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Introduccién

La nisina es un péptido bioactivo que tiene actividad antimicrobiana y se ha empleado para el control del
crecimiento de microorganismos patégenos de los alimentos como Listeria monocytogenes o Clostridium
botulinum [1,2]. Algunas bacteriocinas toleran tratamientos térmicos superiores a los 60°C a diferentes
tiempos de calentamiento, y algunas como las bacteriocinas producidas por Carnobacterium piscicola,
Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus toleran tratamientos de 100°C a tiempos de 10-60 min
[3,4]. Sin embargo, esta propiedad bioquimica ha sido poco estudiada, alin cuando puede tener un alto
potencial de aplicacion en alimentos sometidos a tratamientos térmicos; tanto para procesos de
conservacion (e.g. pasteurizacion) o para la elaboracion de productos que requieran calor para su
elaboracion (e.g. para productos tipo Surimi que son sometidos a calentamiento gradual para obtener un
gel). Las estrategias de aplicacion de la nisina en diversos sistemas alimentarios deben evaluar su aplicacion
en medio de tratamiento (e.g. durante el tratamiento térmico, TT) o en medio de recuperacion (después del
TT) para mejorar el control de bacterias como Listeria monocytogenes. Asi mismo, se debe evitar el
desarrollo de mecanismo de resistencia de la bacteria control por exposicién a elevadas concentraciones
de nisina. En este estudio se evalué la combinacion de nisina en Concentraciones Parcialmente Bactericidad
(PBCs, por sus siglas en inglés) y la temperatura de 60°C sobre el control de Listeria monocytogenes CECT
5672. Se evaluaron dos sistemas: aplicacion de nisina en medio de tratamiento (durante el TT) y nisina en
medio de tratamiento (TT) + nisina en medio de recuperacién (medio de cultivo TSA, 37°C).

Metodologia

*Preparacion de la nisina

La muestra de nisina (Sigma. Aldrich), con una concentracién inicial de 10° Ul/g se diluyé en agua destilada
estéril y se ajusto el pH a 2.0 para mejorar su solubilidad. Se utilizé6 una solucion diluida de HCI con una
concentracion de 0.02 N y 0.75% de NaCl [5].

*Listeria monocytogenes CETC 5672 y condiciones de crecimiento

Listeria monocytogenes CETC 5672 pertenece a la coleccion microbiana del Laboratorio de Tecnologia de
los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza, Espafa. Durante este estudio la cepa
control se conservé en crioviales a -80°C. Esta se sembré por estria cruzada en medio TSAYE (Tryptic Soy
Broth, Bioxon, México) suplementado con 0.6% de extracto de levadura (w/v Bioxon, México) y 1.5% de
agar bacteriologico (w/v Bioxon, México). La muestra se incub6 a 37°C por 24 h. Una colonia de la bacteria
control se utilizé para inocular en caldo TSBYE (Tryptic Soy Broth, Bioxon, México) con 0.6% de extracto de
levadura (w/v Bioxon, México) y se incubd a 37°C por 12 h. Se tomaron 100 pL de este pre-cultivo para ser
inoculados en 5 mL de TSBYE y la muestra se incubd a 37°C durante 24 h para obtener el cultivo de estudio.
Un volumen de 9 mL del cultivo se centrifugo a 4000 rpm durante 15 min a 25°C (Centrifuga Eppendorf 5804
R, Alemania). El pellet se resuspendié en 1 mL de agua estéril y se inyectdé un volumen de 200 pL en un
termoresistbmetro TR-SC [7]. En el TR-SC se utiliz6 una solucion amortiguadora pH 7.0. Las cuentas
microbianas se realizaron con la técnica de la gota [6] en medio TSAYE (Tryptic Soy Broth, Milan, Italia).
Se evaluaron dos sistemas: aplicacién de nisina en medio de tratamiento (durante el TT) y nisina en medio
de tratamiento (TT) + nisina en medio de recuperacion (medio de cultivo TSA) a diferentes concentraciones.
Se empleo la técnica de la gota [6] para la cuenta en placa.
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*Analisis estadistico
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y una comparacion multiple de medias con la prueba de Duncan,
utilizando el paquete estadistico SAS System, Windows™ Versién 6.12, USA.

