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Resumen:

La nisina es una sustancia polipeptidica (antibiotico) producida por diferentes cepas de
Lactococcus lactis y Streptococcus lactis a partir de una fermentacién en medio lacteo
modificado y contiene una treintena de aminodcidos. Es un aditivo utilizado en la in-
dustria de alimentos como sustancia conservadora. Entre sus aplicaciones se encuen-
tran, productos lacteos, productos procesados, comidas y platos principales, postres y
helados, sopas, salsas y condimentos, jugos de frutas, en panaderia, en guarniciones y
acompanamientos, etc. Actua frente a las bacterias grampositivas, como Clostridum ssp
y es estable en pH &cido y algo termosensible. El organismo la degrada y no produce
resistencia cruzada con otros antibiéticos, por lo que no es toxica para las personas.

Se la conoce como E 234 y es empleada en la industria alimentaria, principalmente en
la elaboracién de quesos, y otros productos alimenticios como conservante en la pre-
vencioén de las posibles alteraciones y también en la proteccién de diversas carnes, tanto
si son crudas como precocinadas.

La nisina es una sustancia es acida y es mas estable en estas condiciones. Las soluciones
de pH 2 son estables durante el almacenamiento prolongado entre 2-7 °Cy pueden so-
portar el calentamiento hasta 121 °C sin pérdida de actividad. En condiciones alcalinas,
la actividad se pierde y se destruye en 30 min.a 63 °Cy pH 11. Hay una disminucién par-
cial de actividad cuando se utiliza nisina en alimentos procesados debido al calenta-
miento.

Las concentraciones de nisina empleadas normalmente en la conservacién de alimentos
son totalmente solubles en agua y en otros liquidos de procesamiento, pero no es solu-
ble en disolventes no polares.

© 2019 Academia de Ciencias Médicas de Bilbao. Todos los derechos reservados.

Autor para correspondencia: asanmi@saludcastillayleon.es (Angel San Miguel Hernandez).
© 2019 Academia de Ciencias Médicas de Bilbao. Todos los derechos reservados



Nisin (N 234), additive used as a food preservative

Abstract:

Nisin is a polypeptide substance (antibiotic) produced by different strains of Lactococcus
lactis and Streptococcus lactis from a fermentation in modified milk and contains about
thirty amino acids. It is an additive used in the food industry as a preservative substance.
Among its applications are dairy products, processed products, meals and main dishes,
desserts and ice cream, soups, sauces and condiments, fruit juices, bakery, garnishes
and accompaniments, etc. Acts against Gram positive bacteria, such as Clostridum ssp
and stable acid pH and somewhat thermosensitive. The organism degrades it and does
not cross-react with other antibiotics, so it is not toxic to people.

Itis known as E 234 and is used in the food industry, mainly in the manufacture of che-
eses, and other food products as a preservative in the prevention of possible alterations
and also in the protection of various meats, whether raw or precooked.

The nisin a substance is acidic and is more stable under these conditions. The pH 2 so-
lutions are stable during prolonged storage between 2-7 °C and can withstand heating
up to 121 °C without loss of activity. In alkaline conditions, the activity is lost and des-
troyed in 30 min. at 63 °C and pH 11.There is a partial decrease in activity when nisin is
used in processed foods due to heating.

The nisin concentrations normally used in food preservation are totally soluble in water
and other processing liquids. And it is not soluble in non-polar solvents.
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Las bacteriocinas son péptidos obtenidos de bacterias
acidolacticas con actividad antagoénica contra algunas
cepas relacionadas con la productora. Las bacteriocinas
pueden servir como barreras bactericidas y ayudar a re-
ducir el espectro de microorganismos que pudieran
desarrollarse en el alimento!*!. Varias bacteriocinas po-
seen propiedades muy seguras para utilizarse en la con-
servacion de alimentos, su utilizacion en la industria
alimentaria disminuiria el uso de conservantes quimicos
y la intensidad de los tratamientos térmicos que permi-
ten mantener los alimentos en buen estado, con ello se
logran alimentos cuyas caracteristicas organoléptica son
mejores, asi como sus propiedades nutricionales. Ofre-
cen por lo tanto una alternativa muy satisfactoria a la
creciente demanda por parte de los consumidores de
obtener alimentos mas frescos, seguros y listos para
comer con un minimo procesado?2.

