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Introduccién

El empleo de las altas temperaturas para el procesado o conservacién de alimentos ha tenido una
gran importancia en la evolucién de la alimentacion en los seres humanos. Los tratamientos térmicos
actualmente utilizan la combinaciéon de variables como temperatura y el tiempo para mejorar
procesos de conservacion como la pasteurizacion y la esterilizacion. La pasteurizacion de alimentos
como la leche se realiza con la combinacion de baja temperatura/tiempo largo (LTLT, 63°C/30 min) o
alta temperatura/tiempo corto (HTST, 72°C/15s) [1]. Sin embargo, puede emplearse temperaturas de
subpasteurizacion (TSP) en combinacion con conservadores naturales, como la nisina que tienen
termorresistencia. Estas temperaturas (TSP, 55°C) pueden contribuir a reducir algunos efectos
indeseables en las propiedades nutricionales o sensoriales de los alimentos. Las bacteriocinas, como
la nisina tienen wuna estructura molecular peptidica y muchas tienen capacidad/actividad
antimicrobiana. Las clasificadas en el grupo lla presentan la caracteristica de tolerancia al calor [2].
La mayoria de las bacteriocinas termorresistentes toleran tratamientos superiores a los 60°C a
diferentes tiempos de calentamiento [3]. Ademas, muchas bacteriocinas tienen resistencia a
condiciones de elevada acidez [3]. En este estudio se evalud in vitro el control significativo de
Listeria monocytogenes Scott A con nisina (NIs) a PBCs (Concentracién Parcial Bactericida), en
condiciones de temperatura de subpasteurizacion (55°C) y condiciones de pH extremo (3.0).

Metodologia

*Preparacion de la nisina (Nis). La muestra de nisina (Sigma. Aldrich), con una concentracion inicial
de 106 Ul/g se diluyé en agua destilada estéril y se ajusté el pH a 2.0, para mejorar su solubilidad. Se
utilizdé una solucién diluida de HCI con una concentracion de 0.02 N y 0.75% de NaCl [4].

*Listeria monocytogenes NCTC 11994 y condiciones de crecimiento. Listeria monocytogenes NCTC
11994 pertenece a la coleccién microbiana de la Universidad de Murcia, Espafia. Se prepard un
cultivo de estudio a una temperatura de incubacion de 37°C. El cutivo tuvo se estandarizé a una
concentracion inicial entre 9 ciclos logaritmicos en caldo TSB. Este cultivo se diluyo en agua estéril
obtener incialmente entre 7-8 ciclos logaritmicos en las muestras de estudios.

*Analisis microbiolégico. Los cultivos de Listeria monocytogenes NCTC 11994 vy Listeria
monocytogenes Scott A) se diluyeron en agua peptonada y se vaciaron en volimenes de 100 pL en
tubos Eppendorf con 900 uL de una solucion amortiguadora de citrato-fosfato a los diferentes valores
de pH 3.0. Previamente se adicion6 en cada tratamiento la nisina para obtener las CPB’s de estudio
(0 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L y 1000 mg/L). Todos los tratamientos se mantuvieron en
agitacién a 350 rpm en un Vértex (Labnet, EUA) durante 1 min. Los tratamientos se almacenaron en
condiciones de calentamiento de 55°C en un bafio de temperatura controlada (Polystat Temperature
Controller, Cole-Parmer, USA). Las cuentas microbianas se realizaron a los tiempos de 0 min, 7.5
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min, 15 min, 22.5 min y 30 min con la técnica de la gota [6]), Los tratamientos se realizaron por
duplicado en medio TSAYE (Tryptic Soy Broth, Milan, Italia). Las cuentas microbianas se realizaron
después de una incubacién a 37°C por 24 h.

*Analisis estadistico. Los resultados se sometieron a un ANOVA y a una prueba de Duncan,
utilizando el paquete estadistico SAS System, WindowsTM Versién 6.12, USA. Ademas de una
prueba de Bonferroni obtenida del paquete GraphPad PRISM, Version 5.00, 2017 San Diego,
California. USA.

