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CATEDRA DE INDUSTRIAS DE LA LECHE, CARNE Y PESCADO

Profesor Encargado de Curso: Dr. F. Rejas Garcia

Contribucién al Estudio de algunos factores que
influencian a la nisina en la prevencién de la
hinchazén butirica de los quesos

por F. Rejas Garcia

En el Gltimo decenio son muy numerosas las investigaciones que
sobre el papel que puede jugar la nisina en la lucha contra la hinchazén
tardia de los quesos, han realizado numerosos autores extranjeros y es-
paiioles, Ante lo sugestivo del tema. y por la importancia que tiene en
la industria quesera, hemos querido aportar nuestro grano de arena en
estas investigaciones. tocando algunos puntos poco investigados, o aque-
llos que puedan tener algin interés para la industria quesera espaiiola.

En la redaccién de este trabajo, haremos en primer lugar una
somera revision de las investigaciones realizadas por diversos autores, y
a continuacién daremos cuenta de los resultados por nosotros conseguidos.

Historia de la nisina—La nisina es una substancia inhibitoria
para diversos microorganismos. producida por Strep. lactis del grupo N.
Los efectos de esta substancia fueron observados por primera vez en
1933 por WHITEHEAD y RIDDET en Nueva Zelanda. Mas tarde MEANWELL
(1943) en Inglaterra aisla diversas cepas productoras en la leche y equi-
po lechero. Por fin en 1944 MaTTick y HirscH aislaron esta substancia y
la denominaron nisina. y en 1952 la casa inglesa Aplin y Barret Lda. pa-

tenta los procedimentos de fabricacién industrial.
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En estos iltimos afios han sido realizadas mas amplias investi-
gaciones por el Instituto Nacional de Investigaciones Lecheras de Rea-
ding (Inglaterra): por Hirscu; BERRIDGE: NEWTON y ABRAHAM; LI
LLEY; CHEVALIER, FOURNAUD, LAFEBVRE y Mocquor; v otros.

Naturaleza y propiedades.—La nisina es un polipeptido, con un
peso molecular de alrededor de 10.000. compuesto por los siguientes
aminoacidos: Leucina, valina, alanina, elicina. prolina, acido aspartico,
histidina, lisina, acido glutamico, serina, metionina, lantionina y alan-
tionina. Posee un espectro antimicrobiano no demasiado amplio, en el
que se incluyen numerosas especies del género Clostridium,

Es escasamente soluble en agua, ligeramente en tampones a pH
4.2-5,6, y amplia y rapidamente en acido clorhidrico 0,02M.

Es bastante estable al calor, y en medios acidos, la alcalinidad,
sin embargo la afecta bastante. En medio proteico a 100° C. son necesa-
rias, para la completa desactivacién. dos horas a pH 8, una hora a pH
9y 30 minutos a pH 10. A pH 2 resisten perfectamente 100° C durante

30 minutos, y después de una hora a pH 6 solamente se desactiva el 25
por ciento,

Es completamente atoxica, y debido a su sensibilidad a la ptia-
lina, a su digesticén or la tripsina. a su destruccién por numerosos lac-
tobacilos, estreptococos y levaduras. y a su inestabilidad a pH 7, hace

que apenas afecte a la flora intestinal al ser ingerida en los productos
lacteos.

Empleo de la nisina en la lucha contra la hinchazén tardia de
los quesos.—La hinchazén tardia de los quesos es una alteracion de los
mismos producida por los CL butiricum y tirobutiricum, que se carac-
teriza por un abombamiento més o menos tardio del queso, en general
cuando por la maduracién del mismo el pH de la pasta se encuentra
proximo a la neutralidad. El abombamiento es producido por el gas for-
mado a partir de la lactosa y lactatos.

En el queso pueden aparecer otras alteraciones motivadas por
clostridios, podredumbre y putrefacciones, de las cuales es responsable
el Cl. sporégenes, colaborando con él otros diversos clostridios, CI. pu-
trefaciens, Cl. sphenoides, multifermentans, etc.

En numerosas ocasiones en los quesos puede existir un desarro-
llo no demasiado amplio de clostridios. sin alteraciones demasiado ma-
nifiestas, por lo que pudiera a primera vista inducir al consumo de
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estos quesos; debemos pensar sin embargo que son numerosas las cepas
toxicas de clostridios encontradas en el queso.