Estos son compuestos de origen natural, no téxicos,
que se degradan en el intestino por la accién de las pro-
teasas. Inhiben distintos patégenos como Clostridium,
Staphylococcus aureus y Lysteria monocytogenes, lo que
las hace muy interesantes como conservantes, por su po-
tencial aplicacién en la industria de alimentos como
agentes naturales de conservacion®e,

El efecto de distintos factores fisico-quimicos sobre
la actividad de una bacteriocina no sélo tiene el fin de
caracterizarla, sino también sirve para inferir su posible
aplicacién industrial, ya que las altas temperaturas y las
amplias variaciones de pH son, entre otras, algunas de
las condiciones que debe resistir una bacteriocina para
ser util como potencial agente inhibidor de microorga-
nismos no deseados en procesos alimenticios como las

fermentaciones de leche, la maduracién de los quesos,
el curado de encurtidos, etcéteral’-28,

La tinica bacteriocina reconocida por la GRAS (Gene-
rally Recognited as Safety) desde 1988 y por la FDA
(Food and Drug Admimistration) para utilizarse como
conservante en alimentos es la nisina.

La nisina fue aislada en 1928 y comenz0 a utilizarse
como antimicrobiano. Presenta una actividad antimicro-
biana frente a un rango limitado de bacterias gramposi-
tivas, particularmente sobre aquellas formadoras de
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Figura 1. E 234, nisina, aditivo alimentario®.



esporas. La molécula es acidica y por tanto exhibe su
mayor estabilidad bajo condiciones acidas. Es también
mas soluble a pH bajo. Este biocompuesto funciona
como antibidtico de reducido espectro ya que tienden a
dafiar solo a aquellos microorganismos similares a las
bacterias que los producen.

La nisina es un antibiético policiclico y peptidico, que
se utiliza habitualmente como bioconservante, y es sin-
tetizada de forma natural por Lactococcus lactis. La mo-
lécula contiene una treintena de aminodcidos entre los
que destacan, la lantionina, el B-metil lantionina, la me-
tilantionina, la dehidroalanina y el acido dehidroamino-
butirico. En la industria alimentaria se la conoce como
E 234 y es empleada principalmente en la elaboracion
de quesos, como conservante en la prevencion de las po-
sibles alteraciones (figura 1). La nisina se comercializ6
por primera como conservante de alimentos en el Reino
Unido hace aproximadamente 50 afios. Su primer uso
como conservante fue en productos procesados de
queso; desde entonces es utilizado en muchos otros ali-
mentos y bebidas. Actualmente es utilizado como con-
servante en mas de 50 paises?®. Ademas, también se
emplea en la proteccion de diversas carnes, tanto si son
crudas como precocinadas, mostrando cierta efectividad
en la proteccidn frente a cepas de Listeria monocytoge-
neSZ9-31.

Se ha demostrado eficaz frente a bacterias grampo-
sitivas, ya que su efecto sobre ellas es el de bloquear sus
membranas. Se emplea igualmente frente a Clostridium
botulinumy Bacillus cereus.Y también es bastante resis-
tente a los tratamientos térmicos, especialmente en
aquellos que se realizan en medio acido, generalmente
con pH menores de 3,5°.

