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Modelo matematico para predecir la estabilidad a temperaturas
cercanas al ambiente de la bacteria Brevibacterium celere C-924

Mathematical model to predict the stability at ambient
temperatures of Brevibacterium celere C-924 bacterium

Resumen

El oxigeno se ha identificado como una de las
principales causas que conducen a dafos por de-
secacioén, mientras que el tiempo que el microor-
ganismo esta expuesto a condiciones ambiente
puede contribuir a su degradacion. En el Centro
delngenieria Genéticay Biotecnologia de Cama-
gley, se desarrollé6 un producto ecolégico de
formulacién solida con probada accién bionema-
ticida llamado HeberNem-S®, cuyo ingrediente
activo es la bacteria Gram positiva Brevibacterium
celere C-924. En el presente trabajo se realizé un
estudio de estabilidad del ingrediente activo
del producto HeberNem-S® a las temperaturas
de 16, 28 y 37 °C sin vacio. Como resultado del
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Abstract

Oxygen has been identified as one of the main
causes leading to desiccation damage, while
the time that the microorganism is exposed to
ambient conditions can contribute to its degra-
dation. At the Center of Genetic Engineering
and Biotechnology of Camagtiey, an ecological
product with a solid formulation with proven
bionematicidal action called HeberNem-S®
was developed, whose active ingredient is the
Gram-positive bacterium Brevibacterium celere
C-924. In the present work, a stability study of
the active ingredient of the HeberNem-S® pro-
duct was carried out at temperatures of 16, 28 and
37°Cwithout vacuum. As a result of the study, a
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estudio se obtuvo un modelo matematico que
simulala degradacién que ocurre en el rango de
temperaturas evaluadas y sin vacio. El modelo
matematico logaritmico-exponencial obtenido
permite estimar el grado de supervivencia ante
modificaciones ambientales asociadas a los pa-
rametros estudiados, sin necesidad de realizar
evaluaciones experimentales de determinacion
de la viabilidad.

Palabras clave: brevibacterium celere C-924,
HeberNem-S®, temperatura, viabilidad.

1. Introduccion

Se estima que las pérdidas debido a plagas
en cosechas se aproximan a un 35% en los
principales cultivos de interés a nivel mundial
(Sarkar et al., 2021). Los nemdatodos estan entre
los patégenos que mayor dafo causan en los
cultivos (Koenning et al., 1999) pues son plagas
que provocan pérdidas considerables, valoradas
en varios millones de délares anualmente. El
control biolégico para la lucha contra plagas
en la agricultura es una alternativa de grandes
posibilidades, debido a su amplio espectro de
accion y la seguridad que representa para el
hombre y el medio ambiente (Bais et al., 2004;
Dong & Zhang, 2006; Hernandez, 2009).

El secado se considera generalmente como la
eliminacién de agua, y hasta hace poco se ha-
bia prestado poca atencion al estrés oxidativo
gue ocurre durante este proceso. Se conoce
muy poco sobre el dafio causado por la deshi-
dratacion debido a la acentuacion del estado
oxidativo a las células.

Aunque la evolucién ha convertido al oxigeno
en un componente vital para los organismos
aerdbicos, esta sustancia en exceso puede ser
perjudicial (Franca et al., 2007). El dafo quimico,
en forma de radicales libres, se ha identificado
como una de las principales causas que condu-
cen a danos por desecacion. El estrés hidrico

al ambiente de la bacteria Brevibacterium celere C-924

mathematical model was obtained that simula-
tes the degradation that occurs in the range of
temperatures evaluated and without vacuum.
The logarithmic-exponential mathematical mo-
del obtained makes it possible to estimate the
degree of survival in the face of environmental
modifications associated with the parameters
studied, without the need to carry out experi-
mental evaluations to determine viability.

Keywords: brevibacterium celere C-924, Heber
Nem-S®, temperature, viability.

incrementa la formacién de radicales, lo cual
provoca peroxidaciéon de lipidos, desnaturaliza-
cién de proteinas, y dafnos en los dcidos nucleicos
con severas consecuencias en el metabolismo
general. El proceso de secado por si mismo pue-
de provocar desnaturalizacién de proteinas, lo
que incide en la pérdida de actividad bioldgica
después de la rehidratacion (Franga et al., 2007).