Para evitar el desenvolvimiento de clostridios en los quesos se
han seguido dos directrices, O bien evitar que la leche se f:ontamine por
los mismos, o intentar su destruccién en la leche contaminada y evitar
su desenvolvimiento en el queso.

La primera directriz ha sido seguida en diversas zonas queseras
de algunos paises europeos, eliminando las fuenffs de contarr.nnacm.n
de la leche en la granja, prohibiendo la alimentacién con forrajes ensi-
lados y realizando un ordefio higiénico.

En la segunda, se han empleado diversos artificios con mas o me-
ros éxito, Vamos a pasar una breve revista a los mas importantes..

La pasterizacién de la leche, incluso a temperaturas superiores
a 100°, no ha resuelto el problema, porque no existe garantia de la total
destrur;cic’m de los esporos, porque crea al eliminar el oxigeno un verda-
dero ambiente anaerobio, facilitando la germinacién de los esporos no
destruidos, y finalmente, porque al producirse una fuerte alteracién de
las proteinas la estructura del queso serd deficiente y con una fuerte
pérdida de sabor y aroma. 3 .

Se ha ensayado una reduccién del pH y la adiccion de diversas
sales. La reduccién del pH a niveles suficientes es incompatible con la
calidad del queso, y la adiccién de sales crea serias dificultades en el
proceso de fabricacion.

El uso de agentes oxidantes, agua oxigenada, superfosfatos, bro-

matos, nitratos, cloratos y cloritos, ha sido propugnado por diversos
investigadores. Tienen el inconveniente de que pueden ser toxicos y de
aue su uso estad prohibido por las diversas legislaciones.
) Finalmente, en este Gltimo decenio, numerosos investigadores en
diversos paises europeos, Alemania, Holanda, Dinamarca, Austria, Sui-
za, Italia, Grecia y Espafia, han utilizado la nisina en la lucha contra el
abombamiento tardio de diferentes quesos, Enmenthal, Gruyere, Edam,
Gouda, Tilsit, Parmesano, Grana, Manchego, y otros, aparte de los que-
sos fundidos. .

La nisina puede utilizarse en forma cristalizada o bien medlaflt.e
la incorporacién a la leche de cepas de Strp. lactis productoras dte nisi-
na. Parece ser que son suficientes concentraciones de 80 a 150 unidades
Reading por gramo de queso, para protegerle suficientemente contra la
contaminacién butirica.
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La desactivacién de la nisina en los quesos es pequefia y a largo
p}azo, y puede ser activa indefinidamente sino existen gérmenes de=:c-
tivamentes, o si el pH no es superior a siete. i )

Los gérmenes desactivamentes de la nisina son muy diversos
En los quesos naturales los que mds importancia tienen son determina-.
das especies de lactobacilos, y casi todos los Streptococus lactis no pro-
d}lc'tores de nisina. El Lact. casei parece ser que a veces protege a la
nisina de su desactivacién por el Lact. plantarum, aunque otras :o deja
que actue sobre los clostridios. sin llegar a desactivarla. En los uesis
fundidos los gérmenes desactivantes mas frecuentes son | qS
faecalis. B

De primera impresion parece que la nisina sélo ofrece ventajas
en !a lucha contra la hinchazén tardia, y que no presenta ningin incon-
\emeflte. Sin embargo, es preciso hacer constar que son nur:erosas las
espem.es productoras de acido lactico, estreptococos y especialmente lac-
t?b.acﬂos, que son inhibidas por la nisina, lo cual puede dar lugar a de-
ficientes e incorrectas fermentaciones en los quesos. Este puntoo parece
ser que ha sido obviado mediante la incorporacién a la leche de cepas
de lactobacilos resistentes a la nisina, las cuales pueden ser ad uirig

en los laboratorios preparadores (Aplin y Barred Lid.) ! .

PARTE EXPERIMENTAL

. Los o%)]etlvos que nos marcamos al iniciar este trabajo, fueron
nTtentar averiguar el modo de accién de la nisina frente a los clostri-
(;]105, la influencia del método peréxidocatalasico, tan empleado en Espa-
fia en la leche destinada a queseria, sobre la actuacién de la nisina y
la influencia que las sales fundantes mas comunes pudieran tener sol;re
la a(ftuacmn de este antibidtico, en vista a su aplicacién en los quesos
fundidos.
Para ello trabajamos con nisina, amablemente facilitada para
estos ensayos por su laboratorio preparador Aplin y Barred Ltd y con
. ”

dos cepas de Cl. butiricum, una procedente de la ATCC, y otra aislada
por nosotros de un queso abombado.
) Preparacion de las soluciones de nisina.—Hemos podido compro-
ar la e - .. . .