La nisina es un aditivo alimentario que actualmente
esta autorizado en la UE para varias categorias de ali-
mentos, bajo el Anexo II del Reglamento (CE)
1333/2008. En el Panel de la EFSA (European Food Sa-
fety Authority) de Aditivos, Aromas, Coadyuvantes Tec-
noldgicos y Materiales en Contacto con Alimentos, ya se
evalu6 su seguridad hace algunos afios, con un consumo
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Figura 2. Estructura quimica de la nisina.

diario aceptable de 0,13 mg/kg de peso corporal. La po-
lémica ha surgido debido a que la EFSA ha dado a cono-
cer una serie de estudios cientificos que evaldan la
seguridad de la nisina y debido a que se han encontrado
nuevos datos toxicolégicos y ante la posibilidad de su
uso a quesos no curados y productos carnicos con tra-
tamientos térmicos. Pero con estos nuevos datos se ha
tenido en cuenta lo hallado en un nuevo estudio de toxi-
cidad subcronica; y se ha concluido que la extension de
uso, que se ha propuesto ademas como aditivo para el
queso no curado, a un nivel maximo de 12 mg/kgy para
productos carnicos con tratamiento térmico, a un nivel
maximo de 25 mg/Kkg, no supone riesgo3% 313335,

La nisina, por tanto, es una sustancia polipeptidica
producida por algunas cepas de Lactococcus lactis a par-
tir de una fermentacién en medio lacteo modificado. El
suero lacteo es un subproducto de la industria lactea que
puede utilizarse para producir la bacteriocina nisina A,
usando la cepa nativa Lactococcus lactis UQZ2. Su uso es
especifico para lacteos, pero luego se comprobé que
también el uso de nisina en otro tipo de alimentos tam-
bién era factible® 2, La estructura quimica de la nisina
aparece recogida en la figura 2.

La nisina como conservante alimentario

La nisina se utiliza como conservante en numerosos pro-
ductos alimentarios. Es un antibidtico originado por
cepas de la bacteria que normalmente corta la leche, el
Streptococcus lactis. Se presenta en la leche 4ciday en el
queso de granja por lo que es muy posible que desde que
se domesticaron las vacas se hayan ingerido pequenas
cantidades de este antibidtico. Muchas veces se afiade
sola como conservante, en otras ocasiones se afiade
junto a otros antimicrobianos favoreciendo su accién an-
timicrobiana, como es el caso de la administracion de ni-
sina junto con el d-limoneno. Ya que la naturaleza
hidrofébica y oxidativa del d-limoneno limita su aplica-
cién en los alimentos, cuando se junta con la nisina for-
mando una nanoemulsion, se logra potenciar el efecto
antimicrobiano de ambos compuestos®.



Este producto es empleado principalmente para preve-
nir la alteracion de productos alimenticios procesados
térmicamente y empaquetados. La inocuidad de la ni-
sina para organismos vivientes y su rapida destruccion
por enzimas del tracto gastrico e intestinal, donde las ra-
zones que estimularon su amplio uso en muchos paises,
incluyendo los mas estrictos en materia de regulaciones
para aditivos alimenticios como los paises de la Unién
Europea y los EE. UU. El empleo de la nisina como con-
servador de alimentos deberia considerarse aceptable
siendo la ingesta media diaria incondicional de 0-33.000
U/kg de peso. La nisina se elabora en algunos paises
como China, Rusia, Reino Unido, etc., y su empleo esta
permitido en numerosos paises.

La nisina posee una accién inhibidora en ciertas es-
pecies y en general sobre las bacterias grampositivas. No
tiene gran influencia sobre las bacterias gramnegativas
y no tiene ninguna accién sobre hongos y levaduras.

Las células vegetativas de ciertas bacterias grampo-
sitivas tienen una sensibilidad cambiante hacia la nisina,
entre los que se encuentran microorganismos como Ba-
cillus, Clostridium, Propionibacterium, Micrococcus y
Streptococcus.

Puesto que las bacterias gramnegativas no son afec-
tadas, el empleo de la nisina como conservador de ali-
mentos no se puede contrarrestar con una mala higiene;
ya que su escaso espectro antibacteriano y su estabili-
dad acida determinan unas condiciones de aplicacién di-
ferentes.