Resultados y discusién

La Figura 1 muestra el efecto de la Nis a diferentes concentraciones sobre Listeria monocytogenes,
A la TSP de estudio (55°C) se observé una reduccion significativa a un tiempo de 7.5 min con 1000
mg/L de nisina con respecto a la poblacion bacteriana inicial (6 ciclos logaritmicos), Un
comportamiento similar se observa con las concentraciones de 200 mg/L, 400 mg/L y 600 mg/L en u
intervalo de tiempo de 22.5 - 30 min. En las Tablas 1, 2 y 3 se muestra que el modelo lineal
propuesto tuvo un efecto significativo (P<0.0001) sobre la variable respuesta (Log UFC/mL de
Listeria monocytogenes Scott A). Los modelos describen la influencia de los factores investigados en
forma independiente: tiempo (T) y la concentracién de nisina (PBCs), asi como el efecto de las
interacciones (T*Nis). Se observé un efecto significativo del tiempo (T), concentracién de nisina (N) y
la interaccion T*N en los tratamientos evaluados (Tabla 2). El coeficiente de determinacion para el
modelo lineal de estudio en las condiciones experimentales evaluadas indica que el 5.1379% 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 indepedientes y sus interacciones (Tabla 2). A la temperatura de 55°C el
parametro que tuvo un mayor efecto significativo fue el tiempo. EI segundo parametro mas
significativo fue la nisina. Esto significa que los cambios de concentracion de nisina a la temperatura
de 55°C tienen un efecto significativo de inhibicion sobre Listeria monocytogenes Scott A. Este
comportamiento puede ser explicado debido a que conforme la cepa control es expuesta durante
mayor tiempo a la temperatura de 55°C posiblemente tenga dano de estructuras celulares como su
membrana, lo cual provoca inactivacion. Ademas, posiblemente las células de estudio en estas
condiciones de pH acido extremo sean mas sensibles a la nisina [3]. Las pruebas de Duncan y
Bonferroni (Tablas 3 y 4) que la menor poblacién de Listeria monocytogenes Scott A se obtuvo a
1000 mg/L hasta un valor de 1.11 ciclos logaritmicos. La variable tiempo tuvo el mayor efecto de
reduccion de la poblacion a un tiempo de 30 min hasta 0.45 ciclos logaritmicos. La prueba de
Bonferroni mostré la mayor diferencia significativa al comparar los tratamientos de 0 mg/L vs 1000
mg/L a los tiempos de 7.5 min, 15 min y 30 min. En las condiciones experimentales evaluadas se
encontré un efecto significativo de los parametros de estudio sobre la inhibicion significativa de
Listeria monocytogenes.
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Figura 1. Efecto de la combinacién de pH (e) 3.0, (f) 5.0, (g) 7.0, (h) 9.0 y la concentracién de nisina
sobre Listeria monocytogenes Scott A.
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Tabla 1. ANOVA para el efecto de las variables fijas: concentraciéon de nisina (0 mg/L, 200 mg/L, 400
mg/L y 600 mg/L) y el tiempo (0 min, 7.5 min, 15 min, 22.5 min y 30 min) sobre la variable respuesta:
Log UFC/mL de Listeria monocytogenes Scott A a un pH 3.0 y la temperatura de 55°C.

Fuente de variacion Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrados medios Valor de F Pr>f

Modelo 24 191.91979152 7.99665798 185.10 0.0001
Error 25 10.39475800 0.41579032
Total 49 202.31454952

R-Square= 0.948621

*Los valores de “Prob > F”” menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son significativos

Tabla 2. ANOVA para el efecto del tiempo (0 min, 7.5 min, 15 min, 22.5 min y 30 min) y la
concentracion de nisina (0 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L y 600 mg/L) sobre el Log UFC/mL de Listeria
monocytogenes Scott A a un pH 3.0 y la temperatura de 55°C.

Fuente de variacion Valor de F Pr>F
A-Tiempo 64.14 0.0001
B-Nisina 34.53 0.0001
A*B 418 0.0007

*Los valores de “Prob > F”’ menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son significativos

Tabla 3. Prueba de Duncan para la comparaciéon del efecto de la concentracion de nisina (0 mg/L, 200
mg/L, 400 mg/L y 600 mg/L) y el tiempo (0 min, 7.5 min, 15 min, 22.5 min y 30 min) sobre el Log
UFC/mL de Listeria monocytogenes Scott A a un pH 3.0 y la temperatura de 55°C.

Tiempo Nisina
Tiempo Promedio Prueba de Nisina Promedio Prueba
(min) (Log UFC/mL) Duncan* (mg/L) (Log de
UFC/mL) Duncan®

0 4.9808 A 200 4.4070 A
75 3.0694 B 0 3.1360 B
15 2.8470 B 400 2.5196 C
22.5 2.2046 C 600 2.3694 C
30 0.4500 D 1000 1.1198 D

"Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes con una a= 0.0
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Tabla 4. Prueba de Bonferroni para la comparacién del efecto de la concentracion de nisina sobre, Listeria monocytogenes Scott A. Variables fijas: (0 mg/L,
200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L y 1000 mg/L de Nis) y variable respuesta: Log UFC/mL a una temperatura de subpasteurizacién (TSP) de 55°C y pH acido.