: sI(-:Iasa SOlll.blllda(] de la nisina en agua destilada. e incluso en tam.
pén a P 4,5. Sin embargo, como se solubiliza perfectamente, en con-
centraciones de 1.000 g. por c. c., en solucién 0.02 M de acido clor-
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hidrico, todas las soluciones de nisina que hemos tenido que realizar para
desarrollar este trabajo, se han hecho en este disolvente previamente
esterilizado.

Técnica de trabajo—Las dos cepas de Cl. butiricum se han cul-
tivado sobre AC medium Difco, con el que se obtienen cultivos lujurio-
sos en 48-72 horas.

Las pruebas se han realizado sobre leche estéril, leche natural, y
en algunos casos sobre Fluid thioglicolate medium Difco. En todos, so-
bre un volumen de 20 c. c., en tubos de ensayo de 18 por 180 mm.

Una vez agregado el antibiético al medio, y sembrado, se homo-
geiniza abundantemente con pipeta estéril, al objeto de que tanto el anti-
bistico como el germen queden ampliamente distribuidos. Se ensay6 en
un principio la regeneraciéon del medio por ebullicién en bafio maria
después de la homogeneizacion, Como los resultados eran idénticos si
se suprimia esta operacién adoptamos esto Gltimo en las técnicas de
irabajo.

La siembra se realizé con dos gotas de cultivo, de 96 horas de
edad, y con un 90 por ciento aproximadamente de células esporuladas
y el resto en forma vegetativa, Como en ensayos previos, las dos cepas
tienen un comportamiento muy semejante, la siembra se realizé con una
mezcla de los dos cultivos a partes iguales.

Concentracién inhibitoria y forma de inhibicion—El Cl. butiri-
cum provoca en la leche estéril una alteracion manifiesta, con produc-
cién de gas. coagulacién y digestion parcial de coagulo posteriormente.
Sobre el medio thioglicolato, produce un crecimiento caracteristico con
produccién abundante de gas.

La dosis inhibitoria de estas alteraciones fue determinada con
concentraciones de antibiético intermedias entre uno y 300 p g/cc., la
concentracién inhibitriz de crecimiento bacteriano y alteraciones en la
leche es de 250 g g/cc., mientras que para el medio thioglicolato fue
suficiente 1 1 g/cc.

Estos resultados nos hicieron pensar en una posible desactivacion
o inhibicién del antibiético en presencia de la leche. Para comprobarla,
previa puesta a punto de una técnica de valoracién turbidimétrica e la
nisina, pudimos observar que inmediatamente de disolver nisina en le-
che estéril, en concentracién de 100 y g/cc., solamente se detecta el 50
por ciento, y con un tiempo de contacto de 24 horas solamente el 10
por ciento. El por qué de esta desactivacion nos es desconocido, y si
ros es posible averiguarlo, serd motivo de otra publicacion.
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' En la valoracién, inspirdndonos en las investigaciones de Ber-
rldge, empleamos el método turbidimétrico, con una cepa de Strep. aga-
lactiae de nuestra coleccién como germen sensible, cultivando so]?re
Penassay broth Difco en bafio maria a 37° y realizando la lectura en
Lumetron a una edad de incubacién de una hora. Es preciso (Fig. 1)
realizar la lectura como méximo a la hora de incubacién, si dese:\mos
obtener curvas de transmisién lo més rectas posibles, a fin de evitar
errores de valoracién,

Sobre la forma de inhibicién por la nisina de las alteraciones
en la leche estéril sembrada con Cl. butiricum hemos podido comprobar
(Tabla I) que cuando no existe alteracién manifiesta el desenvolvimien-
to bacteriano es nulo, y que cuando la leche esta alterada el crecimiento
bacteriano es idéntico en todas las concentraciones de nisina. Solamente
se puede advertir un ligero retardo en la manifestacién de las alteracio-
nes, con idéntico crecimiento bacteriano, cuando la concentracién de
nisina es préxima a la concentracién inhibitoria. Estos resultados nos
hacen suponer, contrariamente a otras opiniones (KosikowskI y Moc-
QI:IOT), que la nisina actiia sobre el Cl. butiricum, inhibiendo su creci-
miento pero sin afectar al metabolismo proteico e hidrocarbonado del
mismo. (La determinacién del crecimiento se ha realizado por el méto-
do de Breed, previa homogeneizacién por turmidizacién de la muestra).