La preservaciéon de microorganismos por dese-
cacion ha sido el método mas empleado para su
almacenamiento por un largo periodo de tiempo
(Morgan et al., 2006). Aunque existen diversos
métodos para el secado de los microorganismos,
hay ciertos factores comunes que inciden en el
éxito o no de dicho proceso; y que, a lalarga, de
ellos dependera la buena conservacién o no de
la cepa microbiana en cuestién. Entre ellos, se
encuentran: la fase de crecimiento, la concen-
tracion celular, la tolerancia a la desecacion, el
uso de agentes protectores, la metodologia de
secado, los procedimientos de rehidratacion, y la
forma de almacenamiento (Morgan et al., 2006).

Son varios los autores que han investigado la
estabilidad y viabilidad de microorganismos
después de haber sido secados. En este sentido,
Poddar et al. (2014), investigaron la influencia
de la técnica de secado (secado por aspersion,
secado por congelacion, y secado por lecho
fluidizado) y el contenido de humedad en la
estabilidad de almacenamiento de Lactobacillus
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paracasei 431 en una matriz de leche entera.
También en Zhang et al. (2016), se estudi6 la
influencia del medio de secado, adaptacién al
calory temperatura de salida en la sobrevivencia
de Lactobacillus salivarius NRRL B-30514 después
de haber sido secado por aspersion y durante el
almacenamiento subsiguiente. Ademas, Hamsu-
po et al. (2005), describieron un procedimiento
para desarrollar un sistema modelo basado en
la ecuacién de Arrhenius para predecir la esta-
bilidad del microorganismo termotolerante Lac-
tobacillus reuteri KUB-AC5 secado por aspersion
durante su almacenamiento por largo tiempo.

En Reyes (2017), se investigd los efectos de
ciertos agentes de proteccién en la viabilidad
de Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 y Lac-
tobacillus acidophilus NRRL B-4495, después de
haber sido secados por aspersién y durante el
almacenamiento a diferentes condiciones de
almacenamiento. Zhu et al. (2016), investigaron
la estabilidad durante el almacenamiento de
Lactobacillus plantarum BM-1 obtenido mediante
secado por atomizacién. Asimismo, Leung et al.
(2018), estudiaron dos tipos de fagos de Pseudo-
monas, PEV 2 (Podovirus) y PEV40 (Myovirus) para
elucidar la robustez del método de secado por
aspersion y el disefio de formulacion en la pro-
duccién de polvos de fago inhalables, evaluando
ademas la estabilidad del fago y el rendimiento
de aerosol in vitro de los polvos después de 0,
1,3y 12 meses de almacenamiento a 4 y 20 °C
mediante empaque bajo condiciones de vacio.

Los autores Yonekura et al. (2014), evaluaron
el empleo de varios aditivos como sustancias
encapsulantes durante el secado por aspersion
de Lactobacillus acidophilus NCIMB 701748 me-
diante la valoracién de su impacto en la viabili-
dad celulary propiedades fisico-quimicas de los
polvos secos, la viabilidad a lo largo de 35 dias
de almacenamiento a 25 °C, y la supervivencia
después de la digestion estimulada. Barbosa et
al. (2022), evaluaron la viabilidad de Akkerman-
sia muciniphila después de haber sido secada
por aspersiéon durante el almacenamiento bajo
condiciones aerobias a diferentes temperaturas
(4 0 22°C), identificando y caracterizando el pro-
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ducto mas efectivo. Otros autores han evaluado
el comportamiento de la viabilidad celular de
formulaciones en polvo de microorganismos
durante su almacenamiento, especificamente
de Lactococcus lactis (Martins et al., 2019); Lacto-
bacillus kefir CIDCA 8348, Lactobacillus plantarum
CIDCA 83114y Saccharomyces lipolytica CIDCA
812 (Golowczyc et al., 2010); Lactobacillus pento-
sus (Hernandez et al., 2018); Lactobacillus acido-
philus NCIMB 701748 (Behboudi-Jobbehdar et al.,
2013) y Lactobacillus reuteri (Jantzen et al., 2013).

Como un método tradicional, el cultivo en placa
ha sido un método ampliamente aceptado para
la deteccién de la viabilidad bacteriana por mas
de 100 anos. Esta técnica fue descubierta por
Robert Koch en 1881 para el cultivo, detecciony
cuantificacién de bacterias viables. Una muestra
contaminada puede ser colocada en una placa
agar, seguida de la incubacién por varios
tiempos y temperaturas en dependencia de la
especie de bacteria. Después de la incubacion,
las bacterias viables forman colonias, mientras
que las no viables no lo hacen. Diferentes
tipos de bacterias pueden formar colonias
con diferentes formas, tamafos y colores. Los
métodos dependientes del cultivo no solo
suministran informacién acerca de la viabilidad
bacteriana, sino que ademas son muy utiles
para identificar bacterias. La cuantificacién de
bacterias viables usando métodos dependientes
del cultivo requiere la aplicacion de pasos
manuales, tales como propagacién de las
muestras en la placa agar y conteo de colonias.
Recientemente se han desarrollado instrumentos
automaticos para realizar la propagaciéon y
se encuentran disponibles en el mercado,
tales como Mikrostreak® y placas de espiral
comerciales (Trinh & Lee, 2022).

