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Introduccion y Objetivo

Los esporos bacterianos provocan alteraciones de los alimentos y toxiinfecciones alimentarias debido a su gran resistencia a los procesos de
conservacion [1]. No todos los esporos, ni tan siquiera de la misma suspensidon, germinan de manera sincronizada ni frente a los mismos estimulos, lo
que dificulta el uso de estrategias basadas en eliminar los esporos germinados, mas sensibles, aplicando tratamientos de menor intensidad [2]. Por el
momento, existen pocos datos sobre el efecto de otras condiciones de esporulacion, ademas de la temperatura, en la termorresistencia y su efecto en la
cinética de germinacion [3].

En este trabajo, se estudié el comportamiento de esporos de Bacillus subtilis 168 obtenidos en medios con actividad de agua reducida (a,,
con dos solutos, cloruro sédico y glicerol, en comparacidn con los obtenidos en condiciones 6ptimas (controles).

Resultados y discusion

= 0.98)

I Resistencia al calor I

Todas las suspensiones presentaron hombros en las termorresistencias
a 105°C, siendo éste mucho mayor en los esporos obtenidos a baja a,, con
ambos solutos (Fig. 1). Ademas, los esporos obtenidos a a,, reducida con
glicerol resultaron ser los que presentaban un mayor valor Z (9,4°C frente
a 7,6°C en los controles). El contenido en acido dipicolinico (DPA) de los
esporos obtenidos en glicerol (1,3 pg/esporo) y cloruro sédico (1,0
pg/esporo) fue mayor que en los controles (0,8 pg/esporo), lo que podria

explicar, al menos en parte, la mayor resistencia al calor de las
suspensiones obtenidas a baja a,, [4].
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Figura 1. Grafica de supervivencia a 105°C en tampo6n Mclvlaine de pH 7.0
de las suspensiones control (A) y obtenidas a a,, reducida en presencia de glicerol
(=) o cloruro sddico (e). Se muestra la tendencia promedio y la desviacién
estandar de tres réplicas bioldgicas

| Germinacién: Nutrientes |

La cinética de germinaciéon se estudi6 mediante la monitorizacién del :
descenso de la densidad éptica (DO, 600 nm) y/o la liberacién de DPA por :
fluorometria con TbCl. El porcentaje de esporos germinados al final de cada :

ensayo fue confirmado por recuento microscépico.

La germinacién inducida por L-valina, L-alanina y AGFK (L-asparagina,

D-glucosa, D-fructosa y potasio) resulté ser deficiente en todos los esporos :
en comparacién con los obtenidos en condiciones :

obtenidos a baja a,
oOptimas (Fig. 2). Por el contrario, en caldo nutritivo enriquecido con
extracto de levadura (CNEL), los esporulados en presencia de cloruro
sodico presentaron una mayor velocidad de germinacion que los controles
(Fig. 2).
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Figura 2. Cinéticas de germinacion a 37°C de las suspensiones de esporos
obtenidas en condiciones éptimas (A) y a a,, reducida en presencia de glicerol (=) o
cloruro sddico (e) frente a distintos nutrientes: A) Caldo nutritivo suplementado con
extracto de levadura, B) L-alanina, C) L-valina y D) AGFK. Se muestra la tendencia
promedio y desviacidn estandar de tres réplicas bioldgicas.

I Germinacién: Ca-DPA |

La germinacion inducida por dipicolinato calcico (Ca-DPA) fue inferior en
los esporos obtenidos a baja a, (Fig. 3), lo que podria indicar diferencias
estructurales en el cortex o deficiencias en los enzimas liticos del cortex

[5].
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Figura 3. Cinéticas de germinaciéon inducida con Ca-DPA a 30°C de las
suspensiones de esporos obtenidas en condiciones 6ptimas (A) y a a, reducida en
presencia de glicerol (u) o cloruro sédico (). Se muestra la tendencia promedio y la
desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas

] -Los esporos obtenidos a baja a,, con glicerol o cloruro sédico presentan :
‘una mayor termorresistencia a 105°C, y aquellos obtenidos con glicerol un :
:mayor valor Z, que los esporos obtenidos en condiciones 6ptimas. H

-Los esporos obtenidos a baja a, muestran una menor velocidad de:
:germinacién con L-alanina, L-valina, AGFK y Ca-DPA que los obtenidos en:
:condiciones éptimas. Unicamente las suspensiones esporuladas con cloruro
:sédico germinaban mas rapido en CNEL que los controles. E

-Estos resultados muestran la relevancia de la a, durante la:

:esporulacién en la resistencia de los esporos y en la heterogeneidad de:
:germinacién, factores que condicionan el disefio de estrategias orientadas :
:al control de esporos en la industria alimentaria. H
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