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RESUMEN
La Nisina es una bacteriocina que posee propiedades antibacterianas sobre microorganismos patógenos en alimentos. 
Asimismo, contribuye a mejorar el valor nutricional y las características organolépticas incrementando la vida de anaquel 
del producto alimenticio. Con el fin de evaluar el efecto de la Nisina (500 UI/g) sobre el crecimiento de Staphylococcus 
aureus (103 UFC/mL), se inocularon artificialmente 25 muestras de leche descremada de larga duración (UHT), bajo 
temperaturas de 8ºC / 25ºC y condiciones de pH de 4,5 / 6,5. El efecto de la Nisina sobre el microorganismo se demostró 
mediante recuento en placa sobre agar Baird Parker. La Nisina tuvo un efecto inhibitorio sobre S. aureus bajo las 2 tempe-
raturas (8°C y 25°C) a partir de los 30 minutos de incubación (p=0,0079). En todos los tiempos evaluados, tanto a pH 4,5 
como 6,5 se obtuvo disminución del recuento de S. aureus en presencia y ausencia de la Nisina (P<0,05). El pH 4,5 incidió 
negativamente en el crecimiento de S. aureus, sin embargo, su efecto no fue de inmediato pues se requirió más de 6 horas 
de incubación para lograr una inhibición completa (100 %). El presente estudio evidenció experimentalmente el efecto 
inhibidor de la Nisina al disminuir los recuentos de S. aureus en condiciones de temperatura de refrigeración, así como a 
pH 4,5, por lo que, bajo tales parámetros, la aplicación de la Nisina resultaría en una mayor inocuidad, así como su posible 
uso para la inhibición de otros microorganismos patógenos en otras matrices alimentarias. 
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Inhibitory effect of Nisin on the growth of Staphylococcus aureus in artificially 
contaminated long-life milk

ABSTRACT
Nisin is a bacteriocin that has antibacterial properties on pathogenic microorganisms in food. It also contributes to 
improving the nutritional value and organoleptic characteristics, increasing the shelf life of the food product. In order 
to evaluate the effect of Nisin (500 IU/g) on   the growth of Staphylococcus aureus (103 CFU/mL), 25 samples of long-life 
skimmed milk (UHT) were artificially inoculated under temperatures of 8ºC / 25ºC and pH conditions of 4.5 / 6.5. The effect 
of Nisin on the microorganism was demonstrated by plate count on Baird Parker agar. Nisin had an inhibitory effect on S. 
aureus under both temperatures (8°C and 25°C) from 30 minutes of incubation (p=0.0079). At all times evaluated, both at 
pH 4.5 and 6.5, a decrease in the S. aureus count was obtained in the presence and absence of Nisin (P < 0.05). pH 4.5 had 
a negative impact on the growth of S. aureus, however, its effect was not immediate since more than 6 hours of incuba-
tion were required to achieve complete inhibition (100 %). The present study experimentally demonstrated the inhibitory 
effect of Nisin in reducing S. aureus counts under refrigeration temperature conditions, as well as at pH 4.5, therefore, 
under such parameters, the application of Nisin would result in greater safety, as well as its possible use for the inhibition 
of other pathogenic microorganisms in other food matrices.
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INTRODUCCIÓN

El peligro para la inocuidad de los alimentos cons-
tituye un factor de preocupación para la industria 
a nivel mundial. Desde la granja (finca) hasta la 
venta del producto final, pueden ocurrir diferentes 
fuentes de contaminación (biológica, química o 
física), ya sea de manera accidental o intencional, 
con el potencial de causar consecuencias adversas 
para la salud de los consumidores (Montgomery 
et al. 2020). En este sentido, la contaminación con 
bacterias zoonóticas y patógenos para el hombre 
tales como  Listeria   monocytogenes, Clostridium 
spp., y S. aureus (agentes biológicos) son de interés, 
por lo que resulta necesario buscar alternativas que 
disminuyan el riesgo de contaminación con dichos 
agentes (Owusu et al. 2020).

