC) 50,951 44,136
Bisulfito (ppm) 0,000 0,000
Polifenoles 0,019 -0,203
Antociandgenos 0,074 0,082

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice 9. Datos originales, caracteristicas del extracto de levadura

Parametro Ext. de
analizado levadura
pH 5,743
Turbidez a 25° 34,223
Turbidez a 90 ° 33,949
% (v/v) Alcohol 6,209
°Plato (Yow/w) 14,035
ER (Yow/w) 4,777
EA (Yow/w) 2,619
Densidad (g/cm3) 1,009
RDF (%) 66,985
ADF (%w/w) 81,375
Calorias (kcal/100 50 621
mL)
BU (EBC) 4,757
Color (EBC) 11,504
Bisulfito (ppm) 21,000
Polifenoles 0,261
Antociandgenos 0,255

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 10. Datos originales, caracteristicas del extracto de trub de
cervezatipo Ay B

Parametro analizado Ext. de trub Ext. de trub

cerveza A cerveza B
pH 4,630 4,578
Turbideza 25° 2,899 10,949
Turbidez a 90 © 9,457 24,524
% (v/v) Alcohol -0,031 -0,037
°Plato (Yow/w) 4,159 6,679
ER (%ow/w) 4,166 6,683
EA (%ow/w) 4,166 6,683
Densidad (g/cm3) 1,014 1,025
RDF (%) 0,000 0,000
ADF (%w/w) -1,293 -1,169
Calorias (kcal/100 mL) 14,500 23,829
BU (EBC) 4,000 3,097
Color (EBC) 6,757 11,211
Bisulfito (ppm) 0,000 0,000
Polifenoles 0,066 0,094
Antocianégenos 0,036 0,047

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 11. Datos originales, caracteristicas de las ultimas aguas de

cervezatipo Ay B

. Ultimas Ultimas
Parametro
analizado aguas aguas
cerveza A cerveza B
pH 4,754 4,894
Turbidez a 25 ° 25,057 17,160
Turbideza 90 ° 51,057 38,371
% (v/v) Alcohol -0,034 -0,020
°Plato (Yow/w) 5,101 3,810
ER (%ow/w) 5,106 3,814
EA (%w/w) 5,106 3,814
Densidad (g/cm3) 1,019 1,013
RDF (%) 0,000 0,000
ADF (%ow/w) -1,471 -2,319
Calorias (kcal/100 18,221 12,530
mL)
BU (EBC) 1,729 1,436
Color (EBC) 11,139 17,100
Bisulfito (ppm) 0,000 0,000
Polifenoles 0,209 0,193
Antocianogenos 0,174 0,165

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 12. Datos originales, rendimiento de los métodos de

recuperacion en mosto diluido como posible medio de

cultivo
Método Pror.riedio Promedio IWml mg de N. P. Porc;:taje
fin) (mm) recuperada .
recuperacion
Etanol + NaCl 0,509 12,938 1444 201 1,805 72,21%
Acido citrico + | 0,398 10,109 889,510 1,112 44,48%
NaCl
Stilfato de 0,541 13,740 1601,395 2,002 80,07%
amonio
Ca(OH)2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00%
Fuente: elaboracién propia.
Apéndice 13. Datos originales, rendimiento de los meétodos de

recuperacion en extracto de afrecho como posible

medio de cultivo

Mé Promedio Promedio IWmL (con mg de N. P. Porcentaje
étodo . . de
{in) {mm) modelo lineal) recuperada L
recuperacion
Etanol + NaCl 0,386 9,795 827 877 1,035 41,39 %
Acido citrico + 0,332 8,422 558,625 0,698 27,93 %
NaCl
Sulfato de 0,369 9,366 743,833 0,930 3719 %
amonio
Ca(OH), 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00%

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice 14. Datos originales, rendimiento de los métodos de
recuperacion en extracto de levadura como posible

medio de cultivo

Meé Promedio Promedio IW¥mL {con mg de N. P. Porcentaje de
étodo " . ..
(in) {mm) modelo lineal) recuperada recuperacion
Etanol + 0,406 10,311 929,042 1,161 46,45 %
NaCi
Acido citrico 0,355 9,009 673,797 0,842 33,69 %
+ NaCl
Sulfato de 0,481 12,224 1304127 1,630 86521 %
amaonio
Ca(OH); 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00%