N Influencia del método peréxidocatalasico sobre la accién de la
nising.—En vista del gran interés que presenta el método peréxidocata-
lasico de Rosell en el tratamiento de la leche destinada a queseria, y a
que su practica aumenta de dia en dia en nuestra Patria, hemos qu;rido
investigar la influencia que pudiera tener sobre la accién de la nisina.

La técnica de trabajo fue la que sigue. Se utilizé H, O, de 120 V,
en concentracién al 0,2 por ciento sobre leche estéril y natixrai, con tiem-
pos de actuacién entre una y tres horas. Posteriormente fue totalmente
desdoblada por medio de catalasa, preparada por nosotros a partir de
c'.ul.tivos de propionibacterium, y a continuacién se sembré con el Cl. bu-
tirtcum y se le incorporé la nisina,

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 11 y III.

De ellas se deduce que no existe influencia alguna del método
perdxidocatalasico sobre la accién de la nisina.

Sin embargo de la tabla III se pueden obtener conclusiones muy
sugestivas. En efecto, se observa, en todos los casos que se agrega nisina
a la leche natural, esté o no tratada con H, O,, y esté o no inoocuolada con
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Cl. butiricum, que aparece una fermentacién totalmente diferente a la
conseguida en la leche natural sin nisina este o no sembrada con Cl. bu-
tiricum, y totalmente diferente a la clasica del Cl. butiricum sobre leche
estéril. Se comprueba, ademds. que en todos los casos de fermentacion
anormal con coincidencia de presencia de nisina en la leche, la flora
microbiana de la misma es rica en gérmenes diversos y pobre en estrep-
tococos y lactobacilos. Por el contrario, cuando la nisina estd ausente
de la leche, la flora microbiana final es rica en estreptococos y lactoba-
cilos y muy pobre en gérmenes diversos, Estos fenémenos parecen indi-
car que la presencia de nisina inhibe el crecimiento de estreptococos
y lactobacilos lacticos, actuando entonces el resto de la flora microbia-
na de la leche que se manifiesta con coagulacién de la misma, forma-
cién de gas, y digestién del coagulo.

La inhibicién del CL butiricum en esta experiencia, suponemos
sca debida a la réapida y fuerte acidificacion del medio por la flora nor-
mal de la leche. Para comprobarlo realizamos un ensayo sobre la in-
fluencia del pH de la leche en la inhibicion del CL. busiricum. Trabaja-
mos con leche estéril acidificada posteriormente con acido lactico a los
pH deseados. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1V, y de
ella se puede deducir que es suficiente un pH de 6,25 para inhibir las
alteraciones de la leche y el crecimiento bacteriano.

Influencia de las sales fundentes sobre la accion de la nisina.—
Al propugnarse el empleo de la nisina en la preservacion de hinchazo-
nes butiricas de los quesos fundidos, hemos deseado comprobar si las
salcs fundentes clasicas, fosfato bisédido y citrato sédido, influenciaban
0 no la accién de la nisina frente al Cl. butiricum,

Para ello hemos trabajado sobre leche estéril, a la que se adic-
cioné las sales fundentes estériles, y con una concentraciéon de nisina
de 100 p g/cc.. mas baja de la concentracion inhibitoria,

Los resultados se muestran en las tablas V, VI y VIL Y de ellas
podemos deducir que el fosfato bisédico actiia, aunque con poca inten-
sidad, sinérgicamente con la nisina, ya que es suficiente un uno por
ciento del mismo con 100 i g/cc. de nisina para inhibir el crecimiento
bacteriano y las alteraciones, mientras que es necesaria una concentra-
cién del tres por ciento de fosfato bisédico para que por si solo sea ca-
paz de provocar la inhibicion.

El citrato sédico, sin embargo, actia con mas intensidad siner-
gicando la accién de la nisina, ya que es suficiente una concentracién
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del 0,1 por ciento con 100 1 g/cc. de nisina para inhibir crecimiento
y alteracion. Por si solo se necesitan concentraciones del 0.5 por ciento.