Dentro de las alternativas disponibles, se destaca el 
uso de bacteriocinas, siendo las producidas por las 
Bacterias Acido Lácticas (BAL), específicamente por 
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, las que 
encierran un mayor interés (Rendueles et al. 2022). 
Las bacteriocinas son un grupo relativamente hete-
rogéneo de pequeñas proteínas, o péptidos cuya 
actividad antimicrobiana es ejercida sobre especies 
estrechamente relacionadas (bacterias Gram posi-
tivas), pero no frente al organismo productor, con 
diferentes niveles y espectros de actividad, meca-
nismos de acción, peso molecular y propiedades 
fisicoquímicas (Vidal et al. 2020). 

En general, actúan destruyendo la integridad de la 
membrana citoplasmática a través de la formación 
de poros, lo que provoca la salida de compuestos 
pequeños o altera la fuerza motriz de protones 
necesaria para la producción de energía y síntesis de 
proteínas o ácidos nucleicos (Daba et al. 2022). Estas 
proteínas son efectivas y potentes frente a las bacte-
rias zoonóticas y patógenos para el hombre como 
las mencionadas previamente, siendo S. aureus, una 
bacteria Gram positiva capaz de contaminar una 
variedad de alimentos como carnes rebanadas, leche 
y derivados, entre otros, y producir la intoxicación 
estafilocócica con una ingesta mínima de 100 ng de 
toxina (Andrade et al. 2019). 

A pesar que existe gran variedad de bacteriocinas, 
una de las más empleadas es la Nisina, polipép-
tido producido naturalmente por la bacteria acido 

láctica Lactococus lactis subsp. lactis (Sánchez et 
al. 2019).  A nivel comercial la Nisina se ha utilizado 
como bioconservador de alimentos en más de 50 
países con una efectividad comprobada y, además, 
es considerada como producto seguro con nivel 
GRAS (“Generally Recognized As Safe”) y con auto-
rización para su aplicación por la Administración 
de Drogas y Alimentos (FDA, según siglas en inglés) 
(Godoy et al. 2019). 

Es de hacer mención, que en la actualidad, en 
Venezuela existe una variedad de productos lácteos 
artesanales como el queso blanco y queso crema, 
cuyas condiciones higiénicas en la manipulación 
y transporte de la leche, así como del proceso 
artesanal de fabricación del producto lácteo final 
pueden ser deficientes, incrementando el riesgo de 
contaminación con bacterias patógenas. 

El efecto de Nisina para controlar S. aureus en 
quesos está ampliamente documentado a nivel 
nacional e internacional y su uso permitido por la 
norma General de Quesos venezolana COVENIN 
1813:2000 y las normas internacionales (Codex 
Alimentarius 2011), no obstante, muchas veces las 
pequeñas empresas desconocen las ventajas de 
bioconservantes como la Nisina, cuya inversión 
resulta no sólo en la obtención de un producto libre 
de microorganismos patógenos evitando el riesgo 
de intoxicaciones o toxiinfecciones, sino también 
en la prolongación de la vida útil del producto sin 
afectar sus cualidades organolépticas, lo cual es 
importante para la industria láctea nacional. Por 
lo anterior, resulta necesaria la difusión de trabajos 
que evidencien los efectos beneficiosos de alterna-
tivas como la Nisina para la calidad e inocuidad, así 
como la vida útil de los productos lácteos. 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el 
efecto inhibidor de la Nisina, frente a variaciones 
de temperatura y pH, sobre el crecimiento de S. 
aureus, usando leche de larga duración (UHT, según 
sus siglas en inglés) como matriz alimentaria para 
inoculación experimental, en una fase inicial de 
estandarización para su aplicabilidad o uso, en 
leche cruda y/o pasteurizada, empleadas como 
materia prima para la elaboración de derivados 
lácteos artesanales.
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METODOLOGÍA

Muestra

Estuvo constituida por 25 muestras de leche descre-
mada de larga duración (UHT, según siglas en inglés), 
de una misma marca comercial, provenientes de 
cinco lotes diferentes de 1 litro, con vida útil de 5 
meses, obtenida en establecimientos comerciales 
de Valencia, Estado Carabobo, Venezuela. 

