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INFLUENCIA DEL pH DEL MEDIO DE ESPORULA-
CION SOBRE LOS PARAMETROS DE RESISTENCIA
AL CALOR PARA Bacillus cereus.

(THE INFLUENCE OF THE pH OF SPORULATION
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SUMMARY

Heat resistance of Bacillus cereus ATCC 4342 spores produced at different pHs of
sporulation was investigated. D-values were very influenced by the pH of the
medium, showing differences of about six-fold. The pH of sporulation medium
which yielded the most thermoresistant spores depended on the type of medium used,
7,5 with nutrient agar and 6,2 with Angelotti medium. z-Values were not significantly
affected.

RESUMEN

Se investigé la resistencia al calor de los esporos de la cepa ATCC 4342 de
Bacillus cereus a diferentes pHs de esporulacién. El pH del medio afecté notable-
mente a los valores D, con diferencias en los casos mds extremos de hasta unas seis
veces. El pH de esporulacién al que se obtuvieron los esporos més termorresistentes
fue muy dependiente del medio utilizado, 7,5 en agar nutritivo y 6,2 en el medio de
Angelotti. Los valores z no resultaron afectados.
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INTRODUCCION

Los escasos estudios realizados para determinar la influencia del pH del medio de
esporulacién sobre la resistencia al calor de los esporos bacterianos han dado resul-
tados contradictorios. En ciertos casos no se detectd ninguna influencia % "', pero
en otros se sefialé un importante efecto del pH sobre los valores D »* ™. Entre estos
iltimos autores existen también divergencias relativas al pH al que los esporos
adquieren la mayor tolerancia térmica, cercano a la neutralidad * ™ o a pHs mds alca-
linos ™.

Bacillus cereus es un gérmen con gran interés sanitario -provoca toxiinfecciones
alimentarias que cursan con un sindrome emético o diarreico, segin la cepa causan-
te- y tecnoldgico -aparece implicado en alteraciones de leches y productos lacteos
tratados a temperaturas ultraclevadas '*"* y otros alimentos*-. Sin embargo, los auto-
res del presente articulo no han podido encontrar ningiin estudio de esta naturaleza
realizado con él, por lo que los datos que aqui se aportan son, aparentemente, los tini-

cos existentes sobre la influencia del pH de esporulacidn sobre los valores D y z para
los esporos de este microorganismo.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos

Se utilizé 1a cepa ATCC 4342 de Bacillus cereus. Los microorganismos se man-
tuvieron liofilizados en ampollas de vidrio bajo refrigeracién hasta su uso.

Suspensiones de esporos

Las suspensiones de esporos se obtuvieron en frascos de Roux que contenfan cada
uno 250 ml de dos medios de esporulacién: agar nutritivo suplementado con | ppm
Mn* a 40°C y medio de Angelotti * a 35°C. Las temperaturas se seleccionaron asf

debido a que en un estudio previo resultaron ser las mas adecuadas para la obtencién
de la mayor termorresistencia.

Los pHs estudiados fueron 5.,4: 6,2 (natural del medio de Angelotti); 6,4; 6,8 (natu-
ral del agar nutritivo): 7,6 y 8,2. El ajuste de pH se realiz6 con HCl u OHNa I N.

Los medios se sembraron con un cultivo crecido en caldo nutritivo, a las tempe-

raturas de 35 o 40°C, que procedia de una tnica colonia de 24 h aislada en agar nutri-
tivo.

Cuando 1a esporulacién alcanzé el maximo porcentaje, los esporos se extrajeron
con tampén Mcllvaine pH 7,0 ayuddndonos con perlas de vidrio, centrifugando una
vez a 600 x g durante 5 min y otras tres veces a 2500 x g 15 min. Los esporos se dilu-

yeron finalmente en tampén Mcllvaine pH 7,0 para dar una concentracién final de
105107,
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Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos se llevaron a cabo en un termorresistémetro TR-SC ¥,
en un rango de temperaturas comprendido entre 95 y 114°C. El medio de calenta-
miento fue tampdén Mcllvaine pH 7.0.

Incubacion y recuento de supervivientes

Los esporos que sobrevivieron al calentamiento se incubaron en agar nutriivo a
30°C. Las colonias se contaron por retroproyeccién de las placas®

Determinacidon de los valores Dy z

Los valores D (tiempo necesario para que una poblacién de microorganismos dis-
minuya a una décima parte) se determinaron a partir de la inversa de la pendiente de
las grificas de supervivencia. En ocasiones las grificas presentaron fenémenos de
colas, que no se tuvieron en cuenta a la hora de calcular los valores D.

Los valores z (aumento de temperatura necesario para que el logaritmo del valor
D disminuya a la décima parte) se calcularon a partir de la inversa de la pendiente de
las rectas de termodestruccién. Las pendientes de las mismas se compararon estadis-
ticamente por el test de paralelismo.

RESULTADOS

En las tablas 1 y 2 aparecen reflejados los valores D obtenidos para los dos medios
ensayados a los diferentes pHs de esporulacion y temperaturas de tratamiento. Puede
apreciarse en ellas que se produjeron cambios importantes en los tiempos de reduc-

cién decimal con el pH de esporulacién y que el efecto fue algo diferente segtn el
medio utilizado.