Utilizando las dos sales fundentes a partes iguales, se ohserva,
tabla VII, que la fuerte accién inhibitoria del citrato se encuentra fuer-
temente disminuida por la accién del fosfato, necesitindose concentra-
ciones de la mezcla de las dos sales del uno por ciento con 100 p. g/cc.
de nisina para eliminar el crecimiento bacteriano y la alteracién. Por
si sola es necesaria una concentracién del tres por ciento para lograr
los mismos efectos.

— 178 —

Horas
{ralamiento

TABLA 1

ACCION DE LA NISINA SOBRE LECHE ESTERIL SEMBRADA CON
CL. BUTIRICUM

Nisina Incubacién a 37" Crecimiento bacteriano
|- glce. 48 h 72 h. 9 h alas96 h.

100 G GCD GCD IS

150 G GCD GCD 44

200 N G GCD + +

250 N N N —

300 N N N —

N= Normal. G= Gas. C= Coagulacién. D= Digestién del coagulo

TABLA 11

INFLUENCIA DEL METODO PEROXIDOCATALASICO SOBRE LA
NISINA (Leche estéril con Cl. butiricum)

Tratamiento Nisina Incubacidn a 370 Crecimiento
H, O, -Horas & glcc 48 h. 72h. bacteriano 72 h.
1 100 GCD GCD 44
1 — GCD GCD + +
2 100 GCD GCD + o+
2 s GCD GCD + o+
3 100 GCD GCD 4+ o+
3 — GCD GCD NS
— 100 GCD GCD a1
= GCD GCD 4o+
TABLA 111

INFLUENCIA DEL METODO PEROXIDOCATALASICO SOBRE LA
ACCION DE LA NISINA. (Leche no estéril)

Nisina Siembra
1 buti-

Incubacién a 37° Crecimiento bacteriano

. . glce ricum 24 h. 48 h. 7!h. Es:;i%tso- Laccit]gls:a Gd?::anresggs
3 100 + GA-CD GACD GACD + + 4
3. — + C c C ++++ ++  +
— 100 + GACD GACD GA-CD + 4t
- 100 — GACD GA-CD GACD -+ 4+ ++++
- — 4+ C C C  ++++ ++  +

+H++ ++

— C C c
GA= Gas atipico. -
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TABLA 1V TABLA VI
INFLUENCIA DEL pH EN LA ALTERACION DE LA LECHE POR
EL CL. BUTIRICUM. (Leche estéril acidificada con écido lactico) IRELUENCIA DEL CITRATO SODICO SOBRE LA ACEION DE LA
NISINA. (Leche estéril sembrada con Cl. butiricum)
pH inicial Incubacidn a Crecimiento pH Final
37°73 h. bacteriano Nisina Citrato pH Incubaciéna 37° o
6.40 GCD i 5,20 gice.  SOHICC inicial 4\ sho T s Borss  Sactoriane
g‘gg ﬁ - 2(1): 10 01 65 N N N N 640 —
5,75 N o 5’80 — 01 6,75 N GCD GCD GCD 5,00 + +
5.50 N o 5’55 100 0,5 695 N N N N 6,45 —
5:25 N B 5’30 — 05 695 N G G GC 510 4+
500 N B 5’15 100 1 705 N N N N 6,50 —
’ ’ — 1 7,05 N G G G 5,25 —+
! 100 3 730 N N N N 6,80 —
TABLA V — 3 1730 N N N N 6,80 —
100 6 735 N N N N 6,90 —
INFLUENCIA DEL FOSFATO BISODICO SOBRE LA ACCION DE LA — 6 1735 N N N N 6,90 _
NISINA, (Leche estéril sembrada con Cl. butiricum)
Nisina Fosfato pH Incubaciéna 37° pH Crecimien-  Cbserva-
B gice BSOS nicial by ey sp ogn, 9N fPACte ciones TABLA VII
100 0,1 68 N G GCD GCD 5 4+ INFLUENCIA DEL FOSFATO BISODICO Y CITRATO SODICO
— 01 68 N GCD GCD GCD 495 4+ + SOBRE LA ACCION DE LA NISINA
100 05 695 N N GC GCD 5 ++ (Leche estéril sembrada con Cl. butiricum)
— 05 69 N GCD GCD GCD 495 4+
100 1 7,1 N N N N 6,5 —_— Nisina Fosfato Citrato pH Incubacién a 370 pH. Crecimien- Obser-
— 1 71 N GC G6C GC 3520 ++ poerioc BooL, SO dnicisl hipyep o gan osh %P Pfime e
100 3 7.3 *oo® * ¥ 6,9 — * alterada
— 3 713 * *G *G "G 590 4+ CFyLe 100 0,05 005 675 N N  GCD GCD 490 -+ +
100 6 75 * * g * 7,20 _ - — 0,05 0,05 6,75 N GCD GCD GCD 5,0 4+
— 6 75 * * * # 7,30 _ i 100 0,25 025 690 N N G GCD 5,05 + +
— 025 025 69 N G GCD GCD 510 + +
100 05 05 7,060 N N N N 6,50 —
— 05 05 1705 N G G G 530 -+ *
100 1,5 15 740 * * ’ * 680 — oo
— 15 15 740 * * * * 670 —
100 3 3 760 * * » * 7,0 — id. id.
— 3 3 760 * * * * 7,0 — id. id.
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio experimental de la accién de la nisina
frente al Cl. butiricum. investigando diversos factores que pueden in-
fluenciar el empleo de este antibiético en la lucha contra la hinchazén
tardia de los quesos naturales y fundidos.