Previo al procedimiento de estandarización se realizó 
una evaluación de la calidad microbiológica de las 
muestras tanto a las que serían inoculadas artificial-
mente con el microorganismo objeto de estudio como 
a las empleadas como muestras controles. Los crite-
rios microbiológicos establecidos por FONDONORMA 
902 (COVENIN, 1987) para este tipo de producto 
envasado se basa en un número mínimo de 5 lotes 
y 5 muestras por lote para un total de 25 muestras. 

Una vez recolectadas, las muestras fueron trasla-
dadas al laboratorio en un recipiente isotérmico, 
y se mantuvieron a temperatura ambiente por un 
máximo de 12 horas hasta el momento de la conta-
minación artificial. 

Es importante mencionar que la utilización de leche 
UHT para el presente estudio se debió a que en su 
proceso de elaboración se ejerce un control más 
riguroso de las condiciones de producción y procesa-
miento, lo que resulta en un producto más uniforme, 
especialmente en características fisicoquímicas y de 
estar libre de microorganismos de la microbiota de 
fondo que se encuentra en leche cruda y que puede 
enmascarar el resultado del efecto inhibidor de 
la Nisina sobre S. aureus, además, la cantidad de 
materia grasa en esta matriz, la cual puede variar 
dependiendo de múltiples factores, como la alimen-
tación de las vacas, son factores que al momento 
de estandarizar técnicas dificultan el proceso. Sin 
embargo, se recomienda que una vez lista la estan-
darización en leche UHT se hagan ensayos en otros 
productos lácteos para observar si los resultados se 
pueden transpolar a las diferentes matrices.

Cepa

Se utilizó S. aureus ATCC 25923 para la contamina-
ción artificial, suministrada por el Instituto Nacional 
de Higiene, Caracas-Venezuela (INH). Esta cepa fue 
conservada mediante repiques sucesivos en cuñas de 

agar nutritivo (HiMedia Laboratories, India) y conser-
vadas a temperatura ambiente con la finalidad de 
mantenerla viable. La cepa era reactivada en caldo 
enriquecido Infusión Cerebro Corazón (BHI) (BBL™ 
Becton Dickinson and company. Sparks, USA) 24 horas 
previas a cada ensayo experimental. La identificación 
de S. aureus ATCC 25923 se realizó según lo indicado 
por FONDONORMA 1292 (COVENIN 1989), adicionado 
de solución de telurito-yema de huevo, con incuba-
ción a 35 ºC durante 18-24 horas. Posteriormente, 
a las colonias sospechosas se les realizó tinción de 
Gram, pruebas de: catalasa, coagulasa, novobiocina 
de 5 µg, Dnasa y manitol salado (Madigan et al. 2004). 
Adicionalmente, se realizó una curva de crecimiento a 
la cepa de S. aureus tanto en caldo LB (Luria-Bertani, 
HiMedia Laboratories) como en leche líquida UHT 
(Ultra High Temperature, según siglas en inglés). 

Preparación de la Nisina

Se preparó una solución patrón de Nisina a una 
concentración de 10.000 UI/mL, disolviendo 1g de 
Nisina comercial al 2,5 %, en 100 mL de HCl 0,02 M. 
La solución obtenida de Nisina registró un pH 2 y se 
ajustó a pH 4,9 con NaOH 1N y se esterilizó en un 
autoclave vertical (121 ºC/5min). La solución madre 
de Nisina fue mantenida a 4 ºC por 24 horas antes de 
su uso (COVENIN 2003). Posteriormente se midió 1 
mL de la solución patrón de Nisina (106 UI/mL) para 
diluir en agua destilada estéril hasta alcanzar 500 
UI/mL. La legislación venezolana señala un máximo 
de 103 UFC/g de S. aureus FONDONORMA 3822 
(COVENIN 2003) y un máximo de 500 UI/g de Nisina 
FONDONORMA 1813 (COVENIN 2000).  