Resultados y discusion

En la Tabla 1 se muestra que el modelo lineal obtenido para el estudio a la temperatura de 60°C, se observa
un efecto significativo (P<0.0001) de los factores tiempo, nisina y tipo de tratamiento sobre la variable
respuesta (Log UFC/mL de Listeria monocytogenes CECTC 5672). El modelo describe la influencia de los
factores investigados en forma independiente: tiempo (A), concentracion de nisina (B), tratamiento (C) y el
efecto de las interacciones (A*B, A*C, B*C y A*B*C). Estos parametros, para la temperatura de estudio
tuvieron un efecto significativo sobre la variable respuesta (Tabla 2). El coeficiente de determinacion para el
modelo lineal 60°C indican que el 2.26% respectivamente de la variacion total en la respuesta no puede ser
explicado por el modelo desarrollado. Los valores Fo para los parametros de cada modelo fueron Utiles
para explicar el grado de significancia de los efectos de las variables y sus interacciones (Tabla 2,3y 4). A
la temperatura de 60°C el pardmetro que tuvo un mayor efecto significativo fue el tipo tratamiento (C) de
estudio (NMT, NMT+NMR). EIl segundo parametro con mayor significancia fue la concentracion de nisina
(B) y por ultimo el tiempo (A). Esto significa que a la temperatura de 60°C los cambios en la variable C
(tratamiento) tienen un efecto mayor significativo sobre el control de Listeria monocytogenes CETC 5672.
Este comportamiento puede ser explicado debido a que la cepa control puede tener dafio subletal durante
la aplicacion de nisina en el tratamiento térmico, condicién que posiblemente la haga sensible a la nisina
aplicada en el medio de recuperacion (medio TSA).
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Figura 1. Efecto: (a) nisina (0 mg/L, 50 mg/L y 200 mg(L) ) en medio de tratamiento ( NMT; 60°C/240 s) y
la (b) nisina (0 mg/L, 50 mg/L y 200 mg(L) en medio de tratamiento (60°C/240 s) + nisina en medio de
recuperacion (NMT-NMR, 0 mg/L, 50 mg/L y 200 mg(L) sobre Listeria monocytogenes CECT 5672

Tabla 1. ANOVA para el efecto de la nisina (PBCs), tiempo (s), nisina (NMT, NMT+NMR) sobre el control
de Listeria monocytogenes CECT 5672 a una temperatura de 60°C

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F Pr>f
variacion libertad cuadrados medios
Modelo 64 539.202 8.425 45.34 0.0001
Error 67 12.450 0.185
Total 131 551.653

R-Square= 0.9774
*Los valores de “Prob > F” menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son significativos
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Tabla2. ANOVA para el efecto de los factores: concentracion de nisina, tiempo (s), nisina (NMT,NMT+NMR)
sobre el control sobre Listeria monocytogenes CECT 5672 a la temperaturas de 60°C.

Fuente de variacion Valor de F Pr>F
Temperatura: 60°C

A-Tiempo (s) 116.84 0.0001

B-Nisina (PBCs) 408.98 0.0001

C- Tratamiento (NMT, 476.19 0.0001

NMT+NMR)

A*B 0.11 1.0000

A*C 13.76 0.0001

B*C 109.24 0.0001

A*B™*C 4.24 0.0001

Tabla 3. Prueba de Duncan para la comparacion del efecto de la concentracion de nisina (PBCs) sobre
Listeria monocytogenes CECT 5672 a la temperatura de 60°C

Temperatura: 60°C
Concentracion Promedio Prueba de

mg/L (Log Duncan*
UFC/mL)
0 5.793 A
50 3.935 B
200 3.211 C

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes con una a = 0 0.05

Tabla 4. Prueba de Duncan para la comparacién del efecto del tiempo (s) y el tratamiento sobre el control
de Listeria monocytogenes CECT 5672 a la temperatura de 60°C

Temperatura: 60°C Temperatura: 60°C
Tiempo (s) Promedio Prueba de Tratamiento  Promedio Prueba de

(Log Duncan* (NMT, (Log Duncan*
UFC/mL) NMT+NMR)  UFC/mL)

0 6.0117 A NMT 5.104 A

10 5.564 B NMT+NMR 3.46 B

20 5.374 CB

30 5.267 CB

40 5.030 C

50 4.631 D

90 4161 E

120 3.481 F

150 2.983 G

180 2.835 G

240 1.796 H

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes con una a = 0 0.05

Conclusiones

En las condiciones experimentales evaluadas se encontré que los parametros tiempo (A), concentracion de
nisina (B) y tipo de tratamiento (NMT, NMT+NMR), asi como las interacciones de estudio tuvieron un efecto
significativo sobre la inhibicién de Listeria monocytogenes. La mayor inactivacion de la cepa control en la
temperatura de 60°C fue en el tratamiento de NMT+NMR a la concentracién de 200 mg/L. Se puede emplear
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la combinacion de tratamiento térmico, nisina (PBCs), tanto en NMT, como NMT+NMR para el disefio de
alimentos sometidos a tratamiento térmicos.
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