Sé6lo puede emplearse cuando los microorganismos
alterantes nisina-sensibles son practicamente los tinicos
que estan presentes en el alimento. Algunas especies de
bacterias como Lactobacillus, Streptococcus 'y Micrococcus
tienen una sensibilidad a la nisina expresada de manera
distinta. La misma sensibilidad la tienen las especies for-
madoras de esporas Bacillus y Clostridium, lo cual juega
el papel mas decisivo para la determinacion de la vida util
de productos alimenticios procesados térmicamente.

También es termoestable especialmente en condicio-
nes de acidez; de aqui que la nisina se pueda emplear
como adyuvante del tratamiento térmico. El calor apli-
cado puede reducirse a s6lo el necesario para destruir
Clostridium botulinum, ya que es el anaerobio esporu-
lado mas nisina-resistente. Este menor tratamiento tér-
mico mejora la calidad del producto y presenta mejores
condiciones de almacenamiento, principalmente a altas
temperaturas. Cuando la legislacion lo permite la nisina
no so6lo se emplea para prevenir el abombamiento de las
latas sino también para conservar el chocolate con leche
o el queso procesado, ya que la eficacia de la nisina ya
esta demostrada en los quesos tipo ricota en los que se
determiné la eficacia de la nisina para controlar la inva-
sidn del alimento por Listeria monocytogenesis. En un ex-
perimento en el que se prepararon los quesos a partir
de leche no pasteurizada, se comprobo que en aquellos
en los que se habia afiadido nisina como conservante el
crecimiento de bacterias fue mucho menor que aquellos
en los que no se habian afiadido nisina®’. Ademas la in-
dustria la utiliza para conservar guisantes, alubias en
salsa, etc.

Por tanto, la nisina presenta un efecto preservante
para muchos productos. La estabilidad de la nisina en
medio acido hace posible realizar procesos térmicos de
productos sin pérdidas visibles de la actividad preser-
vadora®’.
La aplicacién de la nisina se ha demostrado efectiva
para la preservacion de los siguientes productos33-3?;
¢ Quesoy preparaciones de queso procesado.
¢ Productos como hongos que estan enlatados.
¢ Leche pasteurizada y esterilizada.
¢ Postres de leche, que incluyan harinas, azucar,
crema o leche.

¢ Esusada ademas en sopas en lata, productos de to-
mate enlatados, pimienta, esparragos, y otros vege-
tales enlatados.

Como observamos, las propiedades conservantes de la
nisina se conocen desde muy antiguo. Es un antibiético
muy efectivo contra las bacterias grampositivas, sobre
las que actia bloqueando sus membranas. También se
emplea para combatir bacterias esporuladas como Clos-
tridium botulinum o Bacillus cereus, asi como Listeria
monocytogenes.

En la industria alimentaria la nisina se usa ademas
en la elaboracién de quesos, pero se ha demostrado la
eficacia de esta sustancia para el almacenamiento de
carne de ternera*’, en envases activos, ya que el uso de
envases impregnados con nisina tiene un efecto antimi-
crobiano desde el inicio del almacenamiento, lo que
unido a una baja temperatura hace que se pueda alargar
la vida ttil de la carne.

También, los microorganismos son los responsables
de las fermentaciones y las transformaciones que con-
vierten el zumo de uva en vino y posteriormente en vi-
nagre. En estas fermentaciones, estos microorganismos
producen cambios sustanciales en la composicion, en el
color y en los caracteres organolépticos que marcaran
la calidad. Las bacterias lacticas y las bacterias acéticas
son las dos familias bacterianas implicadas en estas
transformaciones originadas en los vinos®. Y se ha es-
tudiado el utilizar la nisina para el control microbiol4-
gico del vino y como agente contra la formacién de
peliculas de biofilms bacterianos no deseados en las bo-
degas. A partir de un cultivo de una cepa de Lactococcus
lactis con estatus QPS de la EFSA, se consiguié un ex-
tracto en condiciones similares a las enoldgicas que con-
tenia nisina y era capaz de inhibir el crecimiento del
83,5% de las bacterias y ademdas impedir la formacion
de biofilms de bacterias que presentaban esa capacidad
alterante de los vinos y contaminantes. Por tanto, la ni-
sina puede inhibir bacterias lacticas contaminantes del
vino, y en las concentraciones adecuadas puede impedir
la formacidn de biofilms indeseados, constituyendo por
tanto una herramienta util en el control microbioldgico
de los vinos y que podria ayudar a la disminucidn de los
niveles de sulfitos que actualmente se utilizan en su ela-
boracién.