Actividad inhibitoria de Nisina (500 UI/mL) sobre 
S. aureus ATCC 25923 (103UFC/mL)

Para verificar la actividad inhibitoria de la Nisina, 
se realizó suspensión en solución salina estéril de 
S. aureus ATCC 25923 hasta alcanzar una turbidez 
comparable con el Patrón McFarland 2 (1,2 x108 UFC/
mL). Seguidamente se hicieron diluciones seriadas 
hasta obtener una concentración final de 103 UFC/
mL.  Se sembró en superficie utilizando la espátula 
de Drigalsky en agar Baird Parker (BD Diagnostic, 
Becton, Dickinson and Company. Germany) para 
verificar el recuento bacteriano empleando cuatro 
protocolos de ensayo, las cuales fueron realizadas 
por triplicado, respectivamente: 
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Ensayo 1 (Control Negativo). Siembra de muestra 
de Leche UHT sin inóculo experimental. 

Ensayo 2 (Control de esterilidad de la Nisina). 
Siembra de alícuota de solución de Nisina (500 UI/
mL) sin inóculo experimental. 

Ensayo 3 (Control Positivo). Siembra de muestra 
de Leche UHT  + S. aureus ATCC 25923 (103UFC/mL). 

Ensayo 4 (Grupo Experimental). Siembra de 
muestra de Leche UHT  + S. aureus ATCC 25923 + 
Nisina (500 UI/mL).

Cabe señalar que las repeticiones fueron realizadas 
con el fin de darle estrictez a los resultados dada la 
reproducibilidad de los mismos. 

Todos los ensayos se evaluaron bajo el efecto de 
las siguientes condiciones de Temperatura: 8 ºC y 
25 ºC a tiempo de incubación inicial (tiempo 0) y 30 
minutos (tiempo 1). En relación a los valores de pH, 
sólo los ensayos 3 y 4 fueron estudiados bajo las 
condiciones de pH de 4,5 y 6,5 durante 0, 3, 6 y 24 
horas. Las muestras de leche UHT presentaron un 
pH basal de 6,5. Se inocularon individualmente y se 
aplicaron los distintos tratamientos de forma indi-
vidual y combinados. El efecto sobre la evolución 
del microorganismo se realizó mediante recuento 
en placa sobre agar Baird Parker utilizando un 
contador de colonias tipo Quebec.

Análisis de resultados

Los datos obtenidos fueron analizados mediante 
estadística descriptiva (tablas y gráficos), asimismo 
se determinó la significancia de los resultados obte-
nidos empleando como herramienta el Software 
estadístico Statistix versión 8.0 así como la prueba de 
los signos de Wilcoxon U-Mann Whitney con un nivel 
de confianza del 95 % (Analytical Software 2003) para 
evaluar el efecto de la Nisina sobre el crecimiento de 
S. aureus sobre las diferentes variables.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El Cuadro 1 muestra el efecto de la temperatura 
sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 25923 (UFC/
mL) en leche UHT en el tiempo cero de incubación. 
Se observa que tal como es de esperar, el mayor 
recuento bacteriano se reporta en el ensayo 3, pues 
el mismo no presenta el inhibidor Nisina. Siendo 

mayor a 25°C que a 8°C (P<0,05); hecho que no se 
observa en el ensayo 4, donde está presente la 
Nisina. En relación al crecimiento microbiano en 
los controles de leche UHT y Nisina (ensayos 1 y 2), 
en ninguno de los casos se observó presencia de 
células viables, lo que indica esterilidad y ausencia 
de microorganismos en dichas muestras. 