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 15. Datos originales, rendimiento de los métodos de

recuperacion en extracto de trub como posible medio

de cultivo
Método Pr'or.riedfo Promedio IWYmL f_t:on mg de N. P. Porcenraj'e_ f::fe
{in) {mm) modelo lineal) recuperada recuperacion
Etanol + 0,495 12,573 1372608 1,716 68,63 %
NaCl
Acido citrico 0,269 6,830 248,284 0,310 12,41 %
+ NaCl
Sulfato de 0,447 11,351 1132 926 1,416 56,65 %
amonio
CafOH) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00%

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice 16. Datos originales, rendimiento de los métodos de
recuperacion en ultimas aguas como posible medio de

cultivo
Método Promedio Promedio IWmL (con mg de N. P. Porcentaje de
(in) (mm) modelo recuperada recuperacion
lineal)
Etanol + NaCl 0,633 13,633 1560,929 1,951 78,00 %
Acido citrico + 0,395 10,041 876,125 1,095 43,81 %
NaC/
Sulfato de amonio 0,480 11,676 1196,634 1,496 59,83 %
Ca(OH)- 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00%

Fuente: elaboracién propia.

Apéndice 17.  Todas las muestras de los posibles medios de cultivo

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 18. Muestras previo al analisis de antocianégenos

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza..

Apéndice 19. Los posibles medios de cultivo previo al analisis de

antocianodgenos

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza..
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Apéndice 20. Los medios de cultivo previo al andlisis de bisulfito

Fuente: elaboracidn propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 21. Los medios de cultivo durante el analisis de bisulfito

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 22. Filtracién de las muestras de afrecho

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.

Apéndice 23. Filtracion de las muestras de mosto

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 24. Filtracién de las muestras de trub

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 25. Filtracion de las muestras de levadura

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 26. Filtracion de las muestras de las Ultimas aguas

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 27. Filtracion en conjunto de todos los medios de cultivo

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 28. Menu del espectrodensitometro utilizado

12/09/16 12:36
Test Nenu
[IfLcad Tes]

B Delete Test
B Set Autostart

COLOR-CE UTQ
BISULFIT UTQ
BU UTQ

ANTOCIAN UTQ
BISULFIT UTS
COLOR-CE UTQ

1
2
3
4
5
6
i
8
9
0

COL/JAR  UTQ
DIACETIL UTQ

(1 to 20)

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 29. Muestras listas para analisis en Anton-Paar

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccidn de cerveza.
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Apéndice 30. Muestras listas para analisis en Anton-Paar

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 31. Muestras durante el analisis en Anton-Paar

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 32. Reactivos utilizados para los protocolos de recuperacion

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 33. Peso inicial de nisina empleado en todas las muestras
para la ejecucion de los protocolos de recuperacién

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 34. Muestras de trub, ultimas aguas y afrecho con materia

precipitada por los protocolos de recuperacion

>S5 S

bR

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.

Apéndice 35. Muestras de levadura con materia precipitada por los
protocolos de recuperacion

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 36. Muestras con materia precipitada por el protocolo de

sulfato de amonio

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 37. Muestras con materia precipitada por el protocolo de

etanol + NaCl

Fuente: elaboracidn propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 38. Muestras con materia precipitada por el protocolo de

acido citrico + NaCl

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.

Apéndice 39. Muestras con materia precipitada por el protocolo de

hidroxido de calcio

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 40. Muestras durante el proceso de concentraciéon de las

soluciones y eliminacién de posibles contaminantes

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.