ISSN: 1665-5745 http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad



http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad

e-Gnosis [online]

Vol. 4 (2021). Avances de Investigacion en Inocuidad de alimentos

Tratamientos a

Variables comparar con la Tiempo Variable de respuesta (Log Diferencia Intervalos de t = Resumen
fijas prueba de Bonferroni (min) UFC/mL) Confianza 95%
pH 3.0 0 mg/L vs 200 mg/L 0 mg/L 200 mg/L
0 5.832 5.974 0.1420 -1.907 a 2.191 0.2582 P >0.05 ns
7.5 2.750 4.974 2.224 0.1753 a 4.273 4.044 P <0.01 *
15 2.849 5.413 2.564 0.5153 a 4.613 4.662 P<0.001 i
225 2.924 5.099 2175 0.1263 a 4.224 3.955 P <0.01 *
30 0.2500 0.2500 0.0000 -2.049 a 2.049 0.0000 P >0.05 ns
0 mg/L vs 400 mg/L 0 mg/L 400 mg/L
0 5.832 4.325 -1.507 -3.556 a 0.5417 2.740 P >0.05 ns
7.5 2.750 3.974 1.224 -0.8247 a 3.273 2.226 P >0.05 ns
15 2.849 2974 0.1250 -1.924 2 2.174 0.2273 P >0.05 ns
22.5 2.924 0.2500 -2.674 -4.723 a -0.6253 4.862 P<0.001 o
30 0.2500 0.1750 -0.0750 -2.124 a 1.974 0.1364 P >0.05 ns
0 mg/L vs 600 mg/L 0. mg/L 600 mg/L
0 5.832 6.099 0.2670 -1.782 2 2.316 0.4855 P >0.05 ns
7.5 2.750 3.174 0.4240 -1.625a 2473 0.7710 P >0.05 ns
15 2.849 2974 0.1250 -1.924 2 2.174 0.2273 P >0.05 ns
225 2.924 0.2500 -2.674 -4.723 a -0.6253 4.862 P<0.001 o
30 0.2500 0.1750 -0.0750 -2.124 a 1.974 0.1364 P >0.05 ns
0 mg/L vs 1000 mg/L 0 mg/L 1000 mg/L
0 5.832 3.924 -1.908 -3.957 a 0.1407 3.469 P <0.01 *
7.5 2.750 0.2500 -2.500 -4.549 a -0.4513 4.546 P<0.001 o
15 2.849 0.3250 -2.524 -4.573 a -0.4753 4.589 P<0.001 o
225 2.924 0.1750 -2.749 -4.798 a -0.7003 4.999 P<0.001 o
30 0.2500 0.1250 -0.1250 -2.174 a 1.924 0.2273 P >0.05 ns
200 mg/L vs 400 200 mg/L 400 mg/L
mg/L
0 5.974 4.325 -1.649 -3.698 a 0.3997 2.998 P <0.05 *
7.5 4974 3.974 -1.000 -3.049 a 1.049 1.818 P> 0.05 ns
15 5.413 2.974 -2.439 -4.488 a -0.3903 4.435 P<0.001 o
225 5.099 0.2500 -4.849 -6.898 a -2.800 8.817 P<0.001 o
30 0.2500 0.1750 -0.0750 -2.124 a 1.974 0.1364 P >0.05 ns
200 mg/L vs 600 200 mg/L 600 mg/L
mg/L
0 5.974 6.099 0.1250 -1.924 2 2.174 0.2273 P >0.05 ns
7.5 4974 3.174 -1.800 -3.849 a 0.2487 3.273 P <0.05 *
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ns: no significativo; *Significativo; ***Altamente significativo
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Conclusiones

En las condiciones experimentales evaluadas se encontré un efecto significativo sobre el
control de Listeria monocytogenes Scott A. Se observo en las condiciones de pH 3.0 y
temperatura de subpasteurizacion de 55°C actividad antimicrobiana singnifiativa de la
nisina sobre Listeria monocytogenes Scott A. La mayor reduccion significativa de las
poblaciones de la bacteria control fue a una concentracion de 1000 mg/L a los tiempos de
7.5 min, 15 min y 30 min de acuerdo con el analisis de ANOVA vy las pruebas de Duncan y
Bonferroni.
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