El incremento de la población de S. aureus ATCC 
25923 observado en el grupo experimental en 
ausencia de Nisina, indica que el microorganismo 
puede crecer en leche UHT aún refrigerada, por lo 
que existe una mayor probabilidad de que suceda 
a temperatura ambiente y en matrices como leche 
cruda y/o pasteurizada como materia prima para la 
elaboración de derivados lácteos artesanales. En 
este sentido, se ha reportado que S. aureus puede 
crecer a temperaturas entre 7°C y 48°C, con un 
óptimo de 37°C, por lo tanto, el almacenamiento 
inadecuado de la leche cruda, puede permitir que 
S. aureus crezca, además, un procesamiento mínimo 
o una pasteurización inadecuada pueden no eliminar 
este microorganismo en la leche cruda, permitiendo 
su crecimiento y multiplicación en la leche proce-
sada o en los productos lácteos elaborados (Xie et 
al. 2020). Por otro lado, la reducción del número 
de células viables en la leche contaminada con S. 
aureus en el grupo experimental que contenía Nisina 
evidencia que la misma resultó favorable al ejercer 
un efecto inhibidor sobre el patógeno evaluado. 
Dicho efecto se debe a que la Nisina actúa sobre 
la membrana plasmática de los microorganismos, 
formando poros y desestabilizando la misma al 
actuar como un detergente y como consecuencia, 
causando la muerte del patógeno (Galván et al. 
2020). 

Por otra parte, cuando se evalúa el efecto de la 
temperatura durante los ensayos experimentales 
al tiempo 1 de incubación (30 minutos), se observa 
que en ausencia de la Nisina (ensayo 3) se reportó un 
mayor crecimiento de S. aureus ATCC 25923 a 25 °C, 
sin embargo, dicho incremento fue de una unidad 
logarítmica superior al observado en el tiempo 
cero (P<0,05). Entretanto, en el ensayo 4, es decir, 
en presencia de la Nisina, el crecimiento fue escaso, 
mostrando diferencias igualmente significativas 
entre los 8 °C y 25 °C (P<0,05). 
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Es evidente que luego de 30 minutos de incubación 
el recuento bacteriano se incremente en ausencia 
de la Nisina, lo que evidencia la importancia de 
contar con herramientas como estos péptidos los 
cuales a bajas concentraciones son efectivos para 
inhibir microorganismos (Rendueles et al. 2022; Vidal 
et al. 2020). Adicionalmente, la Nisina ha mostrado 
inhibir el crecimiento de L. monocytogenes luego del 
procesamiento de leche cruda para la elaboración 
de queso durante ocho semanas o más (Verma et al. 
2022). Aunque en los quesos con alto porcentaje de 
grasas, el efecto antimicrobiano de las bacteriocinas 
puede ser afectado debido al carácter anfipático de 
las mismas, que podrían interactuar con los lípidos. 
En estos productos particulares, deben tenerse en 

cuenta otras estrategias para aumentar la efecti-
vidad de la Nisina (Bautista y Barrado 2023).  

Seguidamente, la comparación del efecto de la tempe-
ratura en presencia y ausencia de Nisina se reportan 
en la Cuadro 2. En general, se observa que, en todos 
los casos, el crecimiento bacteriano en ausencia de 
Nisina fue superior a una unidad logarítmica respecto 
al crecimiento de S. aureus ATCC 25923 en presencia 
de Nisina, siendo el nivel máximo de crecimiento a 
25 °C por 30 minutos de incubación, mientras que, 
en presencia de la Nisina, se observa que el creci-
miento de S. aureus ATCC 25923 fue invariable a los 
8ºC en ambos tiempos evaluados, pero mostró un 
incremento mínimo a los 30 minutos de incubación 

Cuadro 1.  Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (UFC/mL) en leche UHT en dos 
tiempos de incubación.