Ademas, el uso de antimicrobianos en combinacion
con agentes quelantes muestra una mayor efectividad
contra las bacterias gramnegativas. Las peliculas de en-



vasado con nisina incorporada en la estructura de la pe-
licula, se analizaron por separado para la inhibicién con-
tra Lactobacillus plantarum. La nisina se usé en
combinacién con el acido etilendinitrilotetraacético
(EDTA)*! en peliculas y se evalu6 la inhibicién frente a
Escherichia coli.

Se utilizaron dos métodos de formacion de pelicula
de envasado para incorporar nisina en peliculas de pro-
teinas biodegradables para determinar si las propieda-
des antimicrobianas podrian inducirse en la pelicula.
Los métodos de prensado en caliente y fundicion se usa-
ron para producir peliculas hechas de proteina de soja
y zeina de maiz. Se cortaron muestras circulares de las
peliculas terminadas, que luego se colocaron en un cés-
ped bacteriano, se incubaron y se midieron las zonas de
inhibicidn. Tanto las peliculas colocadas como las pren-
sas térmicas con nisina afiadida, formaron peliculas y
presentaron una inhibicién del crecimiento bacteriano.
La nisina retuvo sus propiedades bactericidas durante
los procesos de prensado por calor y de formacién de
pelicula fundida. Las peliculas que se colocaron mostra-
ron zonas inhibidoras mas grandes, en comparacion con
las peliculas termoprensadas, cuando se incorporan los
mismos niveles de nisina. L. plantarum fue inhibido por
peliculas que contenian nisina, y la adicion de EDTA au-
mento el efecto inhibidor de las peliculas frente a E.
coli®”.

La nisina se puede anclar en las peliculas de celulosa
de los embalajes, injertando los grupos amino de nisina
y los grupos de aldehido de peliculas de celulosa oxida-
das, obteniendo asi un material seguro y biodegradable
para el embalaje de alimento'? %, resultando satisfacto-
rio al formar peliculas de celulosa ancladas a la mem-
brana; la estructura fue caracterizada por Fourier
transformando la espectroscopia infrarroja y explo-
rando la microscopia de electrones, y termogravimetria.
Este estudio desarroll6 un proceso facil y natural de an-
clar nisina en la celulosa oxidada por una reaccion de
base de Schiff simple para el embalaje a largo plazo an-
timicrobiano activo de alimentos. Este es el primer in-
forme de tal embalaje que tenemos?’.
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Efectividad y modo de accién de la nisina

El modo de accién de una sustancia inhibidora frente a
una célula sensible puede ser bacteriolitico, bacterios-
tatico o bactericida. El primero implica la muerte celular
seguida de una lisis, con la afiadida disminucién de la
densidad 6ptica (DO). El modo de accidn bactericida
produce también muerte celular que se manifiesta en la
disminucién en el conteo de colonias pero sin lisis y por
consiguiente la densidad 6ptica se mantiene constante.
El modo de accidn bacteriostatico no produce muerte
celular pero detiene el crecimiento, por lo cual, sin
muerte celular, el conteo de colonias y la densidad 6ptica
se mantienen constantes®8.

En la figura 3 puede observarse el efecto producido
por el agregado de nisina. La figura 3a exhibe el modo
de accién de la bacteriocina a pH 6.5, donde claramente
se visualiza la disminucion de la densidad 6ptica poste-
rior al agregado de la misma. Con la adicién de nisina, el
numero de microorganismos presentes fue menora 103
UFC/ml. De lo expuesto, se demuestra que el modo de
accion de nisina sobre L. fructivorans a pH cercano a la
neutralidad es bacteriolitico. Mientras que la figura 3b,
muestra como el agregado de la bacteriocina provoca
que las lecturas de DO se mantengan constantes en el
tiempo de experimentacion. Del recuento en placa se ob-
serva que el modo de accién de nisina sobre L. fructivo-
rans a pH 3,5 es bactericida ya que el nimero de
microorganismos disminuy6 con el transcurso del
tiempo.