Se ha comprobado que la nisina actia impidiendo la reproduc-
cién bacteriana, pero no afecta al metabolismo hidrocarbonado de Ia
célula,

La concentracién de antibiético inhibitoria del desenvolvimiento
bacteriano es diversa y en dependencia con el medio cultivo utiliza-
do. En leche son necesarias concentraciones 250 veces mas altas que en
medios de cultivo para anaerobios, posiblemente debido a una desacti-
vacion o inhibicion del poder antibiético de la nisina en contacto con la
leche, ya que por valoracién turbidimétrica nos ha sido imposible de-
tectar més del 10 por ciento de la nisina puesta en contacto con leche
estéril durante 24 horas.

Se ha comprobado la influencia del método peroxidocatalasico
sobre la accién de la nisina, no apareciendo accién sinérgica alguna, Por
el contrario, las sales fundentes, fosfato bisédico y citrato sédico, ac-
tian sinérgicamente con el antibidtico, levemente la primera y con gran
intensidad la segunda,

RESUME

On a effectué une étude expérimentale sur action de la nisine
contre le Cl. butiricum et 'on a examiné les différents facteurs qui peu-
vent influencer ’emploi de cet antibiotique dans la lutte contre le gon-
flement butyrique des fromages naturels et fondus,

On a constaté que la nisine agit en empéchant la reproduction
bactérienne mais elle n’affecte pas le métabolisme hydrocarboné de la
cellule,

La concentration d’antibiotique inhibitoire du développement
bactérien est variable et dépend du milieu de culture utilisé. Dans le
lait, il est nécessaire employer des concentrations 250 fois plus éle-
vées que dans les milieux de culture employés pour des anaérobies; cela
est dii probablement & une desactivation ou inhibition de la force anti-
biotique de la nisine en contact avec le lait, puisqu’il nous a été impo-
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ssible de détecter. au moyen d’une détermination turbidimétrique, plus
d’un 10 % de la nisine mise en contac avec du lait stérile pendan
24 heures.

On a constanté aussi 'influence de la méthode peroxyde-catala-
se sur I’action de la nisine, sans qu’il y ait eu aucune action synergique.
Au contraire, le sels de fonte, le phosphate bisodique et le citrate sodi-
que agissent synergiquement avec |’antibiotique, 1égérement le premier
et avec grande intensité le second.

SUMMARY

We have carried out an experimental study on the action of ni-
sine against the CL. butiricum and examined the various factors which
may influence the use of this antibiotic in the strife against the clostri-
dial blowing of original and processed cheese.

It has been found that nisine operates counteracting the bacte-
rial reproduction but it does not affect the hydrocarbonaceous metabo-
bolism of the cell.

The inhibitory antibiotic concentration of the bacterial development
is variant and it depends on thhe culture medium used. In milk it is
necessary to use concentration 250 times higher than those used in cul-
ture media for anaerobes: this is probably due to a disactivation or in-
hibition of the antibiotic strength or capacity of nisine which is in con-
tact with the milk, as we have not been able through a turbidimetric ti-
tration, to detec more than a 10 % of the nisine in contact with sterile
milk for 24 hours.

The influence of the peroxide-catalase-method on the action of ni-
sine has also been found. without any synergic action present. On the
contrary, the fluxing salts, bisodic phosphate and sodic citrate operzilte
synergically with the antibiotic, slightly the former and with great in-

lensity the latter.
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