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Resumen

La produccion de alimentos seguros y estables que conserven todas sus
propiedades nutricionales y sensoriales sigue siendo el principal reto de la industria
alimentaria, reto limitado en gran medida por la presencia de esporos bacterianos en los
alimentos. Estas celulas se caracterizan por su caracter ametabolico y su extrema
resistencia frente a agentes tanto fisicos como quimicos. Los esporos son una forma de
resistencia que poseen algunas bacterias para garantizar la supervivencia de la poblacion.
Cuando las condiciones ambientales son adecuadas, los esporos vuelven al estado
metabolico a través de la germinacion. Sin embargo, no todos ellos responden a los
mismos estimulos y/o al mismo tiempo, de hecho, existen esporos, denominados

superlatentes, que necesitan de un estimulo adicional para germinar.

En la actualidad tan solo los tratamientos muy intensos, especialmente los
tratamientos térmicos, son capaces de inactivar eficientemente estas células. Hay aspectos
que todavia no se conocen con profundidad como son la presencia de fenémenos de
hombro en las graficas de supervivencia donde, en algunos casos, el recuento puede llegar
a aumentar durante los primeros instantes del tratamiento. Se cree que estos perfiles
podrian deberse parcialmente a fendmenos de dafio y reparacion celular y también a la
activacion de esporos superlatentes. Sin embargo, se desconoce si la duracion de estos
hombros puede predecirse de alguna manera, permitiendo calcular de forma segura los
tiempos de esterilizacion a nivel industrial. Tampoco se ha estudiado con detalle el

fendmeno de activacion por calor.

No obstante, los tratamientos térmicos producen alteraciones nutricionales y
sensoriales en los alimentos, por lo que en las ultimas décadas se ha dedicado mucho
esfuerzo en desarrollar nuevas tecnologias de conservacion de alimentos que preserven
sus propiedades, aunque hasta la fecha, ninguna de ellas ha demostrado ser
suficientemente eficaz en la inactivacion de esporos. Es por ello que una estrategia de
conservacion propuesta consiste en inducir la germinacion de los esporos para,
posteriormente, inactivarlos con un tratamiento menos severo. Sin embargo, esta
estrategia ha probado ser muy compleja debido a la falta de conocimiento acerca del
proceso de germinacion de los esporos.

En resumen, quedan todavia muchas cuestiones sin resolver acerca de la
activacion, germinacion e inactivacion de los esporos bacterianos. Por tanto, el objetivo

principal de esta Tesis Doctoral ha sido aportar conocimientos acerca de distintos
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aspectos de los esporos bacterianos con el fin de poder facilitar el disefio de nuevos

tratamientos de conservacion de alimentos.

En primer lugar, se estudio el fenomeno de hombro de las curvas de supervivencia
por calor en distintas bacterias esporuladas y se observé que la duracion de estos hombros
estaba relacionada con el valor D y que la relacion SI/D era caracteristica de cada
microorganismo e independiente de la temperatura de tratamiento. Este nuevo parametro
facilita el célculo fiable de tiempos de tratamiento térmico. De todas las especies
estudiadas, G. stearothermophilus fue la que mostré un mayor valor del parametro SI/D.
Para este microorganismo se demostré que el pardametro SI/D se veia afectado por la
temperatura de esporulacion, siendo mayor a la temperatura éptima. El efecto del pH del

medio de tratamiento era menor.

Se constatd que G. stearothermophilus mostraba un aumento del recuento al inicio
del tratamiento, lo que se ha relacionado con la activacion de esporos superlatentes, que
supone un gran problema a nivel industrial por la dificultad de detectarlos con los métodos
microbioldgicos convencionales. Dada la importancia del fendmeno de activacion, se
puso a punto un protocolo de esporulacién con el que se obtenia una suspension de G.
stearothermophilus con un 90% de esporos superlatentes y se estudio el efecto de distintos
tratamientos en la activacion y posterior germinacion de los esporos obtenidos. Ademas,
para estudiar las cinéticas de activacion térmica, se desarroll6 una nueva ecuacion
matematica que permitia describir la fase de activacion. Esta nueva ecuacion describia

con precision los hombros debidos a la activacion de esporos superlatentes.

Por otro lado, es importante considerar que los esporos una vez germinados son
mucho mas sensibles a los tratamientos de conservacién de alimentos. Es por ello, que en
esta Tesis Doctoral se ha dedicado un gran esfuerzo a estudiar los aspectos fisiologicos
implicados en la germinacidn, para lo que fue necesario poner a punto metodologias para
evaluar dafos en algunas estructuras celulares. Los resultados obtenidos muestran que
durante el proceso de germinacién se producen algunos cambios en los esporos, como la
permeabilizacion de la membrana interna, fendbmeno que no habia sido descrito

previamente. Ademas, dichos cambios eran dependientes del agente germinante.

Posteriormente, se evalud la resistencia de los esporos en distintas fases de la
germinacion a tres tecnologias: calor, PEAV y radiacion UV y se observo que los esporos

parcialmente germinados eran mas resistentes frente a las tres tecnologias que las células
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vegetativas y que la pérdida de resistencia tenia lugar en momentos diferentes de la
germinacidn, en funcién de la tecnologia empleada y del agente germinante al que habian

estado expuestos.

Por altimo, se estudioé también el efecto de la temperatura de esporulacion en la
germinacién y se observd que una mayor temperatura de esporulacion daba como
resultado esporos con mayor capacidad de germinacién, frente a diferentes agentes
germinantes. Ademas, se observo que estos esporos obtenidos a mayor temperatura tenian
una membrana interna mas permeable, aunque no fue posible detectar cambios en su

fluidez.
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La esporulacion es una estrategia de supervivencia a los estreses ambientales que
poseen algunas bacterias. Estas bacterias, cuando detectan que las condiciones
ambientales no son las adecuadas, como una baja concentracion de nutrientes, pasan a un
estado ametabolico en el que el genoma se encuentra protegido. Es decir, la esporulacion
se podria definir como el proceso por el que una célula vegetativa, con actividad
metabdlica normal, se convierte en una estructura refringente, ametabolica y de elevada
resistencia quimica y mecanica. La germinacidn, por el contrario, es la vuelta al estado
metabolico de los esporos, es decir, la vuelta a célula vegetativa con baja resistencia

quimica y fisica.

Los esporos bacterianos se encuentran entre los organismos mas resistentes que
existen, es por ello que han sido objeto de estudio desde su descubrimiento a finales del
siglo XIX por Cohn y Koch (Gould, 2006). Cohn descubrié que los esporos eran mas
termorresistentes que las células vegetativas; se necesitaban temperaturas mayores de
100°C para destruirlos. También observé que los esporos no eran capaces de germinar en
el mismo medio de cultivo donde habian esporulado, pero si que lo hacian en infusion de
heno fresca (Gould, 2006). No fue hasta 1888, cuando fue descrito por primera vez el
ciclo vital de los esporos en medios de cultivo de laboratorio: esporulacion, germinacion,

multiplicacion y reesporulacion (Koch, 1888).

Mas tarde, gracias a los estudios de Appert (1811), quien demostrd que cuando se
aplicaba un tratamiento térmico en un recipiente cerrado se prolongaba la vida util de los
alimentos a temperatura ambiente, se sentaron las bases de la termobacteriologia.
Bigelow (1921) realizd la primera evaluacion en términos matematicos de la
esterilizacion por calor y mas tarde Esty y Meyer (1922) estudiaron la termodestruccion
de Clostridium botulinum. Estos estudios permitieron determinar los tiempos necesarios

para el tratamiento térmico en las industrias conserveras.

Desde entonces se ha invertido mucho esfuerzo en conocer los mecanismos por
los que los esporos se inactivan, pero, sobre todo, los mecanismos mediante los cuales
germinan, ya que los esporos pierden su extraordinaria resistencia a los tratamientos de
conservacion de alimentos una vez que germinan. Por tanto, una estrategia para la
conservacion de alimentos seria en primer lugar germinar los esporos, para después

inactivarlos con tratamientos mas suaves que no dafiasen el producto.
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Sin embargo, este planteamiento puede ser muy complicado debido a la
variabilidad y heterogeneidad del proceso de germinacion entre los esporos, incluso
dentro de una misma suspension y, por tanto, hasta la fecha no ha sido posible su

aprovechamiento.
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1.1Importancia de las especies esporuladas en la industria alimentaria

Los microorganismos esporulados son los responsables del deterioro de muchos
alimentos, asi como de enfermedades transmitidas por los mismos. Dada su extraordinaria
resistencia tanto a agentes fisicos como quimicos y a su estado ametabdlico, que les
permite sobrevivir en ese estado durante muchos afios, su inactivacion es esencial, sobre
todo en los productos tratados por calor que son estables a temperatura ambiente durante
largos periodos de tiempo. Si en estos productos sobreviviera algin esporo, podria
germinar y multiplicarse, pudiendo causar problemas tanto a nivel econdémico como a
nivel sanitario. En E.E.U.U. alrededor del 1,4 % de las toxiinfecciones alimentarias
reportadas fueron causadas por Bacillus cereus y en torno al 4 % por Clostridium

perfringens entre los anos 1998 y 2008 (Bennett y col., 2013).

Ademas, estos microorganismos son de naturaleza ubicua, por lo que pueden
encontrarse en gran cantidad de ambientes. Resulta importante también tener en cuenta
que estas bacterias pueden estar presentes y multiplicarse en distintas zonas de la planta
de procesado, ya que la forma ametabolica es muy resistente a los métodos de limpieza y

desinfeccion empleados en la industria.

La Figura 1.1 muestra las principales fuentes de contaminacion de alimentos por

bacterias esporuladas.

1

Dead bod\es,.

Carcasses
Farming
environments
Feed, silage s?a

Soil Animals @-I—O{ Faeces I

Arthropods, Rhizophere (7)
earthworms, ...
Plants
Food
ingredients Processed
and raw Food
materials
Water I Industrial applications of
biopesticide, probiotics...

Processing @
facilities

Figura 1.1. Diagrama de flujo de las principales rutas de contaminacion de los alimentos con
bacterias esporuladas. Sp indica posibles ambientes en los que puede tener lugar la esporulacion

(extraido de Carlin (2011).
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.1.1.Clasificacion de las bacterias esporuladas

Los esporos bacterianos tradicionalmente se han clasificado en dos ordenes,
Bacillales, que englobaban los microorganismos aerobios y Clostridiales donde se
encontraban los anaerobios estrictos. Sin embargo gracias a los avances en las
herramientas  moleculares, se han establecido dos nuevos ordenes:
Thermoanaerobacterales, que esta compuesto principalmente por bacterias termofilas
anaerobias que antes se encontraban dentro del orden Clostridiales, y Halanaerobiales

(Vos y col., 2011). La Tabla 1.1 muestra la clasificacion actual.

Dentro del orden Bacillales se encuentran nueve familias, entre las que hay varios
géneros de bacterias esporuladas como Bacillus, Geobacillus y Alicyclobaacillus, entre
otros. Por otro lado, dentro de los Clostridiales, el género mas conocido es Clostridium

(Vos y col., 2011).

Tabla 1.1 Clasificacion de las bacterias esporuladas.

Dominio Filo Clase Orden Familia
Bacillaceae
Alicyclobacillaceae
Bacilli Bacillales Pacnibacillaceae
Planococcaceae

Sporolactobacillaceae

Thermoactinomycetaceae

Clostridiaceae

. .. Heliobacteriaceae
Bacteria Firmicutes

Lachnospiraceae

Clostridiales Peptococcaceae

L Ruminococcaceae
Clostridia

Syntrophomonadaceae
Veillonellaceae

Halanaerobiaceae

Halanaerobiales
Halobacteroidaceae

Thermoanaerobacterales Thermoanaerobacteraceae

1.2.Patogenicidad asociada a las bacterias formadoras de esporos de interés en

alimentos

Dentro del género Bacillus, B. cereus es la especie mas identificada en

toxiinfecciones alimentarias (EFSA, 2005a). Este microorganismo puede causar dos tipos
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de intoxicaciones alimentarias: por un lado, cuando las células crecen en el alimento, se
puede formar una toxina termoestable (cereulida) que causa vomitos (forma emética). Por
otro lado, la forma diarreica se produce por la ingestion de las bacterias y la posterior
formacion de enterotoxinas en el intestino, causando diarrea y dolor abdominal (Logan,

2012).

La incidencia de B. cereus en toxiinfecciones alimentarias parece ser mayor en
paises del norte de Europa (20 — 33 %) y en Canadé (14 %), aunque los motivos que

justifican estas diferencias no se conocen (Peck, 2010).

Cabe destacar que mientras la forma emética se ha relacionado con productos
carnicos, vegetales, cremas, especias, productos lacteos y huevos, la forma diarreica se
asocia mas con productos ricos en almidén, como el arroz (Griffiths y Schraft, 2017,

Peck, 2010).

En cuanto a las bacterias formadoras de esporos anaerobias, Clostridium
perfringens y C. botulinum son las mas involucradas en toxiinfecciones alimentarias
(EFSA, 2005b). Mientras que C. perfringens causa sintomas leves, C. botulinum produce
una neurotoxina que puede causar problemas mas serios pudiendo llegar a causar la

muerte.

El habitat natural de C. botulinum son los suelos y sedimentos, por lo que la
incidencia de este patogeno en vegetales y pescados es mayor (Peck, 2010). Sin embargo,
otros alimentos pueden ser también causa de toxiinfecciones por este microorganismo,

debido a contaminaciones cruzadas o por ingredientes contaminados.

Las neurotoxinas producidas por C. botulinum pueden dividirse en siete tipos (A-
G), en funcidn de sus propiedades serologicas (Lindstrom y col., 2010). La prevalencia
de los diferentes tipos es dependiente de la localizacion, por ejemplo, C. botulinum
proteolitico tipo A es mas comun en los suelos del oeste de Estados Unidos, China, Brasil
y Argentina, la prevalencia de C. botulinum proteolitico tipo B es mayor en el este de
Estados Unidos y C. botulium no proteolitico tipo B predomina en Europa (Peck, 2010).
C. botulinum no proteolitico tipo E se ha asociado principalmente con sedimentos

marinos y de agua dulce en regiones templadas (Peck, 2010).

13
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1.3.Deterioro de productos alimentarios asociado a bacterias formadoras de esporos

Estos microorganismos también se han relacionado con el deterioro de los
alimentos. Algunos géneros son mas comunes en determinados alimentos, como es el
caso de Bacillus en productos de panaderia, donde el origen de la contaminacion podria

venir de la materia prima empleada.

Por otro lado, el género Clostridium estd mas involucrado con el deterioro de

productos carnicos envasados en ausencia de oxigeno (André y col., 2017).

En cuanto a los productos lacteos pasterizados, parece que B. cereus es el principal
responsable de su deterioro (Quigley y col., 2013), mientras que en la leche UHT los
microorganismos mas problematicos son G. stearothermophilus y B. coagulans, ya que

son esporos muy resistentes al calor (André y col., 2017).

En los quesos el género Clostridium provoca la hinchazon tardia, que conlleva
grandes pérdidas econdomicas debido a la dificultad de detectar estos esporos en la leche
cruda (Cremonesi y col., 2012). En cuanto a las conservas acidas (pH < 4,5), como es el
caso de los zumos, el esporo mas problemadtico es Alyciclobacillus acidoterrestris
(Walker y Phillips, 2008), mientras que en conservas moderadamente acidas (pH entre
3,8y 4,5) como por ejemplo de tomate, el microorganismo que generalmente las deteriora
es Bacillus coagulans (Mallidis y col., 1990; Palop, Raso, y col., 1999). Por otro lado, en
las conservas no acidas (pH > 4,5), las especies esporuladas termofilas son las principales
responsables de su deterioro; André y col. (2013) encontraron que Geobacillus

stearothermohilus era una de las especies termoéfilas mas frecuentemente aislada (34%).

Como se puede apreciar, los microorganismos esporulados suponen un gran
problema en la industria alimentaria. La presencia y crecimiento de estos
microorganismos en los alimentos puede deberse a factores como su naturaleza ubicua,
que hace imposible evitar su presencia en la materia prima; el hecho de que los procesos
industriales, tales como la pasterizacion, tan solo inactivan las células vegetativas, pero
no los esporos; ademas, sus caracteristicas adhesivas también favorecen su presencia en
los equipos de procesado industrial, por lo que resulta posible cualquier contaminacion

cruzada de los alimentos (Postollec y col., 2012).

Para minimizar el problema, la industria alimentaria puede llevar a cabo unas

buenas practicas de higiene, que eviten contaminaciones cruzadas, asi como aplicar



Introduccion

tratamientos térmicos de esterilizacion comercial a los alimentos, lo que reduce
notablemente el riesgo de presencia de estos microorganismos o sus toxinas. Aunque hay
que tener precaucion ya que la mayor parte de los casos de intoxicacion alimentaria estan
relacionados con alimentos tratados por calor, a los que durante el almacenamiento se les
somete a temperaturas abusivas, que desencadenan la germinacioén y multiplicacion, lo
que lleva al consumo de elevados niveles de células vegetativas patdgenas o toxinas

(Postollec y col., 2012).