En el Centro de Ingenieria Genética y Biotec-
nologia (CIGB), de Camagley, se produce ac-
tualmente un producto ecolégico con accion
bionematicida, en dos presentaciones: liquida
(HeberNem-L®) y sélida (HeberNem-S°®) a través
de un proceso de fermentacion sumergida de
tipo diduxico utilizando un sustrato rico en ex-
tracto de levadura y sacarosa (Gonzélez et al.,
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2013). El principio activo de ambos productos
es la bacteria Tsukamurella paurometabola C-924,
cuya efectividad en el control de nematodos
ha sido evaluada previamente, obteniendo re-
sultados favorables, especialmente en casas de
cultivo protegidos (Mena et al., 2003). Se ha com-
probado también que T. paurometabola C-924
tiene potencialidades in vitro como antagonista
de varios hongos fitopatégenos (Marin et al.,
2013a), y como agente promotor del crecimiento
vegetal (Marin et al., 2013b).

Sin embargo, desde el ano 2019 el nombre del
microorganismo Tsukamurella paurometabola
fue cambiado por Brevibacterium celere en vir-
tud de la nueva reclasificacion de la cepa C-924,
de acuerdo con un analisis exhaustivo de datos
experimentales, incluyendo morfologia celular,
caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas y se-
cuenciacion de gen 16S rRNA bajo condiciones
de laboratorio.

El HeberNem-L® tiene como inconvenientes el
elevado volumeny peso que ocupa a la hora de
ser almacenado, ademds de que su estabilidad
a 4 °C solo se mantiene durante un ano. La
formulacién en polvo (HeberNem-S®) obtenida
mediante un proceso de secado por aspersion,
ocupa menos del 75 % en volumen que la
formulacién liquida, y su estabilidad a 4 °C se
extiende a 24 meses (Hernandez, 2009).

El proceso de envase del HeberNem-S® no es
continuo, es decir, los volimenes de polvo son
almacenados en condiciones de temperatura
ambiente (25 + 3 °C) hasta ser envasado al vacio.
Durante el tiempo de espera puede existir una
disminucion de la viabilidad celular, por lo que
se hace necesario conocer como se comportara
la supervivencia del microorganismo sin con-
diciones de vacio y a temperaturas cercanas
al ambiente. El presente estudio tiene como
objetivo obtener un modelo matematico que
permita estimar la viabilidad de la bacteria B.
celere C-924 a las temperaturas de 16, 28 y 37 °C
y sin la aplicacién de condiciones de vacio. Este
estudio es muy importante y novedoso ya que
permite calcular la viabilidad de esta bacteria
en el tiempo a una temperatura dada mediante

al ambiente de la bacteria Brevibacterium celere C-924

un modelo matematico, sin necesidad de reali-
zar analisis experimentales, lo cual no se habia
implementado con anterioridad.

2. Metodologia

2.1 Proceso de produccion del polvo de
HeberNem-S conteniendo la bacteria
B. celere como ingrediente activo

La bacteria Brevibacterium celere C-924 fue aisla-
da del medio ambiente sin someterla a ninguin
proceso para su modificacién (Mena etal., 2002).
El agente activo tendra una concentracién mayor
que 1x10"™ UFC/g en el producto final (polvo)
(CIGB, 2019). Su accién nematicida se debe al
efecto antagonista de esta cepa microbiana
sobre los huevos y las larvas de nematodos
(Marin etal., 2010). Este antagonismo se produce
fundamentalmente por la accion sinérgica de las
quitinasas y sulfuro de hidrégeno producidas por
esta bacteria (Mena et al.,, 2002).

El proceso de fermentacion para producir la
biomasa de B. celere consta de tres etapas: pro-
pagacion del indculo, fermentacidon sumergiday
cosecha de biomasa. Todo el proceso de produc-
cién completo se realiza bajo buenas practicas
de fabricacién en salas limpias con monitoreo
ambiental y se llevan a cabo las operaciones de
higienizacioén, limpieza y esterilizacién para lo-
grar las condiciones asépticas requeridas durante
el procesoy evitar asi la contaminacién microbia-
na. Las muestras se toman bajo condiciones es-
tériles segun el plan de muestreo establecido, de
acuerdo con el procedimiento aprobado para la
etapa. Los puntos donde se toman las muestras,
asi como también los envases que contendran
las muestras, se encuentran bajo condiciones
estériles, con el fin de evitar la contaminacion y
afectacion de la muestra.

Se comienza con la siembra en placas en medio
sélido a partir de un vial conservado en el Banco
de Células de Trabajo, en glicerol al 20% a una
temperatura de -70 °C. Las placas son incuba-
das a 37 °C por 72 h, mientras que el inéculo
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es preparado en seis frascos. Se codifican con
un numero de lote y solo serdn usados en los
proximos 15 dias (Herndndez et al., 2000). La
bacteria B. celere C-924 se ha cultivado utilizan-
do diferentes medios de cultivo. Hernandez et
al. (1998), describen el desarrollo de un medio
denominado IA, constituido basicamente por
compuestos carbono-nitrogenados, mientras
que se ha estudiado el crecimiento de esta cepa
en medios heterogéneos, a partir de suspensio-
nes de levadura torula (Herndndez, 2009).

Una vez inoculado el fermentador, el mismo
operara bajo una temperatura de 37 °C, man-
teniendo el pH en 6,3 con una agitacién de 500
rpm durante un tiempo de entre 10 a 12 horas
(Hernandez et al., 1998). Se ha reportado una
velocidad especifica de crecimiento pm., de 0,30
h™" al cultivar la cepa C-924 en medio IA a 30 °C,
en bioreactores de 5 Ly 50 L (Herndndez, 2002),
y rendimientos en peso humedo entre 70-76 g/L.
Esta etapa se denomina fermentacién de semilla.

Terminada la fermentacién de semilla el cultivo
pasa hacia la escala de 200 L (fermentacién
industrial) con un peso hiumedo mayor de 50
g/L si se encuentra puro. Una vez que se haya
inoculado el fermentador, el mismo operara a
una temperatura de 37 °C, con ajuste de pHa 6,3
y agitacién de 500 rpm, durante 56 horas. Betan-
court (2006), reporta que este microorganismo
se desarrolla de una manera éptimaa 36°C,en un
medio denominado SD, compuesto basicamente
por extracto de levaduray sacarosa. Al cultivar B.
celere C-924 en medio SD, se reporta un valor de
Umax de 0,35 h™', con rendimientos en peso hume-
do de hasta 400 g/L en bioreactores de 200 L de
volumen efectivo.

En Gonzalez (2010), se propuso la tecnologia
de fermentacién en escalado hasta un metro
cubico. Los parametros de operacién actuales
y la composicion del medio de cultivo fueron
establecidos por este investigador.

La cosecha se realiza centrifugando todo el culti-
vo en dos centrifugas tubulares (CEPA Z-80) con
un flujo de alimentacién de 15 L/h. Se desecha
el sobrenadante y se colecta la fase sélida (bio-
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masa). La etapa de cosecha centrifuga de disco
continua y en centrifuga tubular fue propuesta
por (Hernandez, 2009). El proceso de cosechafue
mejorado por (Lopez, 2014), al proponer el lava-
do de la biomasa cuando se utilizan centrifugas
de discos continuas. La crema lavada y concen-
trada pasa entonces al proceso de secado.

El proceso de secado de B. celere C-924 consta
de dos etapas esenciales: preparacion previa
del alimentado y su posterior secado. La etapa
de preparacion previa del alimentado consta de
formulacion de la crema, transporte de fluido
y precalentamiento; mientras que la de seca-
do incluye atomizacién de la crema, contacto
aire-gota, secado y separacién del aire-polvo.
El equipo fundamental de este proceso es el
secador por aspersion (Anhydro) con atomiza-
dor de disco rotatorio, cuyo principio basico es
el contacto del liquido formulado con el medio
secante (aire). El aire suministra la energia para la
evaporacion y posterior absorcion del solvente
en forma de vapor (agua).

Etapa de preparacion previa del alimentado: La
crema lavada y concentrada es la materia prima
principal de la etapa de formulacion. Se anade
sacarosa como aditivo para fortalecer los orga-
nulos de la pared celular y disminuir los dafos
al microorganismo durante el posterior proceso
de secado (Herndndez, 2009). La formulacion se
realiza en un intervalo de temperaturas entre 4
y 15 °C en un tanque enchaquetado provisto de
agitacion. El estudio realizado por (Fillor, 2013)
demostré que a esa temperatura el microor-
ganismo logra tener una supervivencia por
encima del 95 % durante 9 dias, tiempo maximo
que puede durar el proceso de formulacién. La
formulacién al 20 % de materia seca es agitada
lentamente durante 12 horas, tiempo requerido
para que la sacarosa actie como agente protec-
tor de la membrana celular (Hernandez, 2009).
Transcurrido este tiempo la crema es bombeada
a través de un intercambiador de doble tubo
(Pérez et al., 2017) para ser precalentada hasta
alcanzar una temperatura de 37 °C. Se establece
esta temperatura en correspondencia con estu-
dios realizados por Ramos (2011), el cual indica
que las células producen proteinas en respuesta
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al estrés térmico. Al aumentar la temperatura
se incrementa el flujo de entrada de la crema
al secador haciendo mas productivo el proceso
(Mezhericher et al., 2015; Paneque, 2010). Una
vez precalentada la crema se transporta hacia
el interior de la cdmara de secado utilizando
una bomba tipo tornillo sinfin especifica para
sustancias viscosas y microorganismos, con un
caudal de alimentacion de 14 £1 kg/h.

Etapa de secado: Consta de cuatro sub-etapas:
La primera tiene lugar en el atomizador, en
donde la corriente de liquido es dispersada por
el atomizador en pequefas gotas. La segunda
consiste en la dispersion de las particulas en el
aire (mezcla aire-liquido asperjado) lo cual tiene
gran influencia en el secado de las particulas.
La tercera etapa corresponde propiamente al
secadoy por ultimo tiene lugar la recoleccion de
los solidos deshidratados (polvo). En el interior
del secador la formulacién es atomizada a 25
000 rpm lo que permite obtener un rociado
de particulas en el orden de 50 a 100 um,
aumentando la superficie de contacto aire-
gota. Ramos (2011), propuso esta velocidad
de atomizacién luego de analizar la influencia
de esta variable en la viabilidad de la crema
atomizada. La gota atomizada se pone en
contacto con una masa de aire caliente que se
induce mediante un extractor y es calentada
por un quemador de gas licuado alcanzando
los 130 °C, donde comienza el secado de la
gota que ocurre en dos periodos (Scenna,
1999). El primer periodo acontece a velocidad
constante, donde toda el agua que se encuentra
en la superficie de la gota es evaporada en un
pequeno instante de tiempo. El segundo periodo
es a velocidad decreciente, donde es extraida el
aguadelinterior de la particula atomizada a una
temperatura de 60 °C (Masters, 1991). La particula
seca es arrastrada por la masa de aire hasta el
ciclén donde ocurre la separacién fisica del polvo
y el aire, debido a la diferencia de densidad entre
ellos. El polvo cae por gravedad directo a una
vasija colectora mientras que el aire pasa a través
de un filtro que garantiza que las particulas de
polvo que quedaron en él no sean lanzadas a la
atmosfera. El polvo colectado de forma manual

al ambiente de la bacteria Brevibacterium celere C-924

es envasado al vacio en bolsas de 250 gramos
de material tricapa, constituyendo el producto
final (HeberNem-S®).

2.2 Diseno de experimentos

El experimento se realizd con el objetivo de
evaluar el comportamiento en el tiempo de
la viabilidad del polvo de HeberNem-S® a
las temperaturas de 16, 28 y 37 °C sin aplicar
condiciones de vacio. Se realizé un disefno
de experimentos del tipo factorial multinivel
con dos factores, los cuales son el tiempo y
la temperatura, en donde el tiempo tuvo seis
niveles separados por siete dias, resultando en
un tiempo total del estudio de 42 dias, mientras
que la temperatura se dividié en tres niveles, los
cuales son 16, 28 y 37 °C. Se seleccionaron estas
temperaturas debido a que son las promedio
encontradas a lo largo de todo un afio en Cuba,
en dependencia de la estacidn climatolégica. Se
procesaron un total de siete muestras, en donde
a cada muestra se le determind la viabilidad
por duplicado, mientras que el experimento se
realizé por triplicado. Se diseié el experimento
para obtener como resultado a qué temperatura
y tiempo los valores de viabilidad comienzan a
disminuir y por consiguiente obtener un rango
de control 6ptimo para ambas variables, con
relacién a la viabilidad en la etapa de envase
realizada sin vacio. La viabilidad de las diferentes
muestras se realizé por conteo en placas
utilizando el método de la gota (Herigstad et al.,
2001). La supervivencia se determin6é como la
relacién entre la viabilidad de cada muestray la
viabilidad al inicio del experimento. El disefo de
experimentos fue elaborado con Microsoft Excel.

2.3 Propuesta de modelo matematico

Los resultados obtenidos en el disefio de
experimentos fueron procesados en el paquete
Microsoft Excel, el cual brinda las opciones
matematicas necesarias para obtener el modelo
con mejor ajuste de regresioén, considerando el
valor obtenido del indicador R? siendo esta la
variable estadistica a considerar.
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3. Resultados y discusion

Con respecto al monitoreo del estado de an-
hidrobiosis en bacterias, sélo existen aislados
informes al respecto. La mayoria de los autores
describen la estabilidad de las células anhidro-
bidticas mediante modelos de primer orden
(Franca et al., 2007; Achour et al., 2007; Ziadi et
al., 2005; Ananta et al., 2005). Sin embargo, cada
microorganismo tiene sus particularidades y
caracteristicas, y tanto para células desecadas
como para células en suspension liquida, los pa-
trones de muerte térmica pueden ser distintos.

Los modelos de primer orden utilizados para
evaluar la estabilidad de células desecadas, como

1.2

Supervivencia

0 10 20. _
Tiempo (dias)

30
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es el caso en estudio, describen la degradacion
térmicay mecanismos de oxidacién que ocurren
en el interior de las células al ser sometidas a
periodos de vida de estante o estabilidad.

En la cinética descrita en este experimento (ver
Figura 1) se observa que en los primeros 7 dias,
bajo las diferentes temperaturas en estudio,
ocurre una disminucién significativa de la su-
pervivencia, lo cual no coincide con lo reportado
en estudios de estabilidad acelerada del mismo
producto envasado al vacio (Hernandez, 2009),
lo cual puede estar relacionado con la presencia
de oxigeno.

——16°C (media)
~#-28°C (media)
-37°C (media)

Figura 1. Logaritmo de la supervivencia en el tiempo.

En las diferentes curvas de supervivencia obteni-
das experimentalmente, se observa que pasados
los 7 dias la curva tiende a cambiar de pendiente
bruscamente, lo que puede estar relacionado
con la disminucién de oxigeno en las bolsas
utilizadas con sellaje hermético. En la Figura 1
también se puede apreciar que la supervivencia
del microorganismo B. celere C-924 en el tiempo
es mayor a las temperaturas mas bajas, lo cual
coincide con lo reportado por Golowczyc et
al. (2010), en donde se establece que la tem-
peratura es un parametro critico que afecta la
supervivencia de microorganismos durante su
almacenamiento, obteniendo las mayores tasas
de supervivencia a temperaturas mas bajas. Lo

anterior también se reporta en Maciel et al.,
(2014), donde se observé que la viabilidad de una
bacteria probidtica es superior si se almacena a
4 oC en comparacion con el almacenamiento a
una temperatura superior (25 °C). En Zhu et al.
(2016), también se observo que el polvo obtenido
mediante secado por aspersién de la bacteria
probidtica Lactobacillus plantarum BM-1, presen-
t6 una viabilidad superior a una temperatura de
almacenamiento de 4 °C en comparacién con la
temperatura ambiente (20-23 °C).

En Lapsiri et al. (2012), el incremento de la
temperatura de almacenamiento hasta 25 °C
generd una pérdida significativa de viabilidad
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de la bacteria Lactobacillus plantarum TISTR
2075, hasta su muerte total después de los 4
meses de almacenamiento, en comparacién
con el almacenamiento de este microorganismo
a 4 °C. Otros autores (Hamsupo et al., 2005),
reportan que la supervivencia de bacterias
secadas por atomizacién depende fuertemente
de la temperatura de almacenamiento, y que la
viabilidad de almacenamiento se incrementa con
el decrecimiento de la temperatura.

En la Figura 1 los valores calculados de supervi-
vencia para cada tiempo y temperatura constitu-
yen los promedios (0 media) de las tres réplicas

1,2

al ambiente de la bacteria Brevibacterium celere C-924

realizadas en ese punto. Para poder predecir la
supervivencia en las diferentes condiciones de
almacenamiento en las etapas del proceso, se
aplicé un modelo matematico que describe la
supervivencia en el tiempo, bajo las tres tem-
peraturas de disefo (Figura 2). Las curvas que
en la leyenda de la Figura 2 tienen la letra C son
las curvas estimadas por el modelo matematico,
mientras que las curvas sin la letra C constitu-
yen los datos experimentales. En la Tabla 1 se
muestran las ecuaciones de las tres curvas y el
coeficiente de correlacion lineal.

——16

A

=16 C

AN

28
——28C

Supervivencia (X,)

——=37

R =

--37 C

0 \i S —

0 5 10 15 20

-

25 30 35 40 45

Tiempo (dias)

Figura 2. Representacion del modelo de supervivencia obtenido.

Tabla 1. Ecuaciones de las curvas de la Figura 2.

Temperatura Ecuacion de la recta R? Ecuacion

(°Q) No.

37 _ - 0,98 (1
X, =exp|-2,069-h (+1)

28 _ - 0,99 (2)
X, =exp[-0,930-h (¢ +1)

16 _ - 0,96 3)
X, =exp|-0,544-h (£ +1)]

Doénde:

V" - Supervivencia
! -Tiempo
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El modelo obtenido al que fueron ajustadas
las diferentes curvas no son modelos lineales
porque el coeficiente de correlacién lineal pre-
sentaba un valor muy bajo, lo que traeria un
error por aproximaciéon muy alto. Los modelos
logaritmicos también presentaban un valor de R?
muy bajo, por tanto, se emple6 un modelo com-
binado exponencial logaritmico que describe
mejor las curvas de los resultados experimenta-
les, ya que presenta un valor de R? por encima
de 0,96 (Tabla 1) siendo estos valores coherentes
para el ajuste de las curvas de supervivencia.
Para poder estimar los valores de supervivencia
atemperaturas diferentes a la del estudio, se gra-
ficaron los valores de las pendientes de la Tabla
1, obteniéndose un modelo de los coeficientes
de las pendientes de las tres curvas obtenidas
en el modelo inicial.

A los valores de las pendientes de la Tabla 1 se
les aplico el logaritmo natural, mientras que a las
temperaturas se les aplicé el inverso, obteniendo

0,8
0,6
0,4
0,2

0

0,9.0032

0,4

-0,6

0,8

 J

0,003?

Ln (Pendientes)
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un grafico con tres puntos, el cual se ajustd a
una curva de tendencia lineal debido a que el
modelo exponencial no se ajusta adecuadamen-
te a la curva obtenida. En contraste, el modelo
logaritmico brinda un buen ajuste con un R* de
0,9584, muy semejante al R> obtenido mediante
el ajuste lineal (0,9544), por lo cual se decide por
los autores seleccionar el ajuste lineal del modelo
por cuestiones de simplificacion del proceso de
ajuste de los datos obtenidos.

En la Figura 3 se muestran los tres puntos del
coeficiente de las pendientes (Tabla 1) ajustado
a una curva de tendencia lineal. Esta figura
fue construida en Microsoft Excel aplicando
el logaritmo natural de las pendientes (2,069,
0,930 y 0,544) y el inverso de las temperaturas
en grados Kelvin (310, 301 y 289 K) los cuales
son presentados en la Tabla 1. En esta figura se
muestra la ecuacion de ajuste de la recta con un
coeficiente de regresion lineal de 0,9544.

y =-5574,5x + 18,61
R? = 0,9544

¢ Pendientes

—— Lineal (Pendie|
0,0035

1T (K)

Figura 3. Modelo de los coeficientes de las pendientes.

Con la integracién de las ecuaciones de la
Tabla 1y de la curva de la Figura 3, se obtuvo
el modelo que describe el comportamiento de

X = exp| < expl= 55745 -
2 E’“P[ EXP[ =~ T+ 273

Doénde:

T' -Temperatura (°C).
XV - Supervivencia.
! -Tiempo (dias).

la supervivencia de la bacteria B. celere C-924
en dependencia de la temperatura y el tiempo:

+13,612]-1ﬂ{r+1]) @
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Vale destacar que para la obtencion de este
modelo no se realizo el recalculo de las constantes
debido a que el coeficiente R* del modelo se
encuentra por encima de 0.95. Con la obtencion
del modelo, y la simulacion utilizando otras
temperaturas, se puede establecer que el oxigeno
tiene una altainfluencia en la viabilidad del polvo.
La supervivencia del polvo con presencia de
oxigeno disminuye un 60 % en 1,5 dias, a las
temperaturas inferiores a 28 °C)y disminuye ese
mismo valor pero a la temperatura de 37 °C en
9 horas. Este aspecto tendra que tomarse en
cuenta en el proceso del envase del producto,
para lograr una mayor viabilidad del producto
en el tiempo.