Tabla I
Efecto del pH del medio de esporulacion sobre los valores D obtenidos para los

esporos de la cepa ATCC 4342 de Bacillus cereus producidos en Agar Nutritivo
suplementado con 1 ppm Mn*+,

pH Dog Dygp Dio2 Dio6 Diio Di1g
5.4 4,42 1,77 — 0,25 0,10 I
6,2 S 2 T3 1,58 0,51 0,16 0,041
6,8 R 4,79 2,11 0,55 0,20 0,075
7.6 - 6,32 3,66 1,15 0,23 0,072
8,3 2,29 1,13 0,49 0,15 0,056 a1
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Tabla II
Efecto del pH del medio de esporulacién sobre los valores D obtenidos para los
esporos de la cepa ATCC 4342 de Bacillus cereus producidos en medio de

Angelotti.

pH  Dgs Dog Dipo D2 Djos Do Dijg
54 11,00 4,02 2,43 1,40 0,39 0,13 0,045
62 —— 12,83 6,69 3,65 1,09 0,28 0,090
6,4 —— 643 330 2,30 0,61 0,19 0,048
68 986 294 1,64 1,01 0,31 0,10 0,039
7,6 9,07 3,10 1,90 1,04 0,31 0,11 0,039

En agar nutritivo, el incremento de la concentracién de hidrogeniones entre 5,4 y
7,5 implicé la obtencién de valores D progresivamente mayores, llegando a ser casi
6 veces mds altos en el caso mds extremo. Sin embargo, la alcalinizacién del medio
por encima de 7,5 resulté en un descenso de los mismos a valores cercanos a los que
poseian los esporos procedentes del medio mds dcido.

En el medio de Angelotti, se observé un efecto similar, pero el pH al que se pro-
dujeron los esporos mds tolerantes al calor fue 6,2. En condiciones mds basicas hubo
un descenso de los tiempos de reduccién decimal hasta pH 6,8.

Los valores z oscilaron entre 7,4°C y 8,1°C en el medio de Angelotti y entre 7,0°C
¥ 7.8°C en agar nutritivo. Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente sig-
nificativas, como puso de manifiesto la comparacién entre las pendientes de las dis-
tintas rectas de termodestruccién (figura 1) por el test de paralelismo.

DISCUSION

Los resultados anteriores estdn claramente en la linea de los publicados por los
autores que han encontrado modificaciones importantes en la termorresistencia de
los esporos en funcién del pH a que fueron obtenidos ™*". El mecanismo por el que
ocurre este fenémeno se ha discutido mucho, pero aun no se conoce. Craven’ ha
sugerido dos posibilidades, aumento del grado de mineralizacién de los esporos con
el del pH o formacién de determinadas proteinas protectoras, las denominadas pro-
teinas del shock térmico ™ " cuya produccion, al menos en Escherichia coli, es indu-
cida por el aumento del pH ". La primera de estas hip6tesis explicaria bien el des-
cz::nso en la resistencia al calor a los pHs dcidos, pero no el que se observa al alcali-
m.zar el medio por encima del valor 6ptimo, pues en estas circunstancias el grado de
mineralizacién no disminuye sino que aumenta. En cuanto a la segunda, en nuestro
caso los esporos no fueron sometidos en ninguna fase de su manipulacién a una alca-
linizacién brusca del entorno, que es requisito necesario para que las proteinas del
shock térmico sean sintetizadas.
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Fig 1.- Rectas de termodestruccién determinadas para los esporos de la cepa ATCC 4342 de Bacillus

cereus producidos en agar nutritivo y en medio de Angelotti a diferentes pHs.

La mayor parte de los autores relacionan la muerte térmica de los esporos con la
desnaturalizacién de enzimas y proteinas celulares. Esta hiptesis se ha visto ultima-
mente muy reforzada por los estudios de calorimetria diferencial de Belliveau y col.!
Los efectos del pH de esporulacién sobre la resistencia al calor podrian ser result_ado
de los ejercidos sobre la estabilidad proteica, que habitualmente presenta un 6ptimo

- 103 -



definido para un proteina, descendiendo a los lados 4cido y alcalino del mismo. Para
ello se han de cumplir dos requisitos: que el pH interno del esporo refleje el del
medio en el que ha tenido lugar la esporulacion y que aquel no se modifique duran-
te el tratamiento térmico, que en nuestras experiencias se llevé a cabo siempre a pH
7,0. Hay algunas evidencias de que esta segunda condicién podria cumplirse, puesto
que se ha comprobado que el pH interno de las células adultas varia poco con el del
entorno ' . Respecto a la primera, no hemos hallado en la bibliografia datos al res-
pecto.

En nuestro estudio hemos observado también que el pH de mdxima tolerancia al
calor es c_]z-xrameme diferente en los dos medios ensayados, aproximadamente 7,5 en
4gar nutritivo y 6,2 en el medio de Angelotti. Esto podria contribuir a explicar las

diferenci - & ! .
ferenma.g apreciadas por los distintos autores respecto a la influencia del pH de
esporulacion sobre la resistencia al calor.

U Acerca del efecto del pH sobre los valores z existen muy pocas referencias.
ni .
| camente hemos encontrado las de Pang y col. ™ que no detectaron variaciones en

0S mi : . i .
- mismos debidas al pH del medio. Nuestro trabajo viene a confirmar sus observa-
1ones.
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