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ORIGINAL
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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto de la nisina en la inactivacién de Bacillus licheniformis en el extracto
liguido de café. Materiales y métodos. Se evalud la accién de la nisina sobre Bacillus licheniformis
en extractos liquidos de café variando su concentracién, tiempo de incubacidén, concentracién
de solidos solubles (grados Brix) y la concentracién bacteriana contaminante. Resultados. Se
observd que la concentracion de nisina, para obtener un efecto inhibitorio del 55%, sin alterar las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales del producto, es 500 UI/ml que corresponden a 12.5 mg/L.
Ademas, se determind que la concentracion de nisina 1000 UI/ml puede actuar satisfactoriamente
en poblaciones bacterianas menores de 5x10* UFC/ml en un periodo de 48 horas. Con relacion al
efecto de concentracion de sélidos solubles en la inactivacidon del microorganismo, no se encontraron
diferencias significativas para un rango entre 15 y 45°Brix. Conclusiones. A partir de este estudio
se puede concluir que la nisina puede ser usada como preservante del extracto de liquido de café sin
afectar sensorialmente el producto, teniendo en cuenta la concentracién bacteriana contaminante y
el tiempo de incubacion.

Palabras clave: Bacillus, café, inactivacién, nisina (Fuente: CAB).
ABSTRACT

Objetive. To evaluate the effect of nisin on the inactivation of Bacillus licheniformis to coffee liquid
extract. Materials and methods. The action of nisin on Bacillus licheniformis into liquid coffee
extracts was evaluated by varying its concentration, incubation time, concentration of soluble solids
(°Brix) and bacterial contaminant concentration. Results. The results indicated that the concentration
of nisin to achieve the inhibitory effect without affecting the physicochemical and sensory properties
of the product is 500 IU/ml corresponding to 12.5 mg/L. Additionally, High levels of nisin 1000 1U/
ml can act successfully in bacterial populations lower than 5x10* CFU/ml over a period of 48 hours.
Furthermore, the concentration of soluble solids did not show a statistically significant effect for values
from 15 to 45 °Brix. Conclusions. From this study it can be concluded that nisin may be used as a
preservative in liquid coffee extract without sensorially affecting the product, taking into account the
bacterial contaminant concentration and incubation time.

Key words: Bacillus, coffee, inactivation, nisin (Source: CAB).
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INTRODUCCION

En el sector de los alimentos, el crecimiento
econdmico y la globalizacién de los mercados
han propiciado un ambiente mas exigente y
competitivo. Lo anterior, se traduce en un mayor
compromiso de las industrias alimentarias
modernas para garantizar la permanencia
de sus productos en el mercado, dado que
frecuentemente surgen nuevos productos y
mejores tecnologias para su desarrollo.

Asi, los entes reguladores de la inocuidad
alimentaria establecen una normatividad mas
exigente para garantizar que estas nuevas
alternativas no terminen afectando de manera
directa o indirecta la salud humana. Por lo
tanto, en el mundo actual de la industria de
alimentos uno de los retos mas importantes es
poder garantizar la inocuidad de los productos
asegurando su estabilidad (1).

Los microorganismos del género Bacillus estan
ampliamente distribuidos en el medio ambiente,
y en diversos productos agroalimentarios acttan
como agentes patdgenos de alimentos (B. cereus)
o generadores de putrefaccion (B. coagulans, B.
licheniformis, B. subtilis) y formando endosporas
resistentes a agentes fisicos o quimicos utilizados
para la conservacion de alimentos (2-7).

La nisina es la Unica bacteriocina que ha sido
aprobado por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS), para ser utilizada como conservante
en la industria alimentaria; molecularmente
es un péptido de 34 aminoacidos con un peso
molecular inferior a 5 kDa (8), producida por
algunas cepas de Lactococcus lactis, siendo
efectiva en el control del crecimiento de los
microorganismos formadores de esporas como
Bacillus y Clostridium; aunque, también actla
sobre Listeria monocytogenes, Staphylococcus
y muchas especies de bacterias acido lacticas
(9). Una amplia descripcion de la accidon a nivel
molecular es referenciada (10).

El extracto liquido de café es el producto resultante
del proceso en el cual se hace pasar agua
caliente sobre un lecho fijo de café tostado
y molido (generalmente a presién y alta
temperatura), con el fin de extraer los sélidos
y los componentes aromaticos del grano; el
licor es utilizado como ingrediente para obtener
preparaciones de diferentes alimentos como
helados, yogurt, pasteles, bebidas de café entre
otros, por lo que no deben contener esporas
después de la produccion (11,12). Las esporas
podrian germinar en los productos elaborados
con concentrado de café y al no ser sometidos
a un tratamiento posterior de desinfeccion

REVISTA MVZ CORDOBA e Volumen 18 Suplemento 2013

durante el almacenamiento, el producto se podria
recontaminar (12).