De los estudios basados en las caracteristicas catié-
nicas e hidrofilicas de la nisina, se ha demostrado que
son dos los mecanismos que explican el modo de accién
de la nisina sobre la permeabilizaciéon de la membrana
celular: 1) las bacteriocinas actian como un complejo
de “poracion” en el cual los monémeros de la misma se
unen, insertan y oligomerizan en la membrana citoplas-
matica para formar un poro y 2) las bacteriocinas de-
sestabilizan la membrana a modo de un detergente.

Los resultados de muchos estudios tienden a apoyar
el modelo de la formacién de poros sobre el que propone
una accion tipo detergente. En la figura 4, se resume el
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Figura 3. Crecimiento de Lactobacillus fructivorans a pH 6,5 (a) y 3,5 (b) sin el biopreservador (0) y en presencia

de 2.000 ppm de nisina.



Pared celular

Ce

Membrana celular

[N STt

Subunidad de ’%
peptidoglicano —

Bacteriocina IE————— ()

I - \ b

1p|d0 11

19992000000
| ééééuééééé

Figura 4. Estudio del modelo que muestra el mecanismo dual de actuacion de la nisina de Lactococcus lactis*.

modelo que muestra el mecanismo de accién dual de la
nisina de Lactococcus lactis*. En el paso 1, la nisina
posee una carga positiva que incrementa su interaccion
con las cargas negativas de los componentes de la pared
celular. En el paso 2, la nisina se une al lipido II, principal
transportador de las subunidades de peptidoglucano del
citoplasma a la pared celular interfiriendo con su sinte-
sis, lo que lleva a la bacteria a muerte celular. En el paso
3, varias moléculas de nisina utilizan al lipido II para fi-
jarse e insertarse en la membrana celular y empezar la
formacion de poros, con lo cual se produce en la muerte
celular de la bacteria.

Conclusiones

La nisina es un aditivo utilizado en la industria de ali-
mentos como sustancia conservadora. Entre sus aplica-
ciones se encuentran productos lacteos, productos
procesados, comidas y platos principales, postres y he-
lados, sopas, salsas y condimentos, jugos de frutas, en
panaderia, en guarniciones y acompaifiamientos, etc.
Actua frente a las bacterias grampositivas, como Clostri-
dum ssp. y es estable en pH acido y algo termosensible.
El organismo la degrada y no produce resistencia cru-
zada con otros antibidticos, por lo que no es téxica para
las personas.

El estudio de las propiedades fisicas y quimicas,
modos de accién y relaciones entre estructura y funcion
de las bacteriocinas es necesario a fin de evaluar sus po-
tenciales aplicaciones en alimentos.

Los resultados de los diferentes estudios demuestran
que 2.000 ppm de nisina comercial tienen efecto bacte-
riolitico sobre L. fructivorans a pH 6,5, mientras que a
pH 3,5 presenta un modo de accién bactericida. Los es-
tudios realizados sobre la efectividad del biopreservador
se complementaran con ensayos a distintos valores de
pH y concentracion de nisina a fin de proponer un mo-
delo integral sobre sus mecanismos de accidn.

El estudio del Panel de la EFSA de Aditivos, Aromas,
Coadyuvantes Tecnolégicos y Materiales en Contacto con
Alimentos, ha concluido que la extensién de uso pro-
puesta para la nisina como aditivo para el queso no cu-

rado, a un nivel maximo de 12 mg/kg y para productos
carnicos con tratamiento térmico a un nivel maximo de
25 mg/kg no supone ningun riesgo para la seguridad ali-
mentaria.
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