Apéndice 41. Equipo utilizado para la centrifugacion

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 42. Muestras de mosto diluido y extracto de levadura durante
el proceso de concentracion de la solucion vy

eliminacion de posibles contaminantes

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 43. Muestras de trub y extracto de levadura durante el
proceso de disminucion de solubilidad a bajas

temperaturas

Fuente: elaboracidn propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 44. Muestras de materia recuperada en mosto diluido y

extracto de levadura luego de la centrifugacion

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 45. Muestras de materia recuperada con el protocolo de

acido citrico + NaCl luego de la centrifugacion

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 46. Muestras de materia recuperada con el protocolo de

hidroxido de calcio luego de la centrifugacion

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 47. Muestras de materia recuperada con el protocolo de

sulfato de amonio luego de la centrifugacion

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 48. Muestras de materia recuperada con el protocolo de

etanol + NaCl luego de la centrifugacion

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 49. Sistema armado para la microfiltracion

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 50. Muestras de materia recuperada en extracto de levadura

luego de ser micro filtradas

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 51. Activacion de la bacteria identificadora: Micrococcus luteus

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 52.  La bacteria Micrococcus luteus vista en microscopio

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 53. Micrococcus luteus junto con las diluciones de nisina

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccidn de cerveza.

Apéndice 54. Volumen de Micrococcus luteus parainocular el agar MRS

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 55. Preparacién de agar MRS previo al proceso de autoclave

- — S

»

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 56.  Autoclave para la esterilizacion del agar MRS

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 57.  Inoculacién de agar MRS con Micrococcus luteus

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 58.  Equipo utilizado para la inoculacion del agar y la inyeccién

de las soluciones estandarizadas de nisina

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 59. Muestras inoculadas previo a laincubacion

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 60. Muestras en incubacion aerobia a 25 °C

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 61. Muestras con zonas claras de inhibicion producto de la

actividad antimicrobiana de nisina

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 62. Muestras sin zonas de inhibicion

Fuente: elaboracidn propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 63. Vernier utilizado para la medicién de las zonas de inhibicion

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

Apéndice 64. Medicion de los diametros de las zonas de inhibicién

parala curva de calibracién

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 65. Cajas de Petri para el mosto con el volumen de
Micrococcus luteus para inocular el agar MRS

Fuente: elaboracidn propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 66. Cajas de Petri para varios medios de cultivo y para
pruebas control para los reactivos principales de cada

protocolo

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 67. Agar MRS inoculado con la bacteria identificadora junto

con las muestras recuperadas de cada protocolo

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccidn de cerveza.

Apéndice 68. Suspensiones de la nisina recuperada en HCI 0,02 N

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 69. Muestras inoculadas e inyectadas con las soluciones

con presunto contenido de nisina previo a la

incubacion

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 70. Muestras de ext. de afrecho luego de laincubacion

N ofeedeo
(‘L\\\ 1 (‘\ "

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 71. Muestras de ext. de afrecho luego de laincubacion

QL\O O
ﬁ:g)j\\&ﬁ fb;?v‘\

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 72. Medicion de las zonas de inhibicion en las muestras del

extracto de afrecho

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 73. Muestras de ext. de levadura luego de laincubacion

levduyv ley
el 4 Nall elnuﬁ)#:& m\:{:m

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 74. Muestras de ext. de levadura luego de laincubacién

kvackyy \wadon
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Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 75. Muestras de ext. de trub luego de la incubacién

Qv e
ager fen

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 76. Mediciones en las muestras del extracto de trub

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.

172



Apéndice 77. Muestras de mosto diluido luego de laincubacién

Moo md\
('I(“)Z ('A(.H)z ‘(\f\?&b

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 78. Muestras de mosto diluido luego de la incubacion

5T . o 4 ¢ B4
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Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 79. Muestras de las Gltimas aguas luego de laincubacién

Paes V. heies
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Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 80. Mediciones en las muestras de las Ultimas aguas

—

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 81. Muestra del protocolo de hidréxido de calcio

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccién de cerveza.
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Apéndice 82. Muestras del protocolo de acido citrico + NaCl

—

e

Fuente: elaboracidn propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 83. Muestras del protocolo de etanol + NaCl

' N

Fuente: elaboracién propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 84. Muestras del protocolo de sulfato de amonio

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 85. Pruebas control luego de laincubacion

Fuente: elaboracion propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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Apéndice 86. Prueba control con enzimas (lisozima)

Fuente: elaboracidon propia, empleando el laboratorio de la planta de produccion de cerveza.
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