Dado que el péptido (nisina) es aceptado como
un bioconservante de los alimentos debido a
sus propiedades antibacterianas, a su impacto
minimo con relacién a los cambios a las
propiedades organolépticas de los alimentos
(13,14) y a que desde el punto de vista del
consumo humano las enzimas digestivas pueden
degradarla, el objetivo de esta investigacion fue
determinar las condiciones 6ptimas del uso de la
nisina en el extracto de café liquido, garantizando
la calidad microbioldgica y sensorial del producto,
con fines de su comercializacion internacional.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El trabajo de investigacion fue
realizado en los laboratorios de Microbiologia
Industrial y Bioconversiones de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Medellin.

Preparacion de la muestra. La nisina (1000 UI/
ml a 100 UI/ml ) se adiciond al extracto liquido
de café disuelta en una solucion HCI (0.02 M) y
0.75% (p/v) de NaCl (15). Se procedio a inocular
el microorganismo Bacillus licheniformis en tubos
conteniendo extracto de café con la bacteriocina,
se incubd a 37°C y 180 rpm por 24 horas. Cada
dos horas, se realizé el recuento de colonias en
medio sdlido (agar nutritivo).

Actividad antibacteriana. Por medio del
antibiograma en medio liquido se evalud la
concentracién de nisina (16). Ademas, se
determind el efecto inhibitorio de la nisina en
extractos de café con diferente concentracion
de solidos solubles (medidos en °Brix) e indculo
inicial. Los tiempos de incubacion fueron 2, 24
y 48 horas para diferentes concentraciones de
indculo.

En un alimento la concentracion maxima admitida
de nisina es 125 mg/kg, lo cual corresponde a
5000 UI/ml (17); por lo tanto, se evaluaron las
concentraciones del péptido a 1000, 500, 400,
300, 200 y 100 UI/ml.

Obtenidas las condiciones en las cuales se observa
el efecto inhibitorio se verific el efecto de la
nisina en las propiedades sensoriales del extracto
liquido de café usando la prueba triangular,
para la cual se tenian 10 jueces a los que se les
solicitd identificar la bebida con sabor diferente
de las 3 suministradas (18). Adicionalmente, se
determinaron las caracteristicas fisicoquimicas
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del extracto tales como el pH y la acidez, luego
de adicionar la bacteriocina.

RESULTADOS

Accion de la nisina sobre Bacillus licheniformis
inoculando en extractos de café con diferente
concentraciéon de sélidos solubles (°Brix).
Se evaluaron dos concentraciones (15 vy 45
°Brix) del extracto de café, valores que fueron
seleccionados porque a 45 °Brix es el valor
promedio del producto final y 15 °Brix debido
a que gran parte del proceso de produccién el
extracto contiene esta concentracion.

La figura 1 muestra los resultados del uso de
nisina a 1000 UI/ml sobre Bacillus licheniformis
inoculado a la concentracidn inicial 6x10% UFC/ml
en los extractos de café a 15 y 45 °Brix. Después
de un periodo de 24 horas a 37°C, se determind
que no hubo diferencias significativas, en los
recuentos de Bacillus licheniformis, entre las dos
concentraciones (p>0.05).
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Figura 1. Evaluacion de la accion de la nisina (1000 UI/

ml) sobre Bacillus licheniformis inoculado en
extractos de café con diferentes grados Brix.

Efecto de la concentracion de la nisina sobre
la inactivacion de Bacillus licheniformis.
En la figura 2 se observa el crecimiento del
microorganismo con nisina para concentraciones
de 0 (control) y 1000 UI/ml.

La figura 2 muestra un efecto acelerado de
decrecimiento de la carga microbiana en el cual
se logra obtener una reduccion de dos unidades
logaritmicas para un tiempo de 2 horas y luego
se observa un efecto bacteriostatico.

La figura 3 muestra el efecto de la nisina sobre
Bacillus licheniformis cuando la concentracién
de la bacteriocina disminuye a 500 y 750 UI/ml,
donde se observa para estas dos concentraciones
de nisina que el efecto predominante es
bacteriostatico.
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Figura 2. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo
en un extracto de café a 15 °Brix conteniendo
nisina a concentraciones de 0 (control) y
1000 UI/ml durante 24 horas.
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Figura 3. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo
en el extracto de café a 15 °Brix con 500
y 750 UI/ml de nisina durante 24 horas.

Con los resultados dados en las figuras 4 y 5,
donde estan evaluados los efectos de la nisina a
las concentraciones de 400 UI/ml hasta 100 UI/
ml, se puede deducir que no hay efecto inhibitorio
significativo.
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Figura 4. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo
en el extracto de café a 15 °Brix con 400
y 300 UI/ml de nisina durante 24 horas.
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Figura 5. Cinética de Bacillus licheniformis creciendo
en el extracto de café a 15 °Brix con 100 y
200 UI/ml de nisina durante 24 horas.

Accion de la nisina sobre el crecimiento de
Bacillus licheniformis inoculado a diferentes
niveles de concentraciéon inicial. Para
encontrar la concentracion de inéculo en la cual
se reduce al maximo la carga microbiana por
el efecto de la nisina a 1000 UI/ml, se utilizé el
extracto de café a 15 °Brix y se evaluaron varios
niveles de concentracidn inicial de inéculo. Los
resultados se presentan en la figura 6.

De la figura 6 se puede inferir que tanto el
café con nisina como el café sin ella, tienen
un efecto inhibitorio, obteniendo porcentajes
de disminucion de la poblacidon microbiana del
95 y 90% respectivamente para cuando la
concentracion inicial de inéculo fue de 4x103
UFC/ml.

1E+08
1E+07
1E+06 -
1E+05

UFC/mL 1E+04 ® INICIAL
1E+03 DCAFE
1E+02 o W CAFE +
— NISINA
1E+00 -

c1 c2 3

Concentracién de inocule (UFC/mL)
C1: 5x107 C2: 5x10° C3: 4x10°
Figura 6. Conteo microbiano luego de 24 horas de
incubacién, en un extracto de café de 15
°Brix conteniendo nisina (0 y 1000 UI/ml)
e inoculando con Bacillus licheniformis a
diferentes niveles de concentracion.

Accion de la nisina sobre el crecimiento de
Bacillus licheniformis evaluado a diferentes
tiempos de incubacidn. En los experimentos
realizados a diferentes concentraciones del
inéculo, usando 1000 UI/ml de nisina y como
medio de cultivo el extracto de café a 15 °Brix, se
evalud el efecto antimicrobial de la bacteriocina
en un tiempo de incubacion de 2, 24 y 48
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horas. Los resultados mostraron que para una
concentracion inicial microbiana de 107 UFC/ml,
el efecto de la nisina se da principalmente a las
2 horas y posteriormente permanece constante
(Figura 7a).

En la figura 7b se observa que cuando la
concentracion bacteriana inicial es de (5x10* UFC/
ml), la accidén de la nisina es mas contundente,
porque se logra disminuir la poblacién de
Bacillus licheniformis hasta 3 UFC/mI| a las 48
horas, mientras que en el medio con sélo café el
recuento es en promedio 30 UFC/ml.

1E408 © —
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OINIOAL mCAFE 1 CAFE + NISINA
Figura 7. Accidon bactericida de la nisina sobre la
concentracion de indculo a 2, 24 y 48 horas

de incubacion: 1x107 UFC/ml (a) y 5x10*
UFC/ml (b).

Prueba sensorial y los analisis fisicoquimico.
De acuerdo con los resultados anteriores,
las concentraciones de nisina con las que se
obtuvo inhibicién fueron 500 y 1000 UI/ml.
Asi, se evaluaron los efectos de la adicion
de la nisina en las propiedades sensoriales y
fisicoquimicas del extracto de café (pH y acidez)
con concentraciones de nisina de 0, 1000 y 500
UI/ml. Los resultados se presentan en la figura 8.

De la figura 8, se observa que el tratamiento con
nisina no afecta las propiedades fisicoquimicas
del extracto de café (pH y acidez) ya que es
estadisticamente igual al control (p>0.05).
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Figura 8. Efecto de la adicion de nisina en el pH y el
porcentaje de acidez del extracto de café
a las concentraciones de 0, 500 y 1000 UI/
ml.

A partir de un analisis de varianza de la prueba
triangular se observd que hay diferencias
significativas (p<0.05) entre el control y el
tratamiento (1000 UI/ml), mientras que para
concentracion de nisina (500 UI/ml) no hay
diferencias significativas (p>0.05).

DISCUSION

La accion de la nisina no depende de la
concentracion de solidos solubles, ya que si la
viscosidad se incrementa debido al aumento de
fraccion masica del café (19), esto se convierte
en un factor limitante para la accién de la
nisina, aunque se esperaba que a medida que
aumentara la concentracion de solidos solubles
del café la inhibicién fuera mayor.

Por otro lado, el pH es fundamental para la
accion de la nisina siendo mejor a pH bajos
(20). Para las concentraciones de 45y 159 Brix
los valores de pH fueron respectivamente de
5.06+0.03 y 5.00%+0.03, con lo cual se podria
inferir que este factor no es determinante para
la accién inhibitoria de la nisina y por lo tanto,
no se observa una diferencia significativa en la
inhibicién de la bacteria de interes.

La concentracidn de nisina estéa relacionada con
el efecto inhibitorio ya que para concentraciones
de 1000 UI/ml, se observa que la poblacién
bacteriana disminuye, mientras que para valores
entre 750 y 500 UI/ml el efecto que se observd
es bacteriostatico y en la medida en que se
disminuye la concentracion de nisina, el efecto
inhibitorio desaparece. Los resultados obtenidos
coinciden con Chatterjee et al (21), ya que se
logré demostrar que la accion de la nisina frente
a las células vegetativas de Bacillus puede ser
bactericida o bacteriostatica dependiendo de la
concentracién de la misma.

El criterio microbioldgico para mesofilos en el ex-
tracto de café debe ser menora 100 UFC/ml (22).
Asi, con respecto a la concentracion de indculo
inicial que es sometida al tratamiento con nisina,
se encontrd que para obtener valores de UFC/ml
menores a 100, la concentracion inicial de indculo
debe ser menor de 4x103 UFC/mI, ya que con los
valores superiores no se logra que la poblacion bacteri-
ana sea menor de 100 UFC/ml, por lo cual deberia
agregarse nisina para obtener una inactivacion mayor
de la bacteria.

El café tiene propiedades antimicrobiales sobre
algunos microorganismos tanto Gram negativos
como Gram positivos, aunque, la sensibilidad
disminuye con este Ultimo grupo (10). El perdoxido
presente en el café es el principal responsable
de tal inhibicion (23). Adicionalmente, la
disminucién de bacterias se debe a compuestos
como acido 5-cafeoilquinico, trigonelina y acido
cafeico (24).

Por otro lado, si se mezcla el extracto de café
15°Brix con nisina a la concentraciéon de 1000
UI/ml se observa el efecto inhibitorio. La figura 6
muestra que la accidn de la nisina es dependiente
de la concentracidon de bacterias, ya que entre
mayor sea la poblacidon microbiana se requiere
mas concentracion de nisina para obtener valores
finales menores a 100 UFC/ml (3).

El tiempo de incubacién también mostré ser
critico para la eficiencia de la bacteriocina, ya
que cuando se tienen concentraciones iniciales
de indéculo del orden de 10° y 107 UFC/ml,
aumentar el tiempo de incubacion no hace que
la disminucion de la carga bacteriana sea mayor,
asi, podria considerarse que en estos niveles no
es justificado el uso de la nisina. Sin embargo,
en la figura 7, se puede apreciar que el tiempo
de incubacidén resulta importante para alcanzar
los valores bajos (3 UFC/ml).

Con relacidn al nivel de concentracion, se observo
que cuando la concentracion bacteriana inicial
es de 5x10* UFC/ml, la accién de la nisina es
mas contundente, porque se logran disminuir la
poblacién de Bacillus licheniformis hasta 3 UFC/
ml a las 48 horas, mientras que en el medio con
sblo extracto de café, el recuento es 30 UFC/
ml. Esto demuestra la efectividad de la nisina
en la disminucion del crecimiento de Bacillus
licheniformis. De la misma manera, se muestra
que para un periodo de 24 horas, el recuento de
bacterias con sdlo extracto de café es de 2x102
UFC/ml, mientras que con la adicion de la nisina
se obtienen 60 UFC/mI, con lo cual se cumpliria
la norma de calidad de COLCAFE S.A.S., (<100
UFC/ml) para este producto que al ser tipo
exportacion tiene requerimientos mas altos.
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Dado que las pruebas sensoriales vy
fisicoquimicas no mostraron diferencias
significativas con el control, cuando se usé
la concentracion de 500 UI/ml, se concluye
gue esta concentracion es la indicada ya que
su efecto es bacteriostatico y protege las
propiedades sensoriales del café, que es una
de las caracteristicas de mayor interés en la
comercializacion de este producto.

A partir de este estudio se puede inferir que la
nisina podria ser usada como preservante del
extracto de liquido de café, ya que contribuye
a disminuir o mantener constante la poblacion
microbiana del microorganismo de mayor
termo-resistencia presente en el producto.
La adicion de la nisina como preservante
en el extracto liquido de café depende de
la concentracién inicial de bacterias, y la
concentraciéon de la nisina, mas no de la
concentracion de sélidos solubles (expresados
en grados °Brix del producto).

REVISTA MVZ CORDOBA ¢ Volumen 18 Suplemento 2013

Las condiciones en las cuales debe ser usada
la nisina en el extracto liquido de café es a
la concentracién de 500 UI/ml y tiempo de
incubacién 48 horas cuando la concentracion
inicial de Bacillus licheniformis es 5x10* UFC/
ml, valor cercano a los encontrados en el
extracto de café contaminado luego de su
comercializacion, para obtener una reduccion de
4 ciclos logaritmicos.

El extracto liquido de café tiene propiedades
antimicrobiales contra Bacillus licheniformis,
permitiendo disminuir la poblacion inicial de
bacterias por cierto tiempo y posteriormente
genera la esporulaciéon del microorganismo de
interés
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