Los autores Hernandez et al. (2007), desarrollaron
un método para determinar el orden de muerte
celular para la bacteria Tsukamurella pauro-
metabola C-924 (denominada en la actualidad
Brevibacterium celere (-924), almacenada a bajas
temperaturas, en donde los polvos almacenados
al vacio mostraron un comportamiento ajusta-
do a la ecuacién de Arrhenius con respecto a la
cinética de muerte celular. En este estudio, el
gréfico de Arhenius fue ajustado a unalinearecta
para los polvos almacenados bajo condiciones
de vacio en el intervalo de 4 - 32 °C, en donde
la ecuacion obtenida fue la siguiente:

1

Con un valor del coeficiente R* de 0,9435, y con
una energia de activacion calculada a partir de
la pendiente de este grafico de AE* = 8,75 kcal/
kmol. En este estudio los polvos expuestos al
aire (esto es, sin aplicar vacio) no tuvieron un
comportamiento ajustado a Arrhenius, el cual
puede ser debido a la transicion vitrea.

En Hamsupo et al. (2005), se establecié un siste-
ma de modelo para predecir la viabilidad de la
bacteria Lactobacillus reuteri KUB-AC5 durante
el almacenamiento a largo plazo basado en la
ecuacion de Arrhenius, y verificada mediante
datos experimentales, debido a que la viabili-

al ambiente de la bacteria Brevibacterium celere C-924

dad de las células durante el almacenamiento
pueden ser correlacionadas con la temperatura
de almacenamiento. El modelo obtenido en este
trabajo fue el siguiente:

logk=13383- 450?5[[%) : IEII'.]IEI'] 6)

Con un valor del coeficiente R* de 0,995.

En Lapsiri et al. (2012), se desarrollé un modelo
de prediccion dependiente de la temperatura
basado en la ecuacion de Arrhenius para de-
terminar la viabilidad del polvo de Lactobacillus
plantarum TISTR 2075, obtenido mediante seca-
do por atomizacion en diferentes agentes pro-
tectantes, para el almacenamiento a largo plazo.
Los modelos obtenidos fueron los siguientes, en
dependencia del agente protectante utilizado,
mientras que también se muestra el valor del
coeficiente para la ecuacién pertinente:

1. Protectante: Maltodextrina DE 10.
R% 0,994

logh=15430-4.285 H{[%J lﬂﬂﬂ} (7)

2. Protectante: Maltodextrina DE 10 + Trehalosa.
R% 0,989

logk =15.775-4975 s[@] : muu} @)

3. Protectante: Maltodextrina DE 10 + proteina
de soya aislada y concentrado de proteina de
leche.

R 0,986

1
loghk =15465— 4,8?2?[(;] - 1000i| 9)

4, Protectante: Maltodextrina DE 10 + Fibersol-2.
R% 0,993

logk =15.720 —4,9425[[ %)lﬂﬂﬂ} (10)
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5. Protectante: Maltodextrina DE 10 + goma
acacia.

R% 0,997

logk =15,6B4—4,9313|Il}-10ﬂ-0}
T ()

En Bommasamudram et al. (2022), se investigd
la influencia de la aplicacién de estrés térmico
subletal en la supervivencia de la bacteria
probidtica Lacticaseibacillus casei N durante
el secado por atomizacién y en su posterior
almacenamiento a 4 °C por 90 dias, en donde
se obtuvo como resultado que los polvos del
probidtico sujetos a estrés térmico subletal
mostraron una mejor supervivencia y una
estabilidad mejorada después de los 90 dias de
almacenamiento a 4 °C de temperatura.

4, Conclusiones

En este trabajo se obtuvo un modelo mate-
matico que describe el comportamiento de la
supervivencia de la bacteria B. celere C-924 a
temperaturas cercanas al ambiente y sin aplicar
condiciones de vacio, determindandose ademas
que el oxigeno tiene una elevada influencia en
la supervivencia del microorganismo durante los
primeros seis dias de exposicion del mismo a este
compuesto quimico. También la supervivencia
de B. celere C-924 en el tiempo es superior a las
temperaturas de almacenamiento mas bajas, lo
cual coincide con lo reportado por la literatura.
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