Tiempo de 
incubación Ensayo

Temperatura 8 °C Temperatura 25 °C
Estadístico U pMediana

(UFC/mL)
Rango
(UFC/mL)

Mediana
(UFC/mL)

Rango
(UFC/mL)

0 min

1 < 1 x 10 0 - 1 x 10 < 1 x 10 0-1 x 10 15,000 0,9999 ns

2 < 1 x 10 0 - 1 x 10 < 1 x 10 0-1 x 10 15,000 0,9999 ns

3 1,8 x 102 1 - 2 x 102 4,3 x 102 3,8 - 4,8 x 102 25,000 0,0079 *

4 < 1 x 10 0 - 1 x 10 < 1 x 10 <1 - 1,8 x 10 17,500 0,4444 ns

30 min

1 < 1 x 10 0 - < 1,0 x 10 < 1 x 10 0-1 x 10 15,000 0,9999 ns

2 < 1 x 10 0 - < 1,0 x 10 < 1 x 10 0-1 x 10 15,000 0,9999 ns

3 1,5 x 102 1 - 4 x 102 1,2 x 103 8,8 x 102  - 1,6 x 103 25,000 0,0079 *

4 < 1 x 10 < 1 - 1,1 x 10 1,8 x 10 <1 - 2,7 x 10 22,00 0,0397 *

UFC/mL= Unidades formadoras de colonias por mililitro;  ns = No significativo;   *Significativo al 95% de confianza

Cuadro 2. Comparación del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (UFC/mL) en 
leche UHT en presencia y ausencia de Nisina.

Tiempo de 
incubación 

(min)

Temperatura 8 °C Temperatura 25 °C

Ausencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Presencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Estadístico 
U p

Ausencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Presencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Estadístico 
U p

0 1,8 x 102 <1 x 10 25,000 0,0079* 4,3 x 102 <1 x 10 25,000 0,0075*

30 1,5 x 102 <1 x 10 25,000 0,0070* 1,2 x 103 1,8 x 10 25,000 0,0078*
# valores expresados como mediana;  UFC/mL= Unidades formadoras de colonias por mililitro; * Significativo al 95% de confianza
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a 25°C. Esto coincide con Henderson et al. (2020) y 
Song et al. (2021), quienes reportaron un efecto bacte-
ricida transitorio contra L. monocytogenes y S. aureus, 
respectivamente, seguido de un nuevo crecimiento de 
células en matrices alimentarias y medios de labora-
torio suplementados con Nisina. 

Dentro de las razones posibles para el nuevo creci-
miento del patógeno después de una reducción signifi-
cativa inicial, se incluyen, entre otras, (i) las condiciones 
intrínsecas a la matriz del alimento que disminuyen la 
disponibilidad o actividad de la Nisina, y (ii) el estado 
fisiológico de las células que podría aumentar la tasa 
de supervivencia del cultivo. Por ejemplo, la unión de 
la Nisina a los componentes de la matriz alimentaria, 
como la grasa, lo cual puede disminuir la disponibi-
lidad de Nisina y, por tanto, su capacidad para unirse 
y matar la bacteria (Henderson et al. 2020). Es impor-
tante señalar que la influencia de la temperatura sobre 
la eficacia de inactivación de la Nisina es controvertida, 
mostrando incluso por ejemplo trabajos como el de 
Song et al. (2021), donde la inactivación de S. aureus 
por Nisina fue inicialmente rápida y luego lenta, pero 
en general, no hubo diferencias significativas en la 
reducción de S. aureus por Nisina bajo diferentes 
temperaturas de tratamiento (de 0 a 45ºC).  

Por otro lado, la Figura 1A evidencia el efecto del pH 4,5 
sobre el crecimiento de la cepa de S. aureus ATCC 25923 
en leche UHT en presencia y ausencia de Nisina (500 
UI/ mL). Se puede observar que si bien, el crecimiento 

en número de UFC/mL de S. aureus ATCC 25923 en 
ausencia de Nisina fue notablemente mayor al del 
ensayo con presencia de la misma, en ambos tiende 
a disminuir progresivamente, hasta llegar a bajos 
recuentos a las 24 horas de incubación. Esto indica que 
el pH 4,5 incide negativamente en el crecimiento de S. 
aureus ATCC 25923 con y sin Nisina, sin embargo, su 
efecto no es de inmediato pues se requieren más de 6 
horas de incubación para disminuir el crecimiento del 
patógeno, siendo totalmente completa la inhibición del 
crecimiento bacteriano en presencia de la Nisina. 

Estos resultados se justifican debido a que el aumento 
de la actividad antibacteriana de la Nisina a pH bajo es 
habitual, y se atribuye a que la actividad y estabilidad 
de la bacteriocina están estrechamente relacionadas 
con su estructura proteica. Por lo tanto, su actividad 
puede ser alterada por el pH. Por lo general, la Nisina 
es más estable a pH bajo (debido a que la proteína 
se protona a ese pH), por lo que mantiene su confor-
mación estructural original (Li et al. 2021; Song et al. 
2021).  

Es importante aclarar que el efecto favorable de la 
disminución del pH sobre la actividad de la Nisina no 
se puede adoptar de forma absoluta ya que esto varía 
de acuerdo al tipo de alimento, pues la composición y 
estructura de éste tiene un significativo efecto diná-
mico y factores de interacción importantes, pues los 
ingredientes presentes pueden favorecer o inhibir la 
acción de la bacteriocina como la glucosa o ácidos, 

Figura 1.  Comportamiento de la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en leche UHT a pH 4,5 (A) y 6,5 (B) en 
presencia y ausencia de Nisina.
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en la literatura se ha señalado que la estructura del 
alimento ejerce un efecto dinámico en el crecimiento 
de las bacterias y la difusión de las sustancias inhibi-
torias (Kirazli  y Tunca 2022).

Asimismo, la Figura 1B muestra el efecto del pH 
6,5 sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 25923 
en leche UHT en ambos grupos experimentales. 
Se observa que, en ausencia de Nisina, el pH no 
tiene incidencia en el crecimiento pues se registró 
un crecimiento progresivo del microorganismo. Sin 
embargo, en presencia de Nisina, el pH 6,5 influyó 
negativamente, logrando un descenso del creci-
miento, a partir de las 3 horas, no obstante, sin 
alcanzar la inhibición bacteriana total obtenida en 
el ensayo con Nisina a pH 4,5. 

Se sabe que S. aureus puede crecer en un inter-
valo de pH de 4,0 a 9,8 siendo el pH óptimo para su 
crecimiento, el comprendido entre 6,0 y 7,0 (Andrade 
et al. 2019), permitiendo, por tanto, una mayor proli-
feración de esta bacteria en la leche UHT a un pH de 
6,5 sin Nisina. En cuanto al efecto de la Nisina sobre 
el crecimiento del patógeno, a pH 6,5 se presentó una 
disminución de S. aureus, pero la actividad antimi-
crobiana de la Nisina no eliminó totalmente al pató-
geno. Tales resultados se explican ya que la Nisina 
es menos estable a un pH neutro o casi neutro, tal 
como el implementado en el ensayo, es decir, cuando 
aumenta el pH, la protonación de la Nisina se reduce 
y se polimeriza, lo que causa variaciones en su estruc-
tura y, por tanto, en la solubilidad y estabilidad de la 
Nisina, afectando su actividad antimicrobiana en la 
matriz alimenticia (Henderson et al. 2020).

Cabe destacar que, en todos los tiempos evaluados 
(de 0 a las 24 horas), tanto para pH 4,5 como para 6,5 
se obtuvo diferencias estadísticamente significativas 
en presencia y ausencia de la Nisina (P<0,05), siendo 
notablemente superior el número de colonias en 
ausencia de la bacteriocina evaluada (Cuadro 3). 

Finalmente, se puede decir que el pH 4,5 favoreció la 
actividad de la Nisina obteniéndose una mayor acción 
inhibitoria de S. aureus en comparación con el pH 6,5 
donde no fue posible la eliminación total del pató-
geno (100%) a las 24 horas tal como ocurrió a pH 4,5. 
El aumento de la actividad antibacteriana a pH bajo es 
habitual, de hecho, a pH 3 la Nisina posee la máxima 
solubilidad y estabilidad y se atribuye a que el pH bajo 
facilita el transporte de la bacteriocina a través de la 
pared celular (Ibarra et al. 2020). Además, Bautista y 
Barrado 2023 señalan que las bacteriocinas como la 
Nisina son estables a pH ácido debido a su adaptación 
al entorno natural en el que las BAL las producen. 

El presente estudio evidenció una disminución de los 
recuentos de S. aureus bajo condiciones de tempe-
ratura de refrigeración así como a un valor de pH 
4,5 por lo que, en tales condiciones, la aplicación 
de la Nisina resultaría en una mayor inocuidad así 
como una prolongación en el tiempo de vida útil del 
producto lácteo, sobre todo en productos artesa-
nales elaborados con leche cruda que puede estar 
contaminada con un microorganismo patógeno 
o que debido a malas prácticas higiénicas en la 
manipulación, distribución y almacenamiento de la 
materia prima, resulte contaminado el producto final 
(Alvares et al. 2022). Adicionalmente, los resultados 

Tiempo de 
incubación 

(horas)

pH= 4,5 pH= 6,5

Ausencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Presencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Estadístico 
U p

Ausencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Presencia 
de Nisina#

(UFC/mL)

Estadístico 
U p

0 1,1 x 103 1,7 x 102 25,000 0,0075* 1,2 x 103 1,3 x 102 25,000 0,0075*

3 8,7 x 102 1,0 x 102 25,000 0,0070* 4,0 x 103 1,8 x 102 25,000 0,0070*

6 2,3 x 102 4,5 x 10 25,000 0,0070* 6,6 x 103 1,2 x 102 25,000 0,0070*

24 <1 x 10 <1 x 10 15,000 0,9990 7,3 x 103 1,7 x 10 25,000 0,0079*
# valores expresados como mediana;  UFC/mL= Unidades formadoras de colonias por mililitro; * Significativo al 95% de confianza

Cuadro 3. Comparación del efecto del pH sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (UFC/mL) en leche UHT en 
presencia y ausencia de Nisina.
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obtenidos muestran que resulta necesario evaluar 
estrategias alternativas para superar las limitaciones 
de la Nisina cuando se use en productos lácteos 
como el queso fresco, ampliamente consumido en 
el país y cuyo pH cercano a la neutralidad, así como 
los componentes de la matriz alimentaria, pueden 
afectar la acción inhibitoria de la Nisina. Entre las 
alternativas se encuentran, la encapsulación de 
Nisina (Pandit 2021), así como la combinación con 
otros antimicrobianos (Sánchez et al. 2019), las 
cuales mejoren la eficacia del tratamiento y dismi-
nuyan la cantidad de microorganismos patógenos 
y alterantes.

CONCLUSIÓN

El presente estudio evidenció de manera experi-
mental el efecto inhibidor de la Nisina al generar 
una disminución de los recuentos de S. aureus bajo 
condiciones de temperatura de refrigeración, así 
como a pH 4,5 en leche UHT contaminada artificial-
mente, por lo que, en tales condiciones, la aplica-
ción de la Nisina en leche cruda y/o pasteurizada, 
empleadas como materia prima para la elaboración 
de derivados lácteos artesanales resultaría en una 
mayor inocuidad del alimento. Asimismo, resulta 
posible su uso para la inhibición de otros microor-
ganismos patógenos en otras matrices alimentarias.
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