Sin embargo, la mayor preocupacion actual reside en los alimentos minimamente
procesados puesto que los esporos podrian germinar y crecer durante el almacenamiento,
incluso a temperaturas de refrigeracion. Algunas especies esporuladas pueden germinar
y crecer a temperaturas de refrigeracion, como Bacillus cereus, B. wheihenstephanensis

o algunos géneros de Clostridium.
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1.2.Estructura del esporo v bases biologicas que justifican su resistencia

Los esporos bacterianos se caracterizan principalmente por su estado ametabolico
y por su extrema resistencia a condiciones severas. Ambos fendmenos se deben
principalmente a su estructura y composicion, que difiere notablemente de las de las
células vegetativas. Los esporos estan formados por varias capas de distinta naturaleza,

lo que confiere proteccion frente a diversos agentes.

Exosporium

Outer membrane

Inner membrane

Germ cell wall

Figura 1.2. Esquema de la estructura del esporo bacteriano (extraido de Setlow y col. (2017)).

1.2.1. Exosporio o “exosporium”

El exosporio es la capa mas externa que poseen algunos esporos, en particular los
esporos del grupo de B. cereus y B. anthrancis. Esta envoltura esta compuesta por una
estructura proteica que incluye algunas glicoproteinas unicas. Se cree que podria ser una
extension de la capa mas externa de la cubierta o “coat”, dado que en algunas especies se
han encontrado proteinas de la cubierta en el exosporio (Redmond y col., 2004; Setlow,

2006).

Se ha observado que los esporos de B. subtilis o bien no contienen exosporio, 0 es

de tamafio muy reducido (Setlow, 2016), aunque si que presentan unos filamentos en su
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capa externa que podrian ser glicoproteinas; estas comprenderian la corteza externa o
“crust” y estaria separada de la cubierta por un pequeno espacio (Stewart, 2015). No se
sabe con certeza si esta corteza externa estaria presente también en la capa externa de la
cubierta de los esporos que contienen exosporio, 0 en caso negativo, si la funcion de esta

corteza externa seria la misma que la del exosporio en los esporos que lo contienen.

Steichen y col. (2007) observaron que el exosporio no es una capa uniforme, sino
que hay dos regiones con diferente composicion. Por un lado, estd lo que se ha
denominado tapon de botella “bottle cap”, que se sintetiza primero en la célula madre del
esporo. Cuando esta parte alcanza la zona de union entre las dos capas, la otra parte (no
tapon de botella) se ensambla a la anterior. La interseccion entre las dos zonas podria ser
importante en el proceso de germinacion. Steichen y col. (2007) demostraron que durante
la germinacion la parte tapon de botella se desplaza para permitir la salida de la célula,
sugiriendo que la funcidon de esta capa estaria relacionada con la salida de la célula

vegetativa.

Otra teoria que se ha expuesto es que, dado que se encuentra en microorganismos
patdgenos, el exosporio podria también guardar relacion con la interaccion entre el esporo
y el organismo diana. En el caso de B. cereus, se ha atribuido al exosporio su elevada
capacidad de adhesion al acero inoxidable y a la formacién de biofilms (Kumari y Sarkar,
2016). Por otro lado, Lequette y col. (2011) observaron que esporos de B. cereus carentes
de una proteina del exposoporio (proteina BclA), mostraban una mayor hidrofobicidad y
una menor adhesion al acero inoxidable. Sin embargo, la funcion exacta de esta envoltura

no S€ conoce.

En cualquier caso, parece que el exosporio no guarda relacion con la resistencia
de los esporos a la mayoria de los agentes, aunque si que actua como barrera frente a

algunas proteinas grandes como los anticuerpos.

1.2.2. Cubierta o “Coat”

La cubierta estd compuesta por diversas capas de naturaleza proteica, con
pequenias cantidades de carbohidratos y lipidos, siendo la tirosina y la cisteina los
aminoacidos mas comunes (Klobutcher y col., 2006). Son muchas las proteinas que

componen esta cubierta, de hecho, se han identificado mas de 50, principalmente
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exclusivas de los esporos, aunque se desconoce la funcidn individual de muchas de ellas

(Setlow, 2006).

Parece que la funcion de esta estructura proteica es actuar como barrera y restringir
el paso de gran cantidad de moléculas y sustancias quimicas toxicas, impidiéndoles
acceder al interior del esporo (Setlow, 2006). También se ha descrito un efecto protector

frente a la depredacion por protozoos (Klobutcher y col., 2006).

La cubierta protege al esporo de sustancias como el hipoclorito, el diéxido de cloro
y la radiacion UV (Riesenman y Nicholson, 2000; Young y Setlow, 2003), asi como a
enzimas liticas de cortex como la lisozima. También se ha visto que la delecion del gen
cotE, que produce esporos con una cubierta muy defectuosa, sensibiliza los esporos frente
a tratamientos de termosonicacion (Fan y col., 2019). Sin embargo, parece que no ejerce
ningun papel en la resistencia frente a acidos orgéanicos ni frente a los tratamientos

térmicos (Ghosh y col., 2008; Moir, 1981).

La proteccion frente a la radiacion UV de la cubierta podria deberse al enzima
CotA. Esta proteina es una lacasa dependiente de cobre, localizada en la parte exterior de
la cubierta, que produce un pigmento de estructura similar a la melanina (McKenney y
col., 2013). La melanina actiia desactivando especies reactivas del oxigeno, por lo tanto,
esto podria contribuir a la resistencia de los esporos a la luz UV asi como al peroxido de
hidrégeno. También se han encontrado superoxido dismutasas y catalasas en la cubierta
(Setlow, 2011), que actian eliminando las especies reactivas del oxigeno. Otro enzima
importante presente en la parte externa de la cubierta es la alanina-racemasa (McKenney
y col., 2013). Este enzima se encarga de convertir la L-alanina en D-alanina, inhibiendo

la germinacion por L-alanina.

Cabe destacar que, a pesar de tratarse de una barrera de permeabilidad frente a
muchos compuestos, también debe permitir el paso de los nutrientes para que se
desencadene la germinacion. En este sentido se ha descrito que la cubierta permite el paso

de moléculas de entre 2 y 8 KDa (Lai y col., 2003; Setlow, 2014).

Se estd dedicando mucho esfuerzo a estudiar esta estructura, tanto las proteinas
que la componen como el ensamblaje de las mismas, puesto que todo ello contribuira a
un mayor conocimiento de las bases moleculares responsables de sus propiedades

bioquimicas, mecanicas y estructurales.
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1.2.3. Membrana externa o “outer membrane, OM”

La membrana externa proviene de la célula madre y es fundamental para la
formacion del esporo, aunque se desconoce su mision, si la tiene, en el esporo ya formado
(Setlow, 2011). Se ha visto que no influye en la resistencia frente a la radiacion, el calor

y algunas sustancias quimicas (Setlow, 2006).

Esta membrana presenta una polaridad opuesta a la de la membrana interna,
puesto que proviene de la membrana interna de la célula madre, que durante la

esporulacion se queda rodeando al esporo (Tocheva y col., 2011).

No sabemos si esta estructura permanece integra o no en el esporo latente (Setlow,
2006), ya que no hay evidencia del aislamiento de esta membrana. Ademas, no es facil
identificarla mediante microscopia electronica; se ha descrito que muchos esporos poseen
una membrana externa poco definida o indistinguible (Leggett y col., 2012). Sin embargo,
si que se ha hallado evidencia de su presencia en los esporos, se ha observado que B.
subtilis posee en su cubierta o “coat” 11 proteinas relacionadas antigénicamente con
proteinas presentes en la membrana de la célula vegetativa (Henriques y Moran, 2000).
Ademas, Crafts-Lighty y Ellar (1980) encontraron enzimas de la cadena de transporte de
electrones en extractos de las envolturas externas del esporo, lo que sugiere la presencia
de una envoltura membranosa. Por otro lado, Gerhardt y col. (1982) observaron que la
glucosa tan solo podia entrar al esporo hasta antes del cortex, sugiriendo la presencia de
una envoltura funcional externa en este punto. La membrana externa podria ser la barrera
de permeabilidad observada en las capas externas de los esporos latentes, pero también
podria tratarse de una estructura vestigial sin ninguna funcién en el esporo maduro

(Setlow, 2014).

En cualquier caso, si los esporos maduros presentan esta estructura integra y
funcional, esta debe ser permeable a pequefias moléculas, ya que debe permitir el paso de

los nutrientes para que accedan a la membrana interna.

1.2.4. Cortex

El cortex esta compuesto por peptidoglicano similar al presente en la pared celular
de las células vegetativas, pero con algunas particularidades. A diferencia del

peptidoglicano de la pared celular, el cortex presenta los restos de N-glucosamina y N-
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muramico altamente acetilados y contiene acido 6-lactamico muramico. La presencia de
este compuesto permite a unos enzimas especificos (enzimas liticos del cortex) hidrolizar
el peptidoglicano del cortex, sin afectar al peptidoglicano de la pared celular de la célula
vegetativa naciente, durante la germinacion del esporo (Setlow, 2014). El cortex también
presenta un nivel bajo de entrecruzamiento por puentes de péptidos entre las cadenas de
glicano (Popham, 2002). Este entrecruzamiento no parece guardar relaciéon con la
deshidratacion del protoplasto, pero si influye en la tasa de germinacion y crecimiento

(Popham, 2002).

Otra diferencia entre el peptidoglicano de la célula vegetativa y del cortex es que,
en el cortex, el 25,7% del acido muramico es sustituido por tetrapéptidos y el 23,3% por
L-alanina, mientras que en la célula vegetativa los residuos de &cido murdmico son

sustituidos principalmente por tripéptidos (Atrih y Foster, 1999).

—GlcNAc— MLIIrNAc — GlcNAe —ML}rNAc...Gi\:NAc—
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I
D-Glu
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Figura 1.3. Estructura del peptidoglicano de la célula vegetativa (A) y del cortex del esporo (B)
(extraido de Atrih y Foster (1999)).

El cortex se ha descrito como una estructura esencial en la formacion del esporo,
en la reduccion del contenido en agua del protoplasto y en la resistencia al calor (Setlow,
2006, 2011). A pesar de que no se conoce el mecanismo por el cual se produce dicha
reduccion del contenido en agua, se ha relacionado con la presencia de 4cido o-lactdmico

murdmico (Imae y Strominger, 1976). Sin embargo, un estudio en el que se emple6 una
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cepa mutante en el gen cwlD, carente de acido d-lactamico murdmico, mostraba el mismo
nivel de deshidratacion y resistencia que los esporos nativos (Popham y col., 1996).
También se ha relacionado con la capacidad del cortex de modificar su volumen,
expandiéndose y contrayéndose (mediante entrecruzamiento de sus cadenas) en funcion
de la concentracion ionica del entorno (Popham y Setlow, 1993). La teoria de la expansion
del cortex también se ha relacionado con la resistencia al calor (Gould y Dring, 1975), sin

embargo estudios recientes contradicen esta hipotesis (Rao y col., 2016).

Parece que el cortex juega un papel importante en la viabilidad del esporo, ya que,
si el cortex se hidrolizase de forma incontrolada, la membrana interna se dafiaria por la

elevada presion osmética que hay en el protoplasto (Setlow, 2011).

Como se ha mencionado, la hidrélisis del cortex es una etapa fundamental en la
germinacion del esporo, de la que son responsables los enzimas liticos del cortex (CLE's);
en B. subtilis se han descrito principalmente dos, CwlJ y SleB (Setlow, 2003). Los esporos
tan solo necesitan uno de ellos para germinar y en ausencia de ambos no son capaces de
pasar de la fase I de germinacion. El enzima SleB es una transglicosilasa que se localiza
entre el cortex y la cubierta, mientras que el enzima CwlJ se cree que se encuentra en la
cubierta (Bagyan y Setlow, 2002). Estos enzimas responden a diferentes estimulos, el
SleB se activa en respuesta a la presencia de nutrientes, mientras que el CwlJ necesita de

dipicolinato calcico (Ca-DPA).

1.2.5. Pared celular o “germ cell wall”

Se trata de la envoltura presente en la parte interna del cortex. Presenta una
estructura similar a éste, puesto que estd compuesta por peptidoglicano, aunque se
diferencian en el grosor, asi como en la ausencia de acido 6-lactdmico muramico. El
peptidoglicano de la pared celular probablemente es idéntica al de las células vegetativas
de las especies Gram-positivas y es previsible que no ejerza ningun papel en la resistencia

del esporo (Setlow, 2006).

La ausencia de acido 6-lactamico muramico impide que las enzimas liticas del
cortex la degraden durante la germinacion, ya que esta estructura sera la pared celular de

la futura célula (Setlow, 2003).
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1.2.6. Membrana interna o “inner membrane”

Al contrario que la membrana externa, la membrana interna es una barrera que
juega un papel importante en la resistencia a muchos agentes quimicos, en particular a

aquellos que pueden dafiar el DNA (Setlow, 2006).

A pesar de que la composicion lipidica de esta envoltura no es inusual, las
propiedades que presenta si que lo son: los lipidos que la conforman presentan escasa
movilidad, su viscosidad es mucho mayor que la de la membrana citoplasmatica de las
células vegetativas y su permeabilidad es extremadamente baja, incluso para moléculas
pequetias como el agua (Setlow, 2016). Se desconocen las razones por las que la
membrana interna posee estas caracteristicas, sin embargo, es previsible que tengan una
enorme influencia en la resistencia de los esporos a diversas sustancias quimicas, puesto
que restringe el paso de estas moléculas hacia el interior, al protoplasto. Ademads, se ha
observado que el mecanismo por el cual algunas sustancias oxidantes inactivan los

esporos es dafiando la membrana interna (Setlow, 2006).

Cabe destacar que esta envoltura se encuentra muy comprimida en el esporo
latente y, que su volumen aumenta al doble en los primeros minutos de la germinacion,
incluso en ausencia de ATP, por lo que este aumento de volumen no se debe a la sintesis
de nueva membrana (Cowan y col., 2004). Ademas, parece que los lipidos de esta
membrana son resistentes a la extraccion con detergentes y a condiciones capaces de

degradar la membrana de células vegetativas (Setlow, 2011).

Por otro lado, se cree que la mayoria de las proteinas involucradas en la
germinacion se encuentran aqui, como es el caso de los receptores de la germinacion
(germinant receptors, GRs) asi como de la proteina GerD, necesaria para el
funcionamiento de los receptores (Hudson y col., 2001). En B. subtilis se han descrito
principalmente los receptores GerA, que reconce la L-alanina, y los receptores GerB y
GerK, ambos necesarios para desencadenar la germinacion inducida por la combinacion
de asparagina, glucosa, fructosa y K+ (AGFK) (Setlow, 2003). El receptor GerB también
reconoce la D-alanina. Ademas, en B. subtilis hay otros dos operones homdlogos al gerd
cuya funcion no se conoce. Griffiths y col. (2011) observaron que, en los esporos latentes,
los receptores de la germinacion y la proteina GerD se localizan en un mismo cluster
llamado germinosoma, ademas la formacion de este cluster es importante para el correcto

funcionamiento de los receptores en respuesta a los nutrientes.
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Por otro lado, se cree que el operon spoVA, responsable de la entrada de DPA al
esporo durante la esporulacion y puede que también de su salida durante la germinacion,

se localiza también en la membrana interna (Vepachedu y Setlow, 2005).

En resumen, esta envoltura resulta clave tanto en la resistencia de los esporos

frente a diferentes agentes quimicos, como en el proceso de germinacion.

1.2.7. Protoplasto o “core”

Se encuentra en el centro del esporo y es andlogo al citoplasma de las células
vegetativas. Aqui es donde se localiza el DNA, los ribosomas y tRNAs (Setlow, 2006).
El material genético, asi como los enzimas presentes, son, en la mayor parte de los casos,
idénticos a los de las células vegetativas, aunque también se encuentran en los esporos
algunas moléculas unicas como el 4cido dipicolinico y las proteinas SASP. El contenido
de agua es también menor que en el protoplasto de las células vegetativas, mientras que
en estas supone el 75-80% del peso del protoplasto, en los esporos se encuentra entre 27
y 50% dependiendo de la especie (Gerhardt, 1989). El contenido de agua en los esporos
es tan bajo que se cree que es el motivo por el cual los enzimas estan en estado inactivo.
También parece estar relacionado con su elevada resistencia térmica (Gerhardt, 1989).
Durante los primeros momentos de la germinacién, el contenido en agua se eleva
rapidamente facilitando la movilidad de las macromoléculas y con ello la actividad de los

enzimas (Setlow, 2003).

El pH del protoplasto se reduce en el esporo hasta 6,5 aproximadamente, mientras
que en las células vegetativas el pH es de alrededor de 7,8 (Setlow, 2013). Esta

acidificacion podria contribuir también a la inactividad de los enzimas.

En cuanto al acido piridin-2,6-dicarboxilico (acido dipicolinico, DPA), se trata de
una molécula unica de los esporos, que normalmente esta quelada con cationes divalentes,
principalmente de calcio. Supone el 5-15% del peso seco del esporo y tan solo se
encuentra en el protoplasto (Setlow, 2006). Este compuesto se sintetiza en la célula madre
y posteriormente pasa al esporo gracias a los canales spoVA localizados en la membrana
interna. Durante la germinacién se libera en los primeros minutos, aunque no se conoce
con certeza a través de qué mecanismo. Es importante destacar que la concentracion de

DPA en el protoplasto estd muy por encima de su solubilidad méxima, por tanto no se
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conoce el estado en el que se encuentra en los esporos latentes (Setlow, 2006). Ademas,
se cree que la presencia de DPA contribuye al bajo contenido en agua del protoplasto, asi
como a la resistencia frente a la radiacion UV (Setlow, 2011; Slieman y Nicholson, 2001).
Sin embargo, la implicacion del DPA en la resistencia a la radiacion UV, es motivo de
controversia, ya que también se describié un posible efecto sensibilizante del DPA frente
a esta tecnologia (Paidhungat y col., 2000; Setlow, 1995). Esta discrepancia podria
deberse a diferencias en la metodologia, puesto que Slieman y Nicholson (2001)
observaron que el DPA reducia la resistencia a la radiacion UV-C en esporos mantenidos
en una solucion acuosa, pero la aumentaba frente a longitudes de onda entre 254 y 400

nm cuando se trataban los esporos en aire una vez deshidratados.

Ademas, se ha propuesto que el DPA podria contribuir al mantenimiento de la
latencia de los esporos, puesto que se ha observado que esporos carentes de esta molécula

germinarian de forma espontanea (Paidhungat y col., 2000).

Por otro lado, en los esporos el ADN se encuentra protegido por pequenias
proteinas solubles en acido (SASPs) de tipo o/B, que se sintetizan en los ultimos
momentos de la esporulacion, justo antes de la entrada de DPA, y se degradan al principio
de la germinacion. Si no se produce su degradacion, su presencia influye notablemente
en el posterior desarrollo, posiblemente bloqueando la transcripcion del ADN (Setlow,
2006). Los esporos también contienen proteinas SAPS de tipo y, aunque estas no se

encuentran unidas al ADN (Setlow y col., 2000; Setlow, 1988).

La concentracion de las proteinas SASPs es elevada, ya que suponen entre el 5y
el 15% del total de las proteinas del esporo (Paidhungat y Setlow, 2002), siendo las de
tipo o/p alrededor del 3% (Setlow, 2006). Se trata de proteinas compuestas por alrededor
de 60-75 aminodacidos. Estas proteinas se encuentran codificadas por un grupo de entre 2
y 7 genes dispersos por todo el genoma, que se expresan en paralelo al final de la
esporulacion (Setlow, 2011). Las secuencias de estas proteinas estin muy conservadas
entre las especies de Bacillus y Clostridium, aunque no hay homdlogos en las células

vegetativas, y muestran estructuras muy diferentes a las de otras proteinas (Setlow, 2011).

Las SASPs de tipo o/pf modifican notablemente la estructura y propiedades del
ADN, lo que le hace mas resistente tanto al calor como a sustancias quimicas y radiacion
UV. Cualquier deficiencia en estas proteinas supone una mayor sensibilidad a distintos

tratamientos, incluso a aquellos como el calor himedo, cuyo mecanismo de accioén no es
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a priori el dafio al ADN (Nicholson y col., 2000). Esta mayor sensibilidad podria deberse
a alguna alteracion leve en la esporulacion, a cambios en la cubierta o a un menor efecto

protector sobre el ADN (Setlow, 2011; Tennen y col., 2000; Young y Setlow, 2003).

Las proteinas de tipo y parece que tan solo son empleadas para la obtencion de

aminoacidos durante la germinacion, mediante su degradacion (Setlow y col., 2009).
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1.3.  Ciclo vital de las especies esporuladas

Como se ha comentado anteriormente, las bacterias esporuladas tienen la
capacidad de pasar a un estado ametabolico cuando las condiciones ambientales no son
favorables. El proceso por el cual tiene lugar este cambio se llama esporulacion y ha sido
ampliamente estudiado, sobre todo en B. subtilis. Se cree que el motivo principal que
desencadena la esporulacion es la privacion de nutrientes; cuando la concentracion de
nutrientes en el medio disminuye, la bacteria lo detecta y pone en marcha el mecanismo
de esporulacion. Sin embargo, este proceso es largo y supone un gran gasto energético,
una vez iniciada, si las condiciones se vuelven favorables, un esporo ametabdlico estaria

en desventaja frente al resto de células que no hayan iniciado la esporulacion.

Se ha descrito que previamente a la esporulacion, B. subtilis es capaz de producir
y liberar un factor de muerte “killing factor” (skf) y una proteina de sefializacion (sdp),
que actian conjuntamente para bloquear la esporulacion de células hermanas y producir
su lisis. De esta manera, la célula obtiene nutrientes de las células lisadas (canibalismo),
retrasando su propia esporulacion, y asegurandose de las condiciones de falta de
nutrientes antes de iniciar definitivamente la formacion del esporo (Gonzalez-Pastor y
col., 2003). Los genes que codifican estos factores estan regulados por la proteina SpoOA,
que es la que desencadena la esporulacion. Se ha visto que, al inicio de la formacion del
esporo, los operones skf'y sdp son fuertemente inducidos. Ademas, la ausencia de estos
operones da lugar a una esporulacion mas rapida y mas homogénea (Gonzalez-Pastor y

col., 2003).

1.3.1. Fases de la esporulacion

Tradicionalmente se han identificado siete etapas en la esporulacion, aunque
algunos procesos son simultdneos y, por tanto, es dificil distinguir la separacion de las

etapas (Tan y Ramamurthi, 2014) (Figura 1.4):
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Figura 1.4. Fases de la esporulacion (extraido de Tan y Ramamurthi (2014)).

- Fase 0: Esta fase corresponde al inicio del proceso de esporulacion, cuando se
produce la activacion de la proteina reguladora SpoOA. Es aqui cuando tiene lugar
el canibalismo antes descrito. La activacion de SpoOA tiene lugar mediante la
autofosforilacion de cinco histidina-kinasas (KinA, KinB, KinC, KinD y KinE)
que responderian a diferentes condiciones medioambientales estresantes. Sin
embargo, exceptuando la ausencia de nutrientes, no se conocen las sefiales que
detectan estas kinasas. Si que se ha observado que el piruvato podria ser un

ligando de KinD y su concentracion extracelular podria influir en la esporulacion

(Wuycol, 2013).

- Fase I: Reordenacion del ADN en forma de filamento axial y aseguramiento del
nimero correcto de copias. Al comienzo de la esporulacion, la célula precursora
o esporangio contiene dos nucleoides (o cromosomas) idénticos, uno para la célula
madre y otro para el esporo. En esta etapa se produce la organizacion del material
genético, formando, a diferencia de en el caso del crecimiento vegetativo, un

filamento axial. En este cambio estructural participan dos proteinas, la RacA y la
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DivIVA. La primera es necesaria para anclar los dos cromosomas a los polos de
la célula (un cromosoma en cada polo) gracias a la interaccion con la proteina

DivIVA.

Figura 1.5. Formacion del filamento axial durante la esporulacion. En negro se representan los
cromosomas, en verde la proteina RacA y en naranja la proteina DivIVA (Adaptado de Losick
(2010).

- Fase II: division celular asimétrica. Esta etapa es simultanea a la anterior y en ella
es donde se forma el septo que diferenciara posteriormente la célula madre del
preesporo. Es importante destacar que esta division es asimétrica, es decir, el septo
se forma en un polo de la célula, en lugar de en el centro como ocurre en el
crecimiento vegetativo. Dicha division asimétrica tiene lugar gracias a la proteina
tubulina llamada FtsZ, que forma dos anillos llamados anillos Z que migran cada
uno a un polo de la célula. Uno de esos anillos sera el que forme el septo que

divida las dos células, mientras que el otro se desintegrara (Figura 1.6).

FtsZ

1. disposicién de FtsZ en
forma de dos anillos Z

2. migracién de anillos Z hacia
los polos del esporangio

A 4
anillo 2 O O esporangio

3. formacién del
tabique o septo

septo
4. desintegracion 5. divisién
de un anillo Z asimétrica
célula madre preesporo

Figura 1.6. Formacion del tabique por accion de la proteina FtsZ y consecuente division

asimétrica (Extraido de Gil (2017)).
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En cuanto al material genético, la distribucion entre la célula madre y el
preesporo es asimétrica durante al menos 15 minutos. Este fendémeno es conocido
como asimetria genética temporal, que surge debido a que en el momento en el
que el septo divide las dos células, tan solo una tercera parte del cromosoma del
esporo se encuentra en ¢l. Es posteriormente cuando la ADN-translocasa,
localizada en dicho septo, impulsard el resto de DNA al interior del esporo. A
partir de este momento se dispone de dos células adyacentes con un cromosoma
cada una (Losick, 2010; Tan y Ramamurthi, 2014). Se cree que dicha asimetria
genética temporal podria guardar relacion con las actividades especificas de cada
compartimento que ocurren durante la esporulacion (Frandsen y col., 1999) (ver

apartado siguiente: Factores de transcripcion de la esporulacion).

- Fase III: Endocitosis del preesporo por la célula madre. En esta fase la membrana
de la célula madre envuelve al preesporo convirtiéndolo en una célula
independiente en su interior.

- Fases IV, V y VI: Formacion del cortex y la cubierta. La endocitosis de la fase
anterior supone la formacion de la membrana interna y externa del esporo, asi
como del cortex entre ambas membranas. Por ltimo se forma la cubierta proteica
en la parte mas externa del preesporo (Losick, 2010). En estas fases, de manera
paralela, tiene lugar la sintesis de acido dipicolinico en la célula madre y su
posterior traspaso al preesporo, asi como la deshidratacion del mismo que le
conducira a la formacion del esporo maduro.

- Fase VII: Lisis de la célula madre. Una vez ha terminado el proceso de

esporulacion, la célula madre es lisada.

1.3.2. Factores de transcripcion de la esporulacion

La esporulacion de B. subtilis esta dirigida por la accion de cinco factores de
transcripcion, dos de ellos actuan en la célula madre, mientras que otros dos lo hacen en
el preesporo. Ambas células siguen su propio programa de expresion genética para su

diferenciacion celular (Losick, 2010).

Estos factores de transcripcion son el SpoOA y los factores sigma de la ARN

E

polimerasa, o, 6%, 6% y 6%, que a pesar de producirse en la célula antes de la division

asimétrica, no se activan hasta después de la formacion del septo (Piggot y Losick, 2002).
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Los genes bajo el control de 6" y 6 solo se expresan en el preesporo, mientras que los
genes regulados por ® y o® tan solo lo hacen en la célula madre. Estos factores sigma
tienen la funcion de unirse a la ARN polimerasa y dirigirla a ciertas secuencias de
promotores en el cromosoma (Losick, 2010). Ademas, estos factores actuan de forma
escalonada e intermitente entre la célula madre y el preesporo (Figura 1.7). En primer
lugar se activa el factor sigmaF en el preesporo y, en segundo lugar, serd el factor sigmaE
el que se active en la célula madre. Después, tras la endocitosis del preesporo, el factor
sigmakF es sustituido por el factor sigmaG y, por tltimo, en la célula madre actua el factor

sigmak.
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Figura 1.7. Secuencia de activacion de los factores de transcripcion sigma (adaptado de Losick

(2010)).

Como se ha mencionado anteriormente, en primer lugar, es el factor de
transcripcion SpoOA el que inicia la esporulacion, previsiblemente ante la falta de
nutrientes. Esta proteina es la que pone en marcha toda la maquinaria que conduce a la
esporulacion, incluyendo la division asimétrica de la célula. Se ha descrito que el modo
en el que esta proteina altera la transcripcion es mediante su acumulacion en la célula, asi
como su estado de fosforilacion (Piggot y Losick, 2002). Las principales dianas de la
activacion transcripcional de SpoOA son el gen spollE y los operones spollA y spollG,

ya que son los que codifican los factores de transcripcion sigma o y oF.

La proteina SpollE, bajo el control de SpoOA, es necesaria para el
posicionamiento asimétrico de los anillos Z (FtsZ) y es degradada después de la division

en la célula madre, pero se mantiene durante mas tiempo en el preesporo. Una vez esta
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division ha tenido lugar, entra en funcionamiento el factor de transcripcion ¢ que, para
poder actuar, primero tiene que activarse. El factor sigmaF se encuentra tanto en la célula
madre como en el preesporo en una forma inactiva formando un complejo con la proteina
SpollAB, que actia como un factor anti-sigma. En la célula madre este complejo
permanece asi, por lo que el factor sigmaF estd siempre inactivo. Sin embargo, en el
preesporo, en primer lugar la fosfatasa SpollE (localizada en el septo que divide ambas
células) desfosforila la proteina SpollA A, que queda libre para reaccionar con el complejo
SpolIAB-c', liberando el factor de transcripcion sigmaF, y por tanto, activandolo (Figura
1.8). Cabe destacar que, aunque la fosfatasa SpollE esté presente tanto en la célula madre
como en el preesporo, el factor sigmaF solo se activa en el preesporo. Este fendmeno
parece deberse a la localizacion de dicha fosfatasa en el septo, que estaria orientada hacia

el preesporo.

(ADP) SpollAB-SpollAA

(ADP) SpollAB

F
SpollAA (ATP) SpollAB-o
S
F
SpollAA-P (ADP) SpollAB + & (activo)
(inactivo)

Figura 1.8. Ciclo de activacion del factor de transcripcion of (adaptado de Piggot y Losick

(2002)).

Como se ha mencionado anteriormente, la activacion del factor de transcripcion
sigmaF, desencadena después la activacion del factor sigmaE en la célula madre, y esta a
su vez activa el factor sigmaG en el preesporo y, por ultimo, el preesporo enviara sefiales
para activar el factor sigmakK en la célula madre. Estos fendmenos escalonados son un

ejemplo de comunicacion entre células.

El factor sigmaE se encuentra en la membrana en estado inactivo (pro-c%) y

necesita liberarse de la secuencia pro para activarse. En dicha activacion participa el
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enzima SpollGA, que se localiza también en la membrana, en el lugar de division entre
las dos células. Este enzima se encuentra en estado inactivo y requiere de la unién al
ligando SpollIR, liberado del preesporo por accion del factor sigmaF, para activarse
debido a un cambio conformacional. Este cambio hace que el enzima actie sobre el

complejo pro-c® liberando este tltimo (Piggot y Losick, 2002; Tan y Ramamurthi, 2014).

En cuanto al factor sigmaG, es el inico que es sintetizado en el momento de
actuacion, tras el proceso de endocitosis y su activacion depende de metabolitos liberados

de la célula madre (Tan y Ramamurthi, 2014).

Por ultimo, el factor sigmaK se encuentra en forma pro-c¥ inactiva y necesita de
la actuacion de una proteina, liberada tras la activacion de factor sigmaG, para liberarse

y poder actuar (Piggot y Losick, 2002; Tan y Ramamurthi, 2014).

A pesar de que todavia se desconocen algunos aspectos de la esporulacion, parece
evidente que ambas células, célula madre y preesporo, se comunican entre si
desencadenando la activacion de los distintos factores sigma. Ademas, estos factores
estan muy controlados en cuanto a concentracion y actividad, ya que se encargan de

regular gran cantidad de genes que daran como resultado la formacion del esporo.

1.3.3. Etapas de la germinacion

Los esporos pueden sobrevivir en el estado ametabdlico durante afios, sin
embargo, cuando las condiciones medioambientales son las adecuadas, pueden volver al
estado metabolico a través del proceso conocido como germinacion. Se entiende por
germinacion el periodo que comienza con la adicién de un compuesto desencadenante de
la geminacion, y continlia con una serie de reacciones irreversibles, como la hidratacién
del protoplasto, con la pérdida de resistencia a diferentes agentes fisicos y quimicos
(Paidhungat y Setlow, 2002). Para que la germinacion tenga lugar, tradicionalmente se ha
aceptado que el esporo no necesitaria energia metabolica directa, es decir, no consumiria

ATP. Sin embargo, un estudio reciente contradice esta hipdtesis (Sinai y col., 2015).

En la naturaleza, es previsible que lo que desencadene la germinacion sea la
presencia de nutrientes, conocidos como germinantes nutritivos, que son especificos de
cada especie y cepa. Estos germinantes incluyen algunos aminoécidos, azucares y

derivados de purina, asi como la combinacion de varios nutrientes (AGFK) (Paidhungat
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y Setlow, 2002; Setlow, 2003). La L-alanina también es un germinante bastante comun

entre los esporos de Bacillus.

Se ha observado que existe una gran heterogeneidad en la velocidad de
germinacion de los diferentes esporos individuales de una misma poblacion, que se podria
deber a la concentracion de nutrientes en el medio o a la cantidad de receptores de la

germinacion presentes en cada esporo, entre otros (Setlow y col., 2012).

Sin embargo, algunos esporos no responden a los germinantes nutritivos, a estos
esporos se les llama esporos superlatentes y requieren de un tratamiento previo de

“activacion” para poder germinar.

De forma general, el proceso de germinacion se divide en tres etapas: activacion,
fase I y fase II. Tras la germinacion tiene lugar la fase de “outgrowth” o fase de desarrollo

(Figura 1.9).

Nutrient
germmant
addition
ACTIVATION COMMITMENT
H‘ K*, Na*
release
Cortex
Coat STAGE 1
CaDPA release
partial core hydration
some resistance loss
STAGE Il
cortex hydrolysis Y
full core hydration
OUTGROWTH core expansion
- -«

loss of most resistance properties
loss of dormancy

Figura 1.9. Eventos producidos en la germinacion y desarrollo de los esporos (extraido de Setlow

(2014)).

1.3.3.1. Activacion

Se considera activacion a aquellos tratamientos que ocasionan algin cambio en
los esporos antes de la germinacion y que los ponen en disposicion de germinar de una
forma mas eficiente y sincronizada. Este proceso no requiere actividad metabdlica y se
cree que podria estar relacionado con algun cambio en la estructura de las proteinas

(Setlow y col., 2012), aunque el mecanismo exacto no se conoce.
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La activacion se ha descrito como un proceso reversible, en el que los esporos
mantienen su extraordinaria resistencia y sus propiedades de refringencia y ausencia de
tincion (Berg y Sandine, 1970). Sin embargo, no estd claro si se trata de un proceso
completamente reversible o, si por el contrario, se produce algiin cambio irreversible en

algiin componente del esporo.

Muchos esporos son capaces de germinar adecuadamente en presencia de
nutrientes, sin necesitar de procesos de activacion para ello. Sin embargo, se ha observado
que la activacion reduce el tiempo entre la adicion del nutriente y el inicio de la
germinacion (Paidhungat y Setlow, 2002). Por otro lado, los esporos superlatentes no son
capaces de germinar de forma natural en presencia de nutrientes, pero en cambio si

responden a los nutrientes tras un tratamiento de activacion.

El proceso de activacion mas empleado y estudiado es el tratamiento térmico a
temperaturas subletales (Curran y Evans, 1945; Setlow, 2013), pero también se han
descrito otros tratamientos de activacion como la exposicion a la acidez o a agentes

reductores (Keynan y col., 1964).

Se ha observado que la activacion térmica ejerce efecto principalmente sobre la
germinacion con nutrientes, por lo que se ha sugerido que el mecanismo de activacion
podria estar relacionado con una mayor accesibilidad de los nutrientes a los receptores de
la germinacion (Setlow, 2014). Sin embargo, no se sabe como se produce dicha mayor
accesibilidad. Podria deberse a un cambio conformacional reversible de alguna proteina,
pero no se han identificado hasta la fecha proteinas especificas afectadas por la activacion
térmica (Setlow, 2014). También se ha propuesto que la rotura de puentes de hidrégeno
o de enlaces disulfuro de algunas proteinas podria ser la causa de la activacion térmica

(Zhang y col., 2009).

Otra teoria propuesta sugiere que la activacién podria cambiar el estado del
protoplasto: en los esporos latentes estaria en estado vitreo (glass-state) y pasaria a un
estado gomoso (rubbery-state) tras la activacion térmica (Sapru y Labuza, 1993). Sin

embargo, esta teoria no ha sido comprobada.

Hashimoto y Conti (1971) observaron que durante la activacion térmica y quimica
se producian algunos cambios estructurales en la cubierta de los esporos, como la
desnaturalizacion y liberacion de algunas proteinas. Este fendmeno podria favorecer la

entrada de los germinantes a los receptores de la germinacion. Alimova y col. (2006)
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observaron también que los tratamientos térmicos subletales producian la liberacion de
proteinas y también acido dipicolinico (DPA). Beaman y col. (1988) estudiaron el efecto
de la activacion térmica en Geobacillus stearothermophilus y observaron que tras un
choque térmico los esporos liberaban la totalidad de DPA y se modificaban sus
propiedades de permeabilidad, lo que daba lugar a una menor densidad. Dado que se ha
propuesto la implicacion del DPA en el mantenimiento de la latencia (Paidhungat y col.,
2000), el hecho de que se haya observado que la activacion térmica podria producir la
liberacion de DPA, sugiere un nuevo mecanismo de activaciéon. Sin embargo, si la
activacion actuase liberando DPA, este seria un proceso irreversible y no reversible como
se ha definido hasta la fecha. No obstante, también se ha descrito que la pérdida de
viabilidad de G. stearothermophilus precede a la liberacion del DPA (Huesca-Espitia y
col., 2016).

En definitiva, el mecanismo exacto por el que la activacion pone a los esporos en
disposicion de germinar no se conoce. Podria ser un mecanismo diferente para cada
especie; mientras que en G. stearothermophilus se liberaria DPA, esto no ocurre en otras
especies (Beaman y col., 1988). También podria ser diferente a nivel individual en cada
esporo, ya que en una misma poblacion conviven esporos con facilidad para germinar y
esporos que necesitan de un tratamiento previo para ello, esto podria deberse a diferencias
estructurales que podrian ser modificadas con dichos tratamientos. En cualquier caso,
pese a que el proceso de activacion ha sido estudiado ampliamente, dada su importancia

para la industria alimentaria, todavia no sabemos en qué consiste.

1.3.3.2. Fase | germinacién

La germinacion inducida por nutrientes se inicia tras la union esteroespecifica de
los nutrientes a los receptores de la germinacién (GRs), localizados en la membrana
interna del esporo. Cabe destacar que, dado que los receptores se han localizado en la
membrana interna, los nutrientes tendrian que atravesar varias capas hasta llegar a su

lugar de accion.

Tras la unién de los nutrientes a los receptores de la germinacion, hay un breve
periodo de tiempo en el que el proceso es reversible, es decir si se retirasen los nutrientes,
los esporos no continuarian con la germinacion. Después de ese periodo, los esporos

quedan comprometidos a continuar con la germinacion, incluso si se retirasen los
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nutrientes. A este punto se le conoce como “commitment” o compromiso (Yiy Setlow,

2010).

Tras el compromiso de los esporos, el primer fendbmeno que ocurre en la
germinacion es la liberacion de Zn** y H' (Foster y Johnstone, 1986; Paidhungat y Setlow,
2002). Los esporos contienen gran cantidad de cationes divalentes, ya que los acumulan
durante la esporulacion, y contienen iones H" debido a la acidificacion que tiene lugar
también durante la esporulacion. Sin embargo, no se conoce el mecanismo por el que son
liberadas estas moléculas, ni la funcién que tiene. Aunque la liberacion de iones H es
previsible que produzca la alcalinizacion del esporo y esto podria ser esencial para la

accion de algunos enzimas involucrados en la germinacion.

Por ejemplo, se conoce que gracias a dicha alcalinizacion el esporo es capaz de
utilizar moléculas acumuladas en el esporo latente, como el acido 3-fosfoglicérico
(3PGA). La utilizacion de esta molécula estd regulada por el enzima fosfoglicerato
mutasa, que permanece inactivo en el esporo latente debido a la acidificacion del
protoplasto. La acidificacién evita su union a los iones Mn?", esenciales para la actividad
del enzima, pero una vez se ha producido la alcalinizacion, el enzima se activa (Jedrzejas

y col., 2000a, b; Magill y col., 1996).

En segundo lugar, se produce la liberacion de acido dipicolinico (DPA), asi como
los cationes divalentes que lleva asociados, y la entrada de cierta cantidad de agua en el
esporo. Estos eventos contribuyen también a la actividad enzimatica del esporo y podrian

también iniciar la actividad metabolica, sin embargo, esto ultimo no ha sido probado.

La salida de iones y DPA del esporo parece que no estd relacionada con energia
metabolica generada ni por el catabolismo de germinantes exdgenos ni reservas
endogenas, por lo que se trata casi con toda seguridad de procesos pasivos (Paidhungat y

Setlow, 2002).

Por otro lado, en esta fase tiene lugar la degradacion de las proteinas SASP, dando
como resultado aminoacidos libres que serdn empleados en la etapa de desarrollo
(outgrowth) para la sintesis de nuevas proteinas, asi como para obtener energia. Este
fendémeno también libera al ADN de las proteinas SASP, por lo que queda disponible para
la transcripcidn (Driks, 2002; Paidhungat y Setlow, 2002; Setlow, 1988). La degradacion
de las proteinas SASP parece ser un proceso mas lento que la degradacion del cortex, sin

embargo no se requiere de este ultimo proceso para que se produzca la hidrolisis de dichas
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proteinas (Paidhungat y Setlow, 2002). La degradacion de las proteinas SASP podria
iniciarse en la fase I de la germinacion, mientras que no se completaria hasta ya avanzada
la fase II. La proteina encargada de hidrolizar las proteinas SASP es la endoproteasa Gpr,
que es especifica de dichas proteinas. La endoproteasa Gpr es sintetizada en su forma
inactiva (P46) en el preesporo a la vez que se sintetizan las proteinas SASP. Tras una o
dos horas después de su sintesis, se transforma en la forma P41, que es activa in vitro pero

no in vivo en el esporo, previsiblemente debido al bajo contenido de agua (Setlow, 2007).

En cualquier caso, en esta etapa se ha descrito que los esporos sufren una pequefia
pérdida de resistencia al calor, principalmente debida al mayor contenido en agua del

esporo. Sin embargo, este fendmeno no ha sido estudiado con detalle.

1.3.3.3. Fase Il germinacién

La salida de 4cido dipicolinico en la fase anterior desencadena la hidrolisis del
cortex, ya que este compuesto activa los enzimas liticos del cortex. Este es el evento que
caracteriza principalmente la fase II de la germinacion. La hidrolisis se lleva a cabo por
una serie de proteinas que degradan especificamente el peptidoglicano del cortex y no de
la pared celular, ya que reconocen el acido d-lactdmico murdmico presente en el cortex

(Moir y Cooper, 2015).

Gracias a la hidroélisis del cortex se produce la expansion del protoplasto, lo que
permite la entrada de mas agua, alcanzdndose un nivel de hidratacién similar al de una
célula vegetativa (Moir y Cooper, 2015; Paidhungat y Setlow, 2002). La expansion del
protoplasto conlleva también la expansion de la membrana interna; esto parece que se
produce en ausencia de sintesis de membrana nueva, probablemente debido a que la
membrana interna en el esporo latente estd comprimida (Paidhungat y Setlow, 2002).
Ademas, también con la hidratacion y expansion, los lipidos y proteinas de la membrana

interna recobran su movilidad (Moir y Cooper, 2015).

En cuanto a la pared celular, también es necesario que se expanda para hacer frente
al aumento de volumen del protoplasto. Sin embargo, no se conoce el mecanismo por el
que esto sucede, aunque no necesitaria metabolismo energético para ello (Paidhungat y

Setlow, 2002).
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Al final de esta etapa se considera que el esporo ha perdido la latencia, asi como
la resistencia al calor, que a partir de este momento es similar a la resistencia de una célula

vegetativa (Moir y Cooper, 2015).

Sinai y col. (2015) observaron que, al contrario de lo que se creia, durante la
germinacion, tras la salida de DPA, tiene lugar la sintesis de algunas proteinas. De hecho,
la sintesis de proteinas seria necesaria para que la germinacion tuviera lugar. Esta
hipotesis fue rechaza por Korza y col. (2016) quienes observaron que al degradar > 95%
del rARN de los esporos, estos eran capaces de germinar de forma similar a los esporos
nativos, por lo que propusieron que la germinacion no necesitaria la sintesis de ninguna
proteina. Sin embargo, Sinai y Ben-Yehuda (2016) pusieron en duda tanto la metodologia

empleada como las conclusiones derivadas del estudio de Korza y col. (2016).

La Figura 1.10 muestra la secuencia de eventos que tendrian lugar durante la

germinacion segun Sinai y col. (2015).
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Figura 1.10. Secuencia de eventos que tienen lugar en la germinacién y desarrollo de los esporos

segun Sinai y col. (2015) (extraido de Sinai y col. (2015)).
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1.3.3.4. Fase de desarrollo (outgrowth)

La fase de desarrollo empieza tras la germinacion, sin embargo, estas dos fases
pueden superponerse. Esto quiere decir que es posible encontrar eventos de la etapa de
desarrollo, como la iniciacion del metabolismo, de forma simultanea a eventos

especificos de la germinacion, como la hidrolisis del cortex (Paidhungat y Setlow, 2002).

En esta fase es cuando tradicionalmente se habia asumido que tenia lugar la
sintesis de proteinas, aunque como se ha comentado anteriormente, este tema estd en
controversia. En cualquier caso, tampoco se conocia qué condicionaba la secuencia de
sintesis de las diferentes proteinas, aunque si se sabia que cada una se sintetizaba en un
determinado momento. Se sugirié que podria venir determinado por la localizacion de los
genes dentro del cromosoma, pero habia evidencias que contradecian esta hipdtesis. Por
otro lado, Sinai y col. (2015) encontraron que el 33% de las proteinas que se sintetizaban
durante los primeros momentos de la germinacion correspondia al proteoma de
reactivacion de los esporos, lo que demostraba la rapida reactivacion del metabolismo.
Esto incluia los componentes del protoplasto de la maquinaria de trascripcion y
traduccion, asi como un grupo de chaperonas, que aseguraba el correcto plegamiento de
las proteinas. También detectaron al mismo tiempo los componentes de generacion de
energia, como la sintesis de ATP, la ruta metabolica de glicolisis y el enzima piruvato
deshidrogenasa. También en esta fase se sintetizarian los componentes de la ruta
metabolica del malato, incluyendo los enzimas que convierten el malato en piruvato a

través de una descarboxilacion oxidativa.

Segev y col. (2013) incluyeron una nueva etapa al inicio de la fase de desarrollo,
conocida como maduracién o “ripening”, que se extiende desde la germinacion hasta el
momento en el que empieza la elongacion de la célula en desarrollo. En este periodo el
esporo se dedica a reorganizar sus moléculas, entre otras funciones. Estos autores también
encontraron que la duracion de esta etapa depende de los recursos de los que disponga el
esporo, es decir, el tiempo de maduracion corresponderia al tiempo en el que el esporo
sintetiza y ensambla el rARN. Si el esporo ha sido almacenado a temperaturas elevadas
(en torno a 50°C), se produce una degradacion del rARN y, en consecuencia, se alarga la

fase de maduracion.

Por otro lado, con el aumento de volumen del esporo cuando empieza su

elongacion, es necesario que se sintetice nueva membrana y pared celular. Parece que la
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sintesis de la pared celular en esta etapa es similar a la sintesis de pared celular en una
célula vegetativa, aunque debe haber algunas particularidades en esta etapa. Estas
particularidades son evidentes ya que en esta etapa las células pasan de la forma esférica
de los esporos a una forma cilindrica de célula vegetativa, aunque el mecanismo por el
que ocurre esto no se conoce (Paidhungat y Setlow, 2002). Algunos autores han sugerido
que podria estar relacionado con una proteina de union a penicilina (PBP 2a) (Murray y

col., 1998; Sauvage y col., 2008).

Por ultimo, tiene lugar la eliminacion de la célula de las estructuras que envuelven
el esporo. Este proceso ha sido relacionado con el exosporio, que estd formado por dos
estructuras y que durante la germinacion se abre para facilitar la salida de la célula del
exosporio (Steichen y col., 2007). Por otro lado, en Clostridium sporogenes, Brunt y col.
(2015) observaron que durante la germinacion, la apertura de la cubierta se formaba de
forma adyacente a la apertura del exosporio, sugiriendo que la localizacién de estas
aperturas podria estar condicionada genéticamente en el esporo latente. Sin embargo, esta

hipoétesis no ha sido probada.

1.3.4. Factores de la germinacion

La germinaciéon es un proceso complejo y unico, que depende de genes
especificos, los genes ger, que se han identificado a través de mutaciones. Los esporos
también disponen de diversos mecanismos para llevar a cabo los distintos procesos que

tienen lugar en la germinacion.

Para que la germinacién por nutrientes tenga lugar se necesitan una serie de

proteinas:

1.3.4.1. Receptores de la germinacion (GRs)

Los esporos contienen normalmente multiples GRs, cada uno de ellos es
especifico de uno o varios germinantes. Todos los GRs se sintetizan en el esporo al final
de la esporulacion y se localizan en la membrana interna (Paredes-Sabja y col., 2011). La
cantidad de GRs en los esporos no es muy elevada, probablemente tan solo contienen

decenas de GRs para cada germinante.

En B. subtilis se han identificado principalmente tres operones tricistronicos

(gerAd, gerB y gerK) cuya ausencia bloquea la germinacion en los primeros momentos,
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antes de la liberacion de DPA vy la entrada de agua (Moir y Smith, 1990; Paidhungat y
Setlow, 2002).

El operon gerA se ha identificado como el responsable de la germinacion inducida
por L-alanina, ya que, en ausencia de alguno de sus tres genes, se reduce la germinacion
con este aminoacido. El operon ger4 estd formado por las proteinas GerAA, GerAB y
GerAC. Parece que las proteinas GerAA y GerAB son proteinas integrales de membrana,
mientras que la proteina GerAC seria una proteina periférica de membrana (Paredes-

Sabja y col., 2011).

Los operones gerB y gerK en B. subtilis son los responsables de la germinacion
inducida por la combinacion AGFK (asparagina, glucosa, fructosa y potasio) y las tres
proteinas codificadas por estos dos operones contienen una secuencia similar a las

proteinas codificadas por el operon gerA (Paidhungat y Setlow, 2002).

Por otro lado, no todas las bacterias formadoras de esporos contienen los mismos
receptores de la germinacion. Por ejemplo, en algunos esporos como Clostridium difficile
y Clostridium bartlettii no se ha encontrado ninguno, mientras que otras especies de
Clostridium contienen un solo gen que codifica la subunidad GR A. Es posible que en
algunos esporos solo sea necesaria la subunidad GR A para la germinacion, o podria ser
que esta proteina se asociase con otras proteinas desconocidas (Paredes-Sabja y col.,

2011).

1.3.4.2. Proteina GerD

La proteina GerD se encuentra en la membrana interna del esporo a niveles de
1000 moléculas por esporo. Esta proteina es esencial en la germinacién inducida por
nutrientes en B. subtilis. Sin embargo, a pesar de estar presente en casi todas las especies
de Bacillus, no se ha encontrado ningin homoélogo de GerD en ninguna especie de

Clostridium (Paredes-Sabja y col., 2011; Setlow, 2014).

En esporos mutantes de Bacillus carentes de esta proteina, se ha observado que la
germinacion inducida por nutrientes es mucho més lenta que en la cepa parental (Setlow,
2014). Ademas la ausencia de GerD también produce la rotura del cluster GR, el
germinosoma, de modo que los receptores de la germinacidn se encuentran dispersos por
toda la membrana interna, en lugar del encontrarse agrupados (Pelczar y col., 2007;

Setlow, 2014).
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Se ha sugerido que el mecanismo de accion de esta proteina podria ser la
regulacion positiva de la formacion de receptores de la germinaciéon, o aumentar la
actividad de los receptores a nivel individual. Sin embargo, se ha comprobado que al
construir cepas con diez o veinte veces mas receptores de la germinacion, no se compensa
la deficiencia de la proteina GerD, por lo que la hipotesis no seria valida (Pelczar y col.,

2007).

1.3.4.3. Proteinas SpoVA

Se ha observado que las proteinas codificadas por los genes spoVA4 son las
responsables de la entrada de acido dipicolinico en el esporo durante la esporulacion.
Ademas, la expresion de estos genes en el preesporo tiene lugar al mismo tiempo que los
genes de los receptores de la germinacion y de la proteina GerD. Por otro lado, casi todas
las bacterias formadoras de esporos de Bacillus y Clostridium contienen proteinas

SpoV A, aunque solo unas pocas estan conservadas en todas ellas (Setlow y col., 2017).

La localizacion de estas proteinas probablemente sea la membrana interna, bien
como proteinas integrales o periféricas, y la cantidad es aproximadamente seis veces la

de receptores de la germinacion (Stewart y Setlow, 2013).

Estas proteinas han sido también relacionadas con la salida de DPA del esporo en
la germinacion; de hecho, parecen ser las tnicas candidatas (Vepachedu y Setlow, 2007b).
Existen varias evidencias que sugieren la participacion de las proteinas SpoVA en la
salida de DPA: 1) esporos con una mutacion termosensible en los genes spoVA son
capaces de captar DPA en la esporulacion a temperaturas permisivas, pero no son capaces
de germinar a temperaturas no permisivas (Vepachedu y Setlow, 2004); ii) esporos
mutantes con cuatro veces mas proteinas SpoVA liberan Ca-DPA mas répido que la cepa
parental durante la germinacion (Vepachedu y Setlow, 2007b); iii) la proteina SpoVAC
actia como un canal mecanosensitivo en Escherichia coli, ademas se ha visto que la
dodecilamina o cambios en la tension de membrana pueden abrir los canales de SpoVAC
en vesiculas lipidicas (Velasquez y col., 2014); iv) esporos de B. subtilis carentes de la
proteina SpoVAEa son capaces de captar Ca-DPA en la esporulacion de forma normal,
pero su liberacion en la germinacion inducida por nutrientes es mas lenta que en la cepa
parental (Perez-Valdespino y col., 2014); v) se ha encontrado un elemento transponible,

que contiene homologos de spoVA y otras posibles proteinas de la membrana interna en
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B. subtilis, que causa reducciones en la velocidad de germinacién con nutrientes y

dodecilamina (Krawczyk y col., 2016).

La liberacion de DPA no requeriria energia, al contrario que su entrada en el
preesporo durante la esporulacion (Setlow, 2003). Sin embargo, no se sabe cémo
funcionan estas proteinas para permitir la entrada de DPA en el esporo durante la
esporulacion, ni su liberacion en la germinacion. Ademas, tampoco conocemos el
mecanismo por el que se regula la liberacion de este compuesto, aunque podria estar
relacionada con cambios en la tension de la membrana interna (Setlow y col., 2017). Por
otro lado, las proteinas SpoVA podrian ser componentes integrales de los canales de Ca-
DPA o podrian ser proteinas que solo actuasen en los canales de Ca-DPA para influir en

su funcion (Vepachedu y Setlow, 2007b).

Tampoco se conoce coémo la unién de los nutrientes a los receptores de la
germinacion inducen la salida de Ca-DPA del esporo, aunque hay indicios de una posible
interaccion entre los receptores de la germinacion con las proteinas SpoVA (Vepachedu

y Setlow, 2007a).

1.3.4.4. Enzimas liticos del cortex (CLEs)

Para poder completar la fase II de germinacion, los esporos tienen que hidrolizar
el cortex para poder seguir adelante con la germinacion y el posterior desarrollo. Para
ello, contienen varios enzimas, conocidos como enzimas liticos del cortex. La hidrolisis
del cortex da lugar a una mayor hidratacion del protoplasto, asi como a la pérdida de
resistencia. A efectos practicos, a partir de este momento es cuando el esporo pierde la

latencia.

Existen dos tipos de enzimas: los enzimas liticos del cortex (CLEs), que degradan
el peptidoglicano intacto, y los enzimas liticos de fragmentos de cortex (CFLEs), que
hidrolizan los fragmentos generados por los CLEs (Popham y Bernhards, 2015). Ambos
tipos de enzimas tan solo actiian en presencia de acido 6-lactimico muramico; de esta
manera los esporos controlan la degradacion del peptidoglicano del cortex, dejando

intacta la pared celular.

Las especies de Bacillus poseen dos enzimas liticos del cortex, CwlJ y SleB. Estos
enzimas son parcialmente redundantes, es decir, la ausencia de uno de los dos es

compensada con la presencia del otro. Esto quiere decir que el esporo es capaz de
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germinar en ausencia de uno de ellos pero no en ausencia de ambos (Popham y Bernhards,

2015; Setlow, 2003).

El gen sleB se expresa bajo el control del factor 6%, lo que indica que es sintetizado
en el preesporo (Boland y col., 2000), y se encuentra en una forma madura pero inactiva
en el esporo latente. En cuanto a la localizacion de este enzima dentro del esporo, se ha
encontrado tanto en la membrana interna como en las capas externas (cubierta, cortex y
membrana externa) (Chirakkal y col., 2002). También se ha sugerido que la localizacion
de estos enzimas podria intervenir en su resistencia a diversos agentes; el enzima SleB es
mas resistente tanto al calor, como a sustancias alcalinas, por lo que podria encontrarse
protegido por otras proteinas como YpeB (Chirakkal y col., 2002). El enzima SleB posee
actividad transglicosilasa catalizando la rotura de los enlaces glucosidicos entre los
residuos de acido N-acetilmuramico (NAM) y N-acetilglucosamina (Li y col., 2012). Sin

embargo, no se conoce cOmo se activa este enzima durante la germinacion.

Por otro lado, el gen cwlJ es un gen especifico de la esporulacion expresado en la
célula madre bajo el control del factor 6* (Ishikawa y col., 1998; Popham y Bernhards,
2015). Este enzima es activado por Ca-DPA, bien endogeno o exogeno (Paidhungat y
col., 2001). Ragkousi y col. (2003) observaron que la proteina de la cubierta YwdL es
esencial para la funcionalidad del enzima CwlJ, bien porque es necesaria para su actividad
0, porque lo ancla de alguna manera a la cubierta del esporo, por lo que propusieron
cambiar el nombre a GerQ, por su implicacion en la germinacion. La localizacion del
enzima CwlJ es, por tanto, la cubierta del esporo, por lo que se pierde con tratamientos

que retiran esta envoltura, o en esporos mutantes en el gen cotE (Bagyan y Setlow, 2002).

Ademas, en las especies de Bacillus también hay enzimas liticos de fragmentos
de cortex, como el enzima SleL (YaaH). Este enzima se expresa en la célula madre bajo
el control del factor 6* (Popham y Bernhards, 2015). Parece que su localizacion seria en
el exterior del cortex, ya que se ha observado que se elimina con procedimientos para
retirar el coat de los esporos (Chen y col., 2000). Su actividad enzimatica es diferente en
cada especie de Bacillus, por ello se le conoce con distintos nombres; en B. subtilis y B.
megaterium ¢l enzima YaaH posee actividad epimerasa, mientras que en B. cereus y B.

anthrancis muestra actividad N-acetilglucosaminidasa (Popham y Bernhards, 2015).

En esporos de Clostridium se han encontrado enzimas homologas de SleB y CwlJ,

sin embargo, no esta clara su implicacion en la germinacion, ya que esporos carentes de
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estos enzimas no muestran diferencias en la germinacion (Popham y Bernhards, 2015).
Pero se ha visto que el enzima SleC es el enzima litico del cortex principal de estos
esporos, ya que parece ser el inico necesario para completar la germinaciéon (Burns y col.,
2010). Algunas especies de Clostridium poseen también un segundo enzima litico
conocido como SleM, sin embargo, este enzima no es esencial para que se complete la
germinacion, aunque esporos carentes de SleC y SleM muestran mayor deficiencia en la
germinacion que esporos carentes solo del enzima SleC (Paredes-Sabja y col., 2009). Por
otro lado, parece que ninguno de los dos enzimas responden al Ca-DPA (Paredes-Sabja
y col., 2009), por lo que la germinacion inducida por este compuesto en estos esporos

tiene lugar por un mecanismo desconocido.

En cualquier caso, quedan preguntas pendientes en este campo, como el
mecanismo por el cual los enzimas liticos de cortex se mantienen inactivos y estables en
el esporo latente, y los procesos por los cuales se activan durante la germinacion. Un
conocimiento mas profundo de estas cuestiones podria establecer estos enzimas como
dianas celulares para conseguir una germinacion mas eficiente, siendo necesarios

tratamientos mas suaves para inactivar los esporos.

1.3.5. Otros mecanismos de germinacion

Pese a que es previsible que lo que desencadene la germinacion de los esporos en
la naturaleza sea la presencia de nutrientes, se han encontrado otras vias de germinacion
(Figura 1.11). Estas incluyen tanto tratamientos quimicos como la adicion de Ca-DPA

exogeno o enzimas, como tratamientos fisicos como las altas presiones hidrostaticas.
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Figura 1.11. Esquema de rutas de germinacion en B. subtilis donde se muestran en verde los
estimulos que desencadenan la germinacion y, en rojo, posibles vias de inactivacion (Zhang y

Mathys, 2018).

1.3.5.1. Germinacidn inducida por Ca-DPA

Como se ha comentado anteriormente, el enzima litico del cortex CwllJ se activa
en especies de Bacillus por el Ca-DPA que se libera del protoplasto del esporo durante la
germinacion. Pero también puede activarse con Ca-DPA exdgeno, puenteando la fase |
de la germinacion. Es decir, en este caso no serian necesarios ni los nutrientes, ni los
receptores de la germinacion (Ragkousi y col., 2003), sino que el compuesto actuaria

directa e independientemente causando la hidrélisis del cortex.
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1.3.5.2. Germinacidn inducida por altas presiones hidrostaticas

En cuanto a la germinacion inducida por altas presiones, se han observado dos
mecanismos. Por un lado, presiones entre 100 y 300 MPa parece que desencadenan la
germinacion por el mismo mecanismo que los nutrientes, por lo que podrian actuar
introduciendo cambios conformacionales en los sitios de unioén de los receptores de la
germinacion (Wuytack y col., 2000). Por otro lado, la germinacion inducida a 600 MPa
no necesita de los receptores de la germinacidon. Sin embargo, pese a que se la ha
considerado una via de germinacion diferente a la inducida por nutrientes, se ha
observado que puede ser bloqueada por dos compuestos que actuan inhibiendo la
germinacion con L-alanina y AGFK (Wuytack y col., 2000). Por tanto, no esta claro si se
trata de una ruta de germinacion completamente diferente o, si por el contrario, comparte
parte de la ruta de germinacion inducida a bajas presiones. En cualquier caso, parece que
la germinacion a 600MPa no se deberia a un mero proceso fisico-quimico que permitiria
la entrada forzosa de agua en el esporo, sino que se podria tratar de una verdadera ruta

fisiologica de germinacion.

Por otro lado, los esporos germinados a altas presiones (500 - 800 MPa) no
generan ATP, ni degradan las proteinas SASPs y mantienen su resistencia a las

radiaciones UV y al peréxido de hidrogeno (Wuytack y col., 1998).

Paidhungat y col. (2002) observaron que esporos carentes de los receptores de
nutrientes, germinaban de forma rapida a 550 MPa. Sin embargo, la germinacion no podia
completarse si los esporos carecian también de los enzimas liticos del cortex, pero si que
liberaban el Ca-DPA. Por ello sugirieron que estas presiones abririan de alguna forma los

canales de salida del Ca-DPA.

1.3.5.3. Germinacion inducida por dodecilamina

Algunas alquilaminas de cadena larga pueden inducir la germinacion a
temperaturas inferiores a 70°C (Rode y Foster, 1961). A estas temperaturas, los esporos
pueden germinar en presencia de dodecilamina: liberan el Ca-DPA y degradan de forma
normal el cértex, sin embargo, a 70°C, el Ca-DPA es liberado, pero el cortex no es
hidrolizado, seguramente por la inactivacion de los enzimas liticos del cortex (Moir y

Cooper, 2015).
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Los esporos germinados con este compuesto poseen una menor hidratacion y no
muestran metabolismo. Ademads, las proteinas SASPs no son degradadas, aunque los
esporos son facilmente inactivados (Setlow y col., 2003). También se ha demostrado que
la germinacion con dodecilamina no esta relacionada con los receptores de nutrientes, ni
con los enzimas liticos del cortex, por lo que parece que se debe a un mecanismo diferente.
Es posible que cause cambios en la membrana o que provoque la salida de Ca-DPA

(Setlow y col., 2003).

1.3.5.4. Germinacidn inducida por lisozima

Los esporos constan de una cubierta que los protege de enzimas que degradan el
peptidoglicano, como la lisozima. Sin embargo, cuando dicha cubierta es eliminada o
dafiada, la lisozima puede desencadenar la geminacion a través de la degradacion del
cortex, provocando la salida de Ca-DPA vy la hidratacion del protoplasto (Moir y Cooper,
2015).

En algunos esporos de Clostridium, la presencia de lisozima en el agar favorece
su recuperacion, ya que reemplaza al sistema de germinacion. Se ha visto que la lisozima
ayuda a evitar sobreestimaciones de inactivacion tras un tratamiento térmico (Peck y col.,

1992).

Esto no sucede en esporos de Bacillus, ya que la lisozima es capaz de degradar

también la pared celular, lo que da lugar a la inactivacion del esporo.

1.3.5.5. Germinacidn inducida por fracciones de peptidoglicano

Los esporos también pueden reconocer sefiales de crecimiento de otras bacterias,
como es el caso de fragmentos de peptidoglicano, y desencadenar la germinacion (Shah
y col., 2008). Durante el crecimiento bacteriano, las bacterias liberan fragmentos de
muropéptido de la pared celular, que actian como potentes germinantes de B. subtilis
(Shah y col., 2008). Para que se desencadene esta respuesta, es necesaria una kinasa de
membrana Serina/Treonina similar a la de eucariotas (PrkC) bien conservada, que
contenga un dominio extracelular capaz de unirse al peptidoglicano. Esta kinasa se
localiza en la membrana interna de los esporos. Sin embargo, no se conoce como funciona

la Kinasa PrkC en la germinacién, aunque se cree que podria fosforilar algunos
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componentes importantes. Ademads, esta via de germinacion no requiere de receptores de

nutrientes y es efectiva en esporos superlatentes (Wei y col., 2010).

Por otro lado, no se ha estudiado esta via de germinacion en muchas especies, por
lo que no conocemos el rango completo de esporos que responden a fragmentos de
peptidoglicano, aunque se han encontrado homoélogos a PrkC en esporos de Bacilllus y

Clostridium (Moir y Cooper, 2015).
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1.4.Esporos superlatentes

Tradicionalmente se ha definido a los esporos superlatentes como aquellos
esporos que no pueden germinar en condiciones que son Optimas para los esporos latentes.
Esta poblacion de esporos normalmente no es estdtica, sino que depende de las
condiciones de germinacion empleadas. Normalmente se refiere a los esporos
superlatentes como aquellos que quedan sin germinar tras un intenso estimulo de
germinacion (Ghosh y Setlow, 2009). Se cree que la presencia de esporos superlatentes
es una estrategia que poseen los esporos para garantizar su supervivencia en ambientes

cambiantes.

Sin embargo, en cuanto a la conservacion de alimentos, la presencia de esporos
superlatentes complica de forma notable el calculo de los tratamientos necesarios. Se
generan desconfianzas en la efectividad de los tratamientos de esterilizacion, puesto que
estos esporos pueden permanecer en estado ametabdlico y, por tanto, indetectable,
durante largos periodos de tiempo y después germinar y proliferar, causando el deterioro
de los alimentos o incluso toxiinfecciones alimentarias. Por otro lado, se ha observado
que los esporos superlatentes de Bacillus poseen una mayor resistencia térmica que los
esporos latentes y un menor contenido de agua en el protoplasto (Ghosh y Setlow, 2009),
por lo que podrian ser los responsables de la presencia de fenomenos de cola en las curvas
de supervivencia, lo que complica la modelizacion y prediccion del comportamiento de

la poblacion.

Se ha observado que la superlatencia no se debe a cambios genéticos, ya que la
reesporulacion de esporos superlatentes da como resultado caracteristicas de germinacion
similares a las de los esporos latentes originales (Chen y col., 2014; Ghosh y Setlow,

2009).

Los esporos superlatentes se pueden clasificar en varios grupos de acuerdo con el
estimulo empleado para inducir la germinacion: esporos superlatentes a nutrientes
(nutrient-SD), esporos superlatentes a Ca>’DPA (Ca*>’DPA-SD), esporos superlatentes a
dodecilamina (dodecylamine-SD) y esporos superlatentes a altas presiones (HP-SD)
(Zhang y Mathys, 2018). Los esporos superlatentes a nutrientes han sido ampliamente
estudiados, mientras que a Ca>’DPA y dodecilamina apenas han sido caracterizados y a

altas presiones ni siquiera han sido aislados (Zhang y Mathys, 2018).
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Es importante destacar que mientras que una fraccion de la poblacion puede ser
superlatente a un inductor de la germinacion, se comporta de forma normal al resto de
estimulos, por lo que los mecanismos de superlatencia son diferentes. En cuanto a la
superlatencia a nutrientes, que puede suponer entre el 1 y 12 % de la poblacion, se ha
sugerido que podria deberse a una baja cantidad de receptores de la germinacion (Chen y
col., 2014; Ghosh y Setlow, 2009). Por otro lado, la superlatencia a Ca>’ DPA, que supone
alrededor del 0,9 %, podria deberse a la falta del enzima litico del cortex CwlJ o a defectos
en la cubierta. La superlatencia a la dodecilamina puede suponer el 0,4 % de la poblacion,
aunque las causas que lo originan no estan claras. Por lo que respecta a esporos
superlatentes a altas presiones, a pesar de no haberse aislado hasta la fecha, es de esperar
que haya esporos que no respondan a esta tecnologia (Zhang y Mathys, 2018). Sin
embargo, en cuanto a los tratamientos a presiones de 150 MPa, que inducen la
germinacion a través de mecanismos relacionados con nutrientes, se ha observado que
esporos superlatentes a nutrientes, si que son capaces de germinar con estas condiciones

de presion (Wei y col., 2010).

Por otro lado, se ha observado que los tratamientos térmicos subletales de
activacion podrian reducir el porcentaje de esporos superlatentes y que los esporos
superlatentes requeririan temperaturas de activacion de 8 a 15 °C mas altas (Ghosh y

Setlow, 2009; Ghosh y col., 2009).

Chen y col. (2014) observaron en los esporos superlatentes cambios en la cantidad
de algunas proteinas, similares a los que tienen lugar en los esporos latentes durante la
germinacion. Esto sugiere que, aunque los esporos superlatentes no alcanzan la fase de
compromiso (commitment) para germinar, durante la exposicion a nutrientes, si tienen

lugar algunos cambios en sus proteinas.

Por ultimo, pese a que hasta ahora tan solo se ha hablado de superlatencia
permanente, algunos autores han propuesto también la existencia de una superlatencia
transitoria, que desapareceria durante el almacenamiento a 4°C, es decir, que algunos
esporos superlatentes mostrarian mayor capacidad para germinar tras un tiempo de

almacenamiento (Ghosh y Setlow, 2010).

Dada la importancia que tiene esta fraccion de esporos tanto en la conservacion

de alimentos, como en cuestiones médicas, seria de vital importancia conocer en detalle
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tanto las causas que la generan como los mecanismos celulares que tienen lugar en la

superlatencia, para poder optimizar los procesos de germinacion y posterior inactivacion.

52



Introduccion

1.5. Cuestiones sin resolver

A pesar de que los esporos han sido objeto de estudio desde que se descubrieron,
todavia quedan muchas preguntas sin respuesta que, de resolverse, permitirian optimizar
los tratamientos de conservacion de alimentos. En este apartado se realiza una revision

de las cuestiones relativas a la germinacion.

1.5.1. Activacion

En primer lugar, aun no se conoce en qué consiste la activacion. Sabemos que se
puede inducir la germinacidon por tratamientos como el tratamiento térmico, pero no
sabemos que es lo que producen estos tratamientos para poner en disposicion de germinar
a los esporos. Como se ha comentado, hay varias teorias, entre las que destaca la mayor
accesibilidad de los nutrientes a los receptores de la germinacion, posiblemente por
cambios en las envolturas externas, previsiblemente en la cubierta. Sin embargo, cabe
destacar que los procesos de activacion han sido estudiados principalmente en especies
de esporos que muestran un porcentaje pequefio de superlatencia, como B. subtilis, es
decir, en poblaciones de esporos en los que normalmente mas del 90% son capaces de
germinar en ausencia de un tratamiento de activacion. Ademas, en muchas ocasiones para
detectar la germinacion se utilizan medidas espectofotométricas, que dan una idea global

de la poblacién, pero no dan informacion a nivel individual.

Por tanto, hay muchas cuestiones sin respuesta cuya resolucion podria contribuir
a un mayor conocimiento del proceso de activacion y, por tanto, a la optimizacion de los

tratamientos de inactivacion de los esporos.

1.5.2. Receptores de la germinacion (GRs)

Como se ha visto anteriormente, los receptores de la germinaciéon son los
receptores con los que interaccionan los nutrientes para desencadenar la germinacion. Se
ha descrito que la localizacion de dichos receptores seria la membrana interna del esporo,
lo que plantea algunas cuestiones: ;Por qué se localizan en la membrana interna, si los
nutrientes se encuentran en el medio extracelular? ;No seria mas facil si los GRs se
encontrasen en alguna envoltura mas externa? ;Coémo atraviesan los nutrientes las

envolturas del esporo hasta llegar a la membrana interna?
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En cuanto a la ultima pregunta, se ha sugerido que las proteinas GerP podrian
jugar algtin papel en el transporte de los nutrientes. Se ha visto que la ausencia del operon
gerP ralentiza la germinacion inducida por nutrientes, aunque no la inhibe, por lo que
podria haber alguna via mas de entrada de los nutrientes (Carr y col., 2010). Ademas, al
retirar fisicamente las envolturas externas del esporo (cubierta y membrana externa) el
defecto en la germinacién de los esporos AgerP se restablecia, lo que sugiere que estas
proteinas participarian en la permeabilizacion de las envolturas externas del esporo a los

nutrientes (Carr y col., 2010).

En cuanto a la localizacion de los receptores de la germinacion en la membrana
interna, quiza podria deberse a un mecanismo de proteccion, ya que de esta manera los

receptores estarian protegidos por varias capas.

Por otro lado, tampoco sabemos como actuan los receptores de la germinacion
cuando son activados por los nutrientes. Una posibilidad es que se encarguen de
transportar alguna sustancia a través de la membrana, siendo la unidn con los nutrientes
el desencadenante de la apertura del canal de transporte. Sin embargo, dado que el DPA
seria liberado por las proteinas SpoV A, los receptores de la germinacion podrian facilitar
la salida de cationes monovalentes del protoplasto, o activar las proteinas GerD o SpoVA
(Setlow, 2014). En cualquier caso, este mecanismo esta lejos de conocerse, por lo que

seria necesario investigarlo en profundidad.

1.5.3. Compromiso y periodo de retraso (lag period)

Existe un periodo de tiempo, normalmente corto, entre la adicion de los nutrientes
y el compromiso del esporo para germinar. A este periodo se le conoce como “lag period”
y es diferente para cada esporo a nivel individual. Sin embargo, no se conoce por qué
tiene lugar este retraso, aunque se sabe que hay varios factores que condicionan su
duracion; esta fase es mas corta si: 1) la concentracion de nutrientes es elevada; ii) los
esporos tienen gran cantidad de receptores de la germinacion; iii) se aplican tratamientos

de activacion (Setlow, 2014).

En cuanto al compromiso, se trata del momento a partir del cual, aunque se retiren
los nutrientes, el esporo continua con la germinacion. Es el primer evento de la

germinacion y precede a la liberacion de Ca-DPA (Yi y Setlow, 2010). Sin embargo, a
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pesar de saber que es condicionado por los mismos aspectos que el “lag period”, tampoco

se conoce en detalle como funciona, ni que es lo que lo conduce a la liberacion de Ca-

DPA.

El conocimiento en profundidad de estos dos fendmenos nos daria informacién

sobre la heterogeneidad en la germinacion de los esporos dentro de una misma poblacion.

1.5.4. Proteinas SpoVA

Las proteinas SpoVA son las responsables de la entrada de DPA en el esporo
durante la esporulacion, y se han encontrado varios fendémenos que sugieren que también
son responsables de su liberacion durante la germinacion. Sin embargo, no sabemos si el
canal formado por estas proteinas permitiria también la salida de otros compuestos, como
cationes monovalentes. Aunque se ha sugerido que tendria cierta selectividad, pues
impide la salida de algunos compuestos como fosfato inorganico y AMP, entre otros,
durante los primeros momentos de la germinacion (Setlow y col., 2008). En definitiva,
no se sabe qué condiciona la apertura del canal que forman estas proteinas, ni la
selectividad a ciertas moléculas. La selectividad podria deberse al tamafio de las
moléculas, puesto que los compuestos liberados tienen un peso molecular menor, pero

hay que tener en cuenta que algunos compuestos estarian unidos a cationes divalentes.

Por otro lado, tampoco sabemos con certeza como se activa el canal de las
proteinas SpoVA tras la union de los nutrientes a los receptores de la germinacion. Dicha
union podria inducir de alguna manera la formacion del canal, aunque se desconoce a

través de qué mecanismo.

1.5.5. Membrana interna

La membrana interna de los esporos posee algunas caracteristicas diferentes a la
membrana citoplasmatica de las células vegetativas, o a la membrana de esporos
germinados. En los esporos latentes, la membrana se encontraria en un estado semisélido
o de gel (Loison y col., 2013), que se perderia tras completarse la germinacion. Sin
embargo, no sabemos como se produce el cambio de estado de la membrana interna de

los esporos, ni los efectos que podria tener el estado de esta membrana en la funcionalidad
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de los diferentes componentes de la germinacion que se encuentran en esta envoltura,

como los receptores de la germinacion, la proteina GerD o las proteinas SpoVA.

Aunque no tenemos respuesta a la primera pregunta, parece que lo que
condicionaria el estado de la membrana interna seria el cortex. Es decir, el cortex podria
comprimir la membrana y conferirle de esa forma caracteristicas semisélidas (Setlow,
2014), aunque es tan solo una teoria, ya que ni el mecanismo, ni la estructura exacta de la

membrana se conocen.

1.5.6. Enzimas liticos del cortex

Los enzimas liticos del cortex se encargan de degradar el cortex tras la liberacion
del Ca-DPA, para permitir la entrada de agua al interior del esporo. Sin embargo, no
sabemos qué desencadena la actividad de estos esporos. En Bacillus, el enzima CwlJ se
ha observado que se activa con el Ca-DPA que se libera del esporo, aunque esto plantea
una pregunta: ;por qué este enzima no se activa durante la entrada de DPA al esporo en
la esporulacion? Seguramente este sistema dispondrd de algun sistema de regulacion,

aunque no S€ conoce.

Por otro lado, en cuanto a la activacion del enzima SleB, no esta claro como
funciona, aunque se sabe que no es a través del Ca-DPA. Al igual que en el caso anterior,
este enzima se encuentra en el esporo en un estado potencialmente activo. Ademas, la
actividad de ninguno de los dos se inicia por procesos proteoliticos, ya que su peso

molecular no varia en la germinacién (Setlow, 2014).

Se han encontrado evidencias que sugieren que la proteina YpeB podria inhibir el

enzima SleB, aunque no se sabe como se produce dicha inhibicion.

1.5.7. (Es necesaria la sintesis de proteinas para la germinacion?

Tradicionalmente habia sido aceptado que el metabolismo se iniciaba en la fase
de desarrollo, tras la germinacion (Paidhungat y Setlow, 2002). Sin embargo Sinai y col.
(2015) mostraron evidencias que sugerian la necesidad de sintesis proteica para que
tuviera lugar la germinacion; observaron, entre otras evidencias, que en presencia de

inhibidores de la sintesis proteica, los esporos podian iniciar la germinacidn, liberando
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DPA, pero no podian degradar el cortex. Esta hipotesis fue rechazada por Korza y col.
(2016), que observaron que, con tratamientos térmicos entre 75 y 80 °C durante varias
horas, que degradaban el 95% del rARN, no se inhibia ni se retrasaba la germinacion, lo

que sugeria que la sintesis de proteinas no era necesaria durante la germinacion.

La discrepancia encontrada entre ambos investigadores puede ser debida a la
metodologia empleada, ya que en un caso es posible que los antibidticos empleados
tengan mas dianas celulares, lo que podria inhibir la germinacién por otro motivo y, en el
otro caso, la cantidad que quedaba sin degradar de rARN podria ser suficiente para

permitir la sintesis de proteinas.

En cualquier caso, se trata de una cuestion importante que tendria que estudiarse
en detalle puesto que su conocimiento podria establecer nuevas dianas celulares que

facilitasen la inactivacion de los esporos.

1.5.8. Germinacion inducida con L-alanina

La L-alanina es uno de los principales nutrientes que desencadenan la germinacion
mediada por los receptores GerA en B. subtilis. Por otro lado, este compuesto forma parte
del cortex del esporo, suponiendo el 23% de los restos peptidicos en el cortex maduro
(Foster y Popham, 2002). Por tanto, el hecho de que un compuesto que forma parte del
esporo sea un potente germinante, hace plantearse si existe algin mecanismo de
germinacion en el que la propia L-alanina del cortex sea la que active los receptores de la

germinacion localizados en la membrana interna del mismo esporo.

1.5.9. ;Cémo se inactivan los esporos?

Como se ha visto en los apartados anteriores, el proceso de germinacion de los
esporos es muy complejo y requiere de la actividad de numerosos enzimas. Por ejemplo,
se ha sugerido que los esporos superlatentes podrian mostrar ese fenotipo como
consecuencia de una baja concentracion de receptores de la germinacion (Chen y col.,
2014; Ghosh y Setlow, 2009), lo que les impediria responder a los nutrientes. Por otro
lado, también se ha observado que los esporos mutantes que carecen de los enzimas liticos
del cortex no son capaces de completar la germinacion, quedan bloqueados en la fase |

de la germinacion (Setlow, 2003). Por tanto, parece ldgico preguntarnos si en los
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tratamientos habituales de conservacion de alimentos los esporos mueren, o si

simplemente pierden la capacidad para germinar.

Todavia no podemos contestar a esta pregunta, lo que da una idea del
desconocimiento que existe de estos microorganismos, pese a haber sido objeto de estudio

desde su descubrimiento a finales del siglo XIX.
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1.6. Inactivacion de esporos por calor

El calor es la tecnologia de conservacion de alimentos tradicionalmente mas
empleada por las industrias agroalimentarias, ademas se considera el unico método de
conservacion de alimentos, actualmente en uso, capaz de conseguir de forma simultanea
estabilidad y seguridad. Es la tecnologia de conservacion de alimentos mas empleada para

inactivar los esporos bacterianos.

Los esporos, como es bien sabido, poseen una resistencia térmica muy superior a
la de las células vegetativas, llegando a sobrevivir a temperaturas superiores a 100°C
durante largos periodos de tiempo (Setlow, 2016). Esta elevada resistencia térmica quiza
sea la propiedad que mas los defina, es por ello que se ha dedicado mucho esfuerzo a su
estudio, tanto de las caracteristicas que les confieren dicha termorresistencia, como de las

cinéticas que definen la inactivacion por esta tecnologia.

Sin embargo, a pesar de que es bien conocido el efecto que tienen distintos
parametros en la resistencia al calor de los esporos, el mecanismo que conduce a la muerte

del esporo no se ha establecido.

1.6.1. Mecanismos de inactivacion de esporos por calor himedo y factores

fisioldgicos que influyen en la termorresistencia

Como se desprende de los apartados anteriores, la formacion de esporos representa
un sofisticado sistema de resistencia de algunas bacterias. La estructura y componentes
tan complejos que poseen les confieren resistencia frente a diversos agentes, tanto fisicos
como quimicos. Ademads, se ha observado que los esporos pueden poseer varios
mecanismos de proteccion para cada agente, asi como un mismo mecanismo que les
proteja frente a varios agentes. Quiza sea este el motivo por el que resulta tan complejo
establecer las dianas celulares de las diferentes tecnologias de conservacion de alimentos,
tanto en el caso de los esporos, como en el de las células vegetativas.

La identificacion de los eventos celulares que resultan en la muerte de los esporos
supondria un gran avance a nivel practico, ya que permitiria el disefio de tratamientos mas

eficientes para su inactivacion a nivel industrial.
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En el caso particular del calor himedo, pese a que se conocen muchos factores
que influyen en la resistencia, el mecanismo exacto por el que los esporos mueren no se

conoce.

Parece que la diana celular no seria el ADN, al contrario de lo que ocurre con el
calor seco, ya que no se ha observado ni dafio en esta estructura ni mutagénesis derivada
de estos tratamientos (Setlow y Johnson, 2019). Tampoco el estrés oxidativo seria el
mecanismo de accion de los tratamientos térmicos, puesto que no se observd dafo
oxidativo en las proteinas ni se observo efecto protector en condiciones anaerobias, ni
empleando sustancias detoxificantes como el etanetiol y el etaneditiol (Setlow y Setlow,
1998). No obstante Setlow y Setlow (1998) tampoco descartan que el mecanismo de

accion del calor sea un pequeno dafio oxidativo en alguna proteina crucial.

También se ha observado que los tratamientos térmicos causan la liberaciéon del
DPA (Coleman y col., 2007; Coleman y col., 2010), aunque parece que no estaria
relacionado con la muerte, ya que se ha visto que la muerte precede a la liberacion de
DPA en B. subtilis (Coleman y col., 2007), B. cereus, B. megaterium (Coleman y col.,
2010) y G. stearothermophilus (Huesca-Espitia y col., 2016). Por tanto, la liberacion de
DPA seria un fendmeno posterior a la muerte, probablemente debido a la acumulacién de

dano en la membrana interna.

Se ha sugerido que la desnaturalizacién de proteinas podria ser un evento
temprano en la inactivacion de esporos por calor, lo que apoyaria la hipotesis de que la
inactivacion o desnaturalizacion de algunas proteinas especificas seria el mecanismo
principal de la inactivacion del esporo por calor. Esta es la teoria mas aceptada en cuanto
al mecanismo de accion de esta tecnologia (Coleman y col., 2007; Coleman y Setlow,
2009; Coleman y col., 2010), y se supone que las proteinas involucradas serian proteinas
esenciales en alguna ruta metabolica. Sin embargo, no se han identificado dichas
proteinas, ni tampoco se sabe como la inactivacion de estas proteinas desencadena los
siguientes eventos que tienen lugar durante la inactivacion, como la liberacion de Ca-
DPA. También se ha sugerido que la liberacion de Ca-DPA y otras pequenas moléculas
se deberia a una mayor permeabilidad de la membrana interna causada por el tratamiento

térmico (Zhang y col., 2011).

Una de las investigaciones que apoya esta teoria se basa en la observacion de que

poblaciones de esporos sometidas a un tratamiento térmico que suponia entre el 90 y 99%



Introduccion

de inactivacion, se separaban en dos bandas de distinta densidad al centrifugarlos por
gradientes. Se encontrd una banda con esporos mas densos, de igual densidad que los
esporos latentes, y otra con esporos menos densos, que se correspondian con los que
habian liberado el DPA y se habian hidratado. A pesar de que ambas fracciones habian
perdido la capacidad para crecer en placa, los esporos que todavia retenian el DPA
(fraccion mas densa) podian germinar en presencia de nutrientes, aunque estarian
bloqueados en la fase de desarrollo (Coleman y col., 2007). Los investigadores de este
trabajo concluyeron que la muerte de los esporos se produciria por la inactivacion de
algiin enzima esencial de alguna ruta metabodlica, necesaria para el desarrollo del esporo
una vez germinado. Ademads, también sugirieron que, de forma posterior a la inactivacion,
el calor llegaria a producir dafos en la membrana interna, lo que daria como resultado la
liberacion de componentes del protoplasto, como el DPA. Esta teoria ha sido apoyada por
otros autores (Coleman y Setlow, 2009; Coleman y col., 2010; Zhang y col., 2009), sin

embargo, aun no se ha identificado el o los enzimas afectados por el tratamiento.

También se ha estudiado el papel de las proteinas de choque térmico (Heat
Shock Proteins) en la resistencia al calor de los esporos, ya que, si la muerte por calor se
debe a la desnaturalizacion de proteinas, es posible que la reparacion de dichas proteinas
pueda afectar a la termorresistencia de los esporos. Sin embargo, parece que las proteinas
de choque térmico no juegan ningun papel importante en la resistencia al calor de los
esporos (Melly y Setlow, 2001) y se ha sugerido que la reparacion o eliminacion de las
proteinas dafiadas por el calor no seria importante en la supervivencia del esporo, durante
su germinacion y desarrollo (Melly y Setlow, 2001). Para probar esta hipotesis, Melly y
Setlow (2001) estudiaron la expresion de varios genes que codifican proteinas del choque
térmico durante la germinacidon de esporos tratados por calor y observaron tan solo un
aumento del 25% en su expresion, lo que les llevo a concluir que los genes estudiados no
se inducian por el tratamiento térmico. No obstante, hay que tener en cuenta que estos
autores tan solo estudiaron los genes DnaK y GroES utilizando cepas mutantes en un
regulador negativo que afecta a dichos genes, pero no emplearon cepas mutantes sin los
genes objeto de estudio. Por otro lado, otros investigadores han observado que
temperaturas de esporulacion por encima de la temperatura 6ptima de crecimiento se
correlacionan con una mayor termorresistencia asi como una mayor concentracion de

chaperonas (proteinas de choque térmico) y proteinas SASPs en los esporos (Checinska
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y col., 2015). Por tanto, quiza sean necesarios mas estudios para poder conocer realmente

si las proteinas de choque térmico participan o no en la resistencia al calor de los esporos.

Por otro lado, se ha observado que los tratamientos térmicos provocan dafos
subletales en los esporos, que en condiciones de recuperacion adecuadas lograrian
sobrevivir, pero que en condiciones desfavorables, como en presencia de NaCl o bajos
niveles de nutrientes, no podrian llegar a formar colonias (Cazemier y col., 2001;
Feeherry y col., 1987; Foegeding y Busta, 1981). Este fendmeno sugiere que en los
tratamientos térmicos se produciria la desnaturalizacion de algunos enzimas y, que este
dafio podria condicionar la supervivencia posterior del esporo, es decir, el esporo no seria
capaz de germinar y desarrollarse en condiciones desfavorables, pero si en condiciones

favorables de recuperacion (Coleman y col., 2007).

En cualquier caso, el mecanismo exacto de la inactivacion por calor de los esporos
alun no se conoce y serian necesarios mas estudios, ya que un mayor conocimiento
permitiria optimizar los tratamientos de conservacion de alimentos, dafando en menor

medida sus propiedades nutricionales y sensoriales.

Por el contrario, si que se conocen varios factores estructurales y fisiologicos que

condicionan la termorresistencia de los esporos.
1. Saturacion del ADN con las proteinas SASPs a/p

Al contrario de lo que ocurre en los tratamientos de calor seco, el dafio al ADN no
es el responsable de la inactivacion de los esporos por calor himedo, aunque a las
elevadas temperaturas que resisten los esporos, seria de esperar que aparecieran grandes
dafios en el DNA, principalmente depurinaciones (Setlow, 2016). Este hecho se debe
probablemente a la enorme proteccion que suponen las proteinas SASPs de tipo o/ que
se encuentran saturandolo (Setlow, 2006, 2016), ya que se ha observado que esporos
mutantes carentes de dichas proteinas son més sensibles al calor himedo que las cepas

parentales (Setlow y Johnson, 2019).
2. Bajo contenido de agua del protoplasto

Parece que el bajo contenido en agua del protoplasto seria el factor mas importante
en la resistencia de los esporos al calor. Esta hipotesis estaria basada en que el bajo
contenido en agua del protoplasto resultaria en una baja movilidad de las proteinas y, por

tanto, una elevada resistencia térmica de las mismas (Setlow, 2016). Se ha comprobado
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que la movilidad de las proteinas es extremadamente baja en los esporos latentes (Cowan

y col., 2003).

Uno de los mecanismos que poseen para conseguir y mantener este bajo nivel de
hidratacion es la sintesis del cortex (Setlow, 2016; Setlow y Johnson, 2019). El volumen
del cortex se modifica en funcion de las condiciones de fuerza idnica y pH, por lo que
seria capaz de expandirse hacia el protoplasto, comprimiéndolo y desplazando el agua
mecanicamente hacia el exterior. A pesar de que este fendmeno no se conoce en detalle,
se ha observado una relacion directa entre la cantidad de peptidoglicano del cortex y la
resistencia al calor y a algunos compuestos quimicos, lo que se deberia a una menor

hidratacion del protoplasto (Popham y Bernhards, 2015).

Otro factor que condiciona el contenido en agua del protoplasto es la presencia de
Ca-DPA. A pesar de que este compuesto no parece guardar una relacion directa con la
termorresistencia de los esporos, parece que si influye indirectamente, modificando el
grado de hidratacion del protoplasto (Setlow, 2016). Se ha visto que esporos de cepas
mutantes, que no son capaces de sintetizar este compuesto durante la esporulacion, son
mas sensibles al calor que las cepas parentales (Setlow, 2006, 2016). Este fendmeno se
deberia a que los esporos mutantes tendrian un mayor contenido en agua en el protoplasto,
ya que el agua ocuparia el lugar normalmente ocupado por Ca-DPA (Setlow y Johnson,

2019).

Sin embargo, pese a que es bien conocida la importancia que tiene el contenido
en agua del protoplasto en la resistencia del esporo, no se conoce qué cantidad de agua
esta libre, ni la cantidad precisa de agua asociada a macromoléculas, lo que permitiria

calcular el grado de estabilizacion de las macromoléculas del protoplasto.
3. Mineralizacion del esporo

Otro aspecto importante en la resistencia de los esporos al calor es el grado de
mineralizacion, observandose mayores termorresistencias en esporos con un mayor

contenido en minerales (Gerhardt y Marquis, 1989).

Ademas de grandes niveles de DPA, el protoplasto también contiene grandes
niveles de cationes divalentes, la mayoria quelando el DPA. Por tanto, el DPA afectaria
a la termorresistencia de forma indirecta también debido a los cationes que lleva asociados

(Setlow y Johnson, 2019).
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La resistencia térmica de los esporos se ve influida tanto por la concentracion
como por el tipo de minerales que contienen (Beaman y Gerhardt, 1986; Bender y
Marquis, 1985). Se ha observado que esporos desmineralizados, mediante tratamiento
acido, y posteriormente remineralizados, muestran diferentes termorresistencias en
funcion de los cationes empleados en la remineralizacion. Los cationes que mayor
termorresistencia ofrecen son los de calcio, seguidos por manganeso, magnesio, potasio,
sodio e hidrogeno (Bender y Marquis, 1985; Gerhardt y Marquis, 1989; Setlow y Johnson,
2019). Sin embargo, a pesar del claro efecto de los minerales en la termorresistencia de
los esporos, no se sabe a través de qué mecanismo actuan. Es posible que actien en parte
reduciendo el contenido en agua del protoplasto, aunque podrian tener otra via de
actuacion, quiza modulando la resistencia térmica de alguna proteina especifica (Setlow

y Johnson, 2019).
4. Otros

Berendsen, Boekhorst, y col. (2016) estudiaron el genoma de 18 cepas de B.
subtilis que mostraban grandes diferencias de termorresistencia: nueve de ellas eran mas
termosensibles (Dioo°c de 2,9 min) y las otras nueve mas termorresistentes (Diooc de 10,5
horas). Los anélisis de gendmica mostraron que las cepas mas resistentes contenian un
elemento genético movil, un transposon, llamado SpoVA?™® que contenia cinco
operones, uno de los cuales estaba formado por genes que codifican proteinas homdlogas
de SpoVAC, SpoVAD y SpoVAEDb. Observaron también que, si se eliminaba dicho
transposon, el esporo perdia la elevada termorresistencia y que, si este fragmento genético
se incluia en el genoma de una cepa sensible, su termorresistencia aumentaba. También
se ha encontrado este transposon, con funciones similares, en cepas B. amyloliquefaciens
y B. licheniformis (Berendsen, Koning, y col., 2016). Por tanto, parece que la
transferencia de genes a nivel horizontal puede afectar profundamente a las caracteristicas
de termorresistencia de los esporos. Sin embargo, no se sabe como las proteinas de
SpoVA2™ modifican la termorresistencia de los esporos, aunque se sabe que estas
proteinas enlentecen significativamente la salida de Ca-DPA durante la germinacion

inducida por diferentes nutrientes.

Otro aspecto que se ha correlacionado con la termorresistencia de los esporos es
la fluidez de la membrana interna, Minh y col. (2011) observaron que aquellas
condiciones en las que se obtenian esporos con una membrana mas fluida, como una baja

actividad de agua o una baja temperatura de esporulacion, daba lugar a esporos con menos
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termorresistencia. Por el contrario, condiciones que en las que se obtenia una membrana
mas rigida, como una baja aireacion o temperaturas de esporulacion elevadas, daban
como resultado esporos mas resistentes al calor. Las células pueden regular la fluidez de
su membrana alterando la composicion lipidica para adaptarse a las condiciones

ambientales.

El estado de maduracion de los esporos también se ha correlacionado con la
termorresistencia, parece que la resistencia al calor, asi como a otros agentes quimicos,
se adquiere completamente mucho después de la liberacion del esporo de la célula madre
(Sanchez-Salas y col., 2011). Este fenomeno se cree que puede estar relacionado con
cambios en la estructura de la cubierta; por ejemplo, se podrian formar enlaces cruzados

en las proteinas de la cubierta (Abhyankar y col., 2015).

1.6.2. Factores medioambientales que condicionan la termorresistencia

La elevada resistencia de los esporos bacterianos a agentes quimicos y fisicos,
como es el caso de los tratamientos térmicos, puede verse afectada por numerosos factores
ambientales. Desde un punto de vista practico resulta fundamental conocerlos para no

infravalorar la resistencia en los célculos de los tratamientos de esterilizacion.

De forma general podemos asumir que la termorresistencia puede verse
modificada por las condiciones de esporulacion, las condiciones de tratamiento y las

condiciones de recuperacion tras el tratamiento térmico.

Condiciones de esporulacion

Se ha observado que tanto las caracteristicas fisico-quimicas del medio y la
temperatura de esporulacion (Cazemier y col., 2001), como la exposicion a choques

térmicos pueden alterar la resistencia de los esporos al calor.

De forma general se asume que todas aquellas condiciones que puedan afectar al
contenido en agua del protoplasto podran modificar las caracteristicas de
termorresistencia de los esporos, ya que se ha descrito como el principal factor en la
resistencia al calor de los esporos (Setlow, 2006). Cuando las condiciones de esporulacion

dan como resultado esporos con un menor contenido de agua en el protoplasto, la
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termorresistencia se ve incrementada. Algunas condiciones que aumentan la
termorresistencia de los esporos son: elevadas temperaturas de esporulacion (Melly y col.,
2002; Palop, Manas, y col., 1999; Planchon y col., 2011; Setlow, 2006), elevadas
concentraciones de glutamato en el medio (De Vries y col., 2005), pHs acidos (Baweja y
col., 2008) y una elevada actividad de agua en el medio de esporulacion (Minh y col.,

2008).
-  Temperatura de esporulacion

Se ha visto que temperaturas de esporulacion elevadas dan como resultado esporos
con una mayor resistencia térmica (Setlow, 2006, 2016). Los esporos de bacterias
termofilas, normalmente muestran mayores termorresistencias que los de mesofilas.
Ademas, dentro de la misma especie, los esporos obtenidos a mayor temperatura son mas
resistentes al calor que los esporulados a menor temperatura. Probablemente la mayor
termorresistencia se deba a un menor contenido en agua en el protoplasto ya que las
proteinas presentes en los esporos de la misma especie es previsible que sean idénticas a
todas las temperaturas de esporulacion. Ademads, las proteinas del esporo son
normalmente idénticas a las que se encuentran en las células vegetativas, por lo que no es

esperable que tengan distinta termorresistencia (Setlow y Johnson, 2019).

Actualmente no se sabe cémo la temperatura de esporulacion condiciona el
contenido de agua del protoplasto, aunque si que afecta, ademas de a la termorresistencia,
a la resistencia a algunos agentes quimicos. Se ha sugerido que podria deberse a cambios
en la estructura del cortex (Melly y col., 2002), puesto que se ha establecido la
importancia que tiene esta estructura en la deshidratacion del protoplasto (Setlow, 2011).
Melly y col. (2002) observaron un pequefio, aunque significativo, aumento en el grado de
entrecruzamiento del d&cido muramico en los esporos preparados a elevada temperatura;
no obstante, no esta claro si este fenomeno podria ser el responsable de las diferencias de
termorresistencia o si por el contrario la temperatura de esporulacion podria cambiar de
alguna forma la estructura tridimensional del cortex, o producir algiin cambio en la

sintesis del cortex durante la esporulacion.

También se ha sugerido que el mecanismo a través del cual la mayor temperatura
de esporulacion confiere resistencia frente al calor podria estar relacionado con una mayor
mineralizacion en los esporos obtenidos a temperaturas elevadas (Palop, Sala, y col.,

1999).
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- Esporulacion en medio liquido o solido

También se ha descrito que el estado del medio de esporulacion influye en la
termorresistencia, siendo los esporos obtenidos en medio s6lido més resistentes que los
obtenidos en medio liquido (Rose y col., 2007). Aunque no se observaron diferencias en
cuanto a contenido en agua, DPA y proteinas SASPs, si que se encontraron pequefias
diferencias en la cubierta y en el perfil de los acidos grasos de la membrana interna. Sin
embargo, no hay evidencias de que estos cambios tengan repercusion en la
termorresistencia de los esporos, por lo que podria haber otras diferencias que justificaran

este cambio.
- Choque térmico

Los tratamientos térmicos subletales al inicio de la esporulacion dan como
resultado esporos mas termorresistentes (Melly y Setlow, 2001; Movahedi y Waites,
2000; Wells-Bennik y col., 2016). Se ha visto que estos tratamientos inducen la
sobreexpresion de las proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins), aunque
desaparecen mas tarde en la esporulacion, lo que sugiere que estas proteinas no serian las
responsables del aumento de resistencia térmica de los esporos pretratados térmicamente
(Melly y Setlow, 2001). Por otro lado, el contenido de agua de los esporos obtenidos tras
un choque térmico es similar al de esporos obtenidos en condiciones normales (Melly y
Setlow, 2001), por lo que el mecanismo seria diferente al sugerido para el efecto de la

temperatura de esporulacion.

También se ha observado que los choques térmicos durante la esporulacion
producen un aumento en la concentracion de cationes divalentes, como Ca(Il), Mn (IT) y
Mg(Il) en los esporos, que esta relacionada con una mayor termorresistencia en G.
stearothermophilus (Sang-Wook y Sang Jun, 2006). Esta mayor resistencia térmica, tanto
al color himedo como seco, debida a un mayor contenido en Mn(Il) también ha sido
descrita en esporos de B. megaterium sometidos a un choque térmico (Ghosh y col.,

2011).

En definitiva, no se conoce a través de qué mecanismo los choques térmicos
aumentan la termorresistencia, aunque los datos publicados sugieren que los choques
podrian alterar la estructura del esporo en lugar de influir en la reparacion del dafio

térmico durante su germinacion y desarrollo (Movahedi y Waites, 2000).
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- Composicion del medio de esporulacion

La composicion del medio de esporulacion juega un papel importante en la
resistencia frente al calor de los esporos. Se ha observado que grandes cantidades de Mn**
en el medio de esporulacién confieren mayor termorresistencia a los esporos (Ghosh y
col., 2011). Cazemier y col. (2001) observaron que esporos de diferentes especies de
Bacillus obtenidos en agar nutritivo con Mn?", Ca*’, Mg?’, Fe’" y K" eran mas
termorresistentes que esporos obtenidos en medio nutritivo solo con Mn?*, posiblemente

debido a que el contenido en agua era menor.

Es posible que al modificar la composicion del medio de esporulacion se pueda
modificar la composicion del protoplasto del esporo; por ejemplo, si se retirase del medio
de esporulacion el Ca®* no se podria formar el complejo Ca-DPA vy los esporos resultantes
serian mas sensibles al calor (Minh y col., 2011). Sin embargo, se ha descrito que la
presencia de cationes divalentes en el medio de esporulacion no afecta a la

termorresistencia de Alicyclobacillus acidoterrestris (Yamazaki y col., 1997).

Condiciones del medio de tratamiento

Las condiciones del medio de tratamiento pueden condicionar en gran medida la
resistencia térmica de los esporos, de forma que esporos obtenidos en las mismas
condiciones, podrian mostrar termorresistencias muy diferentes en funcion de las

caracteristicas del medio de tratamiento.

El pH es uno de los principales factores que condiciona la resistencia al calor. De
hecho, los alimentos se dividen en acidos (pH < 4,5) y poco acidos (pH > 4,5) para
determinar la severidad del tratamiento a aplicar. En términos generales se asume que
pHs optimos de crecimiento, que normalmente son proximos a la neutralidad, suponen
mayor termorresistencia y que dicha termorresistencia disminuye cuando el pH aumenta
o disminuye del valor 6ptimo (Jay, 1992). También se ha observado que el tipo de acido
organico tiene diferentes efectos en la resistencia térmica de B. subtilis (Leguérinel y
Mafart, 2001). Sin embargo, el mecanismo por el que el pH modifica la termorresistencia
no esta claro. Gould y Dring (1975) propusieron que el tratamiento en medio acido podria
causar una protonizacion de los grupos carboxilos del peptidoglicano del cortex, lo que

daria lugar al colapso de la estructura y a la hidratacion del protoplasto.
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La actividad de agua del medio en el que se traten los esporos también condiciona
la termorresistencia. Se ha observado una mayor termorresistencia en medios de
tratamiento con actividades de agua entre 0,2 y 0,4 (Murrell y Scott, 1966). Ademas el
soluto empleado para reducir la actividad de agua también influye en la resistencia al
calor de los esporos; Coroller y col. (2001) observaron que la sacarosa protegia mas frente
al calor a B. cereus que la glucosa o el glicerol. Sin embargo, pese a que el mecanismo
por el que la actividad de agua ejerce un papel protector no se conoce con claridad, parece
que se ha relacionado con una mayor estabilizacion de las proteinas y componentes
celulares (Corry, 1974; Syamaladevi y col., 2016), ya que este efecto protector también

se ha observado en enzimas purificadas (Makki y Durance, 1996).

Otro aspecto importante es la composicion del medio de tratamiento, ya que
algunos componentes actian como protectores frente al calor. Molin y Snygg (1967)
observaron que la grasa del medio de tratamiento tenia un efecto protector en B. cereus,
que podia deberse a una menor actividad de agua del medio de tratamiento. Stoeckel y
col. (2013) observaron que los esporos eran mas termorresistentes cuando las formulas
infantiles estaban concentradas, probablemente también debido a una menor actividad de

agua.

Condiciones de recuperacion tras el tratamiento térmico

Las condiciones de recuperacion tras el tratamiento influyen de forma notoria en
la resistencia al calor de los esporos, ya que la inactivacion por calor no es un proceso de
todo o nada, sino que se producen dafios subletales que, en condiciones adecuadas de
recuperacion, seran reparados y permitiran el crecimiento de la célula. Por el contrario,
cuando las condiciones de recuperacion no sean adecuadas, la célula no sera capaz de

reparar los dafios y morira.

La composicion del medio de recuperacion juega un papel clave en la reparacion
de los esporos tras el tratamiento. Se ha descrito que, en presencia de sal, asi como de
otros agentes inhibidores como los antibioticos o los 4cidos organicos, los esporos
muestran una menor termorresistencia aparente (Briggs y Yazdany, 1970; Cazemier y
col., 2001; Cook y Gilbert, 1969; Periago y col., 1998). Este fenomeno se ha relacionado
con la presencia de dafios subletales en las membranas celulares de los esporos (Adams,

1978; Mackey, 2000). Cazemier y col. (2001) observaron que cuando el medio de
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recuperacion contenia, ademas de sal, prolina y KCl, se disminuia el efecto inhibidor de
la sal en B. subtilis, por lo que sugirieron que los tratamientos térmicos podrian dafiar las
proteinas osmoreguladoras o las proteinas implicadas en la sintesis de prolina. Se sabe
que B. subtilis posee un sistema de captacion de K*, sensible a la turgencia de la célula,

que desencadena la sintesis de prolina como soluto compatible.

Por otro lado, algunas sustancias como el almidon o el carbon activo parece que
favorecen la recuperacion de esporos de G. stearothermophilus tratados por calor (Cook
y Gilbert, 1968); es posible que estas sustancias actien absorbiendo algunos toxicos

presentes en el medio que impiden la germinacion de los esporos (Cook y Gilbert, 1968).

La actividad de agua del medio de recuperacion también influye en la
termorresistencia de los esporos, siendo menor conforme desciende esta (Coroller y col.,
2001). Ademas, se ha visto que el efecto inhibidor de la reduccion en la actividad de agua
durante la recuperacion, compensa el efecto protector durante el tratamiento (Coroller y

col., 2001).

La presencia de Ca-DPA en el medio de recuperaciéon podria favorecer la
recuperacion de esporos en los que se hubieran dafiado los receptores de la germinacion.
Cazemier y col. (2001) observaron que B. subtilis mostraba una pequefia mejora en la
recuperacion en estas condiciones. Sin embargo, otros autores no han observado este

fenomeno (Coleman y col., 2007).

Ademas, en Clostridium se ha visto que la presencia de lisozima en el medio de
recuperacion podria favorecer su recuperacion (Fernandez y Peck, 1999; Peck, 2010), ya
que este compuesto podria hidrolizar el cortex del esporo, permitiendo asi la germinacion.
Parece que las enzimas liticas del cortex de los esporos de Clostridium se danan
subletalmente durante los tratamientos térmicos y que, en presencia de lisozima, son

capaces de germinar y multiplicarse (Peck y Stringer, 2005).

Otro parametro importante en la recuperacion celular es la temperatura de
incubacion, y se ha descrito que los esporos tratados térmicamente se recuperan mejor a
temperaturas inferiores a las 0ptimas de crecimiento (Adams, 1978; Condon y col., 1996;
Lopez y col., 1997). Este fendémeno se ha relacionado con la etapa de desarrollo, que seria
mas sensible a la temperatura que la etapa de germinacion (Prentice y Clegg, 1974). A
menores temperaturas el desarrollo es mas lento y permite reparar los dafios que se hayan

podido originar en la célula (Mackey, 2000). Por otro lado, también se ha propuesto que
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la temperatura de recuperacion podria afectar a la germinacion, activando e inactivando
distintos sistemas de germinacion con diferentes temperaturas Optimas (Mackey, 2000).
Por otro lado, Katsui y col. (1982) observaron que, al reducir la temperatura de incubacioén
se producia un aumento de la proporcion de acidos grasos insaturados en las células y,
por tanto, se modificaba la fluidez de la membrana. Esta observacion sugeria que los
procesos de reparacion tras un tratamiento térmico podrian estar condicionados por la

fluidez de los lipidos de la membrana.

1.6.3. Cinética de inactivacion de los esporos por calor

Como en cualquier tecnologia de conservacion de alimentos, en los tratamientos
térmicos es necesario conocer las cinéticas de inactivacion de los microorganismos con
el fin de optimizar las condiciones de calentamiento, asi como conocer los aspectos de
fisiologia celular que la justifican. La cinética de inactivacion por calor depende del
microorganismo estudiado y de las condiciones de tratamiento: temperatura, tiempo y

caracteristicas del medio de tratamiento.

En los ultimos afios se ha avanzado mucho en el desarrollo de ecuaciones
matematicas y/o modelos predictivos que permitan describir el comportamiento
microbiano, tanto en el crecimiento como en la inactivacion por diferentes agentes. La
microbiologia predictiva permite comparar la letalidad entre tratamientos y determinar el
impacto de diferentes factores en la inactivacion y el crecimiento microbiano, por lo que
hoy en dia se considera una herramienta muy util para conocer el impacto microbioldgico

durante el procesado y distribucion de los alimentos.

Existen varios tipos de modelos matematicos y varias clasificaciones; en funcion
del fundamento matematico se dividen en modelos empiricos, que se ajustan a los datos
obtenidos experimentalmente, pero que carecen de significado fisiologico y los modelos
mecanicistas, que parten de una base bioldgica tedrica. También se pueden clasificar en
funcion de las bases matematicas utilizadas para su obtencion, en modelos cinéticos y

probabilisticos.

Fueron Bigelow (1921) y Esty y Meyer (1922) quienes empezaron a estudiar la
cinética de inactivacion de esporos bacterianos por calor, observando que la inactivacion

por calor podia definirse matematicamente, ya que seguia una cinética de primer orden.
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Esta cinética de inactivacién implica que a iguales intervalos de tiempo se inactiva una
proporcion igual de la poblacion. Al representar el logaritmo del nimero de
supervivientes en funcion del tiempo de tratamiento se observa una grafica lineal
conocida como grafica de supervivencia (Figura 1.12). A partir de esta grafica podemos
obtener el valor Dy (tiempo de reduccion decimal), que se define como el tiempo en
minutos, a una determinada temperatura, que es necesario tratar la poblacién microbiana
para reducir su recuento un ciclo logaritmico. Este valor se corresponde con el inverso

negativo de la pendiente de la grafica de supervivencia.
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Figura 1.12. Efecto del tiempo de tratamiento en la supervivencia microbiana al calor (grafica de

supervivencia).

Asumiendo que la inactivacion microbiana sigue una cinética de primer orden, no
es posible conseguir la esterilidad absoluta pues el tiempo de tratamiento deberia ser
infinito, motivo por el que siempre existira un riesgo de supervivencia. Ademas, la
probabilidad de supervivencia dependera de las caracteristicas intrinsecas de la poblacion

microbiana, del tiempo de tratamiento y de la concentraciéon microbiana inicial.

Conociendo el pardmetro D¢ y la concentracion inicial de microorganismos, y
asumiendo un determinado nivel de riesgo, podemos calcular el tiempo de tratamiento a
una determinada temperatura. Ademas, al representar el logaritmo de Dy en funcién de la
temperatura obtenemos la grafica de termodestruccion (Figura 1.13). A partir de esta recta
podemos calcular el valor z, que se define como el numero de grados que hay que
aumentar la temperatura de tratamiento para reducir el valor Dy a la décima parte y que se

corresponde con el inverso negativo de la pendiente.
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Log D;

Figura 1.13. Calculo del valor z a partir de la representacion grafica de la relacion existente entre

los valores Dt y la temperatura para un microorganismo hipotético.

Sin embargo, pese a que frecuentemente las graficas de supervivencia de los
esporos por calor siguen un curso lineal, a menudo aparecen desviaciones en la linealidad.
Estas desviaciones pueden aparecer en forma de “hombro”, debido a retrasos en el
comienzo de la inactivacion, y “cola”, debido a retrasos en la inactivacion al final de las
graficas de supervivencia. También pueden aparecer ambos fendmenos simultdneamente,

dando lugar a graficas con perfiles sigmoideos.
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Figura 1.14. Desviaciones de la linealidad en las graficas de supervivencia observadas en los
tratamientos térmicos. A: Perfil recto: Cinética lineal. B: Perfil convexo debido a la presencia de
fendomenos de hombro. C: Perfil concavo debido a la presencia de fendmenos de cola. D: Perfil

sigmoideo debido a la presencia de fenomenos de hombro y cola.

Los fenémenos de hombro son desviaciones del orden logaritmico de
inactivacion muy frecuentes, en los que, durante los primeros momentos del tratamiento,
el recuento no disminuye, o incluso puede observarse un incremento en el nimero de

supervivientes. Hay varias teorias sobre la causa de su aparicion; algunos autores los han
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achacado a artefactos metodologicos, como por ejemplo debido al empleo de métodos de
calentamiento con una baja transferencia de calor, en los que la fase de calentamiento
anisotérmico inicial es la responsable del retraso en el comienzo de la inactivacion. Por
otro lado, otros autores han atribuido la presencia de hombros a aspectos fisioldgicos o

incluso a procesos de agregacion celular.

En el caso particular de los esporos, los fenomenos de hombro pueden estar
también relacionados con la activacion de esporos superlatentes, por lo que el recuento
puede aumentar al principio del tratamiento. De darse este fenomeno, durante el
calentamiento se producirian dos procesos simultdneamente, la activacion de esporos
superlatentes, que tenderia a aumentar el recuento, y la inactivacion de esporos latentes,
que tenderia a disminuirlo. Del equilibrio de ambos fendmenos dependera la existencia y

perfil del hombro (Corradini y col., 2010).

Por otro lado, los hombros también se han relacionado con la acumulacion de
dafios en los esporos, insuficientes por si solos para provocar la muerte. En el caso de que
las células sean capaces de reparar dichos danos, el recuento no se vera reducido y
aparecera un hombro al inicio del tratamiento. En el momento en el que los dafios
causados superen la capacidad de reparacion de la célula, se producira la inactivacion

(Condon y col., 1996).

Los esporos dafiados subletalmente muestran mayor tiempo de germinacion,
alteraciones nutricionales, diferentes temperaturas Optimas de recuperacion, mayor
recuperacion en presencia de almidén o carbon activo, mayor influencia de la atmdsfera
o el potencial redox y sensibilidad al cloruro sédico asi como a otros conservantes y
antibioticos (Mackey, 2000). Por tanto, la letalidad del tratamiento esta condicionada por
las condiciones de recuperacion posterior, si estas son adecuadas habra mas esporos

capaces de sobrevivir al tratamiento.

Cabe destacar que los esporos pueden ser dafiados subletamente tanto en el
sistema de germinacion, como en la maquinaria celular relacionada con el desarrollo y la
multiplicacion, lo que incluye componentes genéticos, metabdlicos y estructurales

diferentes a los de una célula vegetativa.
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Por otro lado, los fendmenos de cola se manifiestan en las porciones finales de la
grafica de supervivencia donde disminuye o incluso se detiene el ritmo de inactivacion.
Para justificar la presencia de este fendémeno de cola, Cerf (1977) clasifico las teorias

existentes en dos grupos: teorias vitalistas y teorias mecanicistas.

- Las teorias vitalistas defienden la presencia de una distribucion heterogénea de
resistencias dentro de la poblacion. Al inicio del tratamiento, se inactivaria la
fraccidn menos resistente, que habitualmente es la mas numerosa. Posteriormente,
la pendiente de la grafica de supervivencia disminuiria debido a la mayor
termorresistencia del resto de la poblacion.

- Las teorias mecanicistas, por otro lado, asumen que los individuos de una misma
poblacioén tienen una resistencia similar y que la cinética de inactivacion sigue una
cinética exponencial. Estas teorias relacionan la presencia de colas con
anormalidades de caréacter metodologico, a adaptaciones de las células al calor o

a la presencia de agregados celulares, entre otros.

1.6.4. Modelizacion de las graficas de supervivencia

Dado que la presencia de desviaciones en la linealidad de las graficas de
supervivencia es un fendémeno habitual, algunos autores han cuestionado la validez del
modelo tradicional para describir las cinéticas de inactivacion por calor (Peleg, 2006). Es
por ello que se han propuesto numerosos modelos matematicos para calcular y ajustar con
fiabilidad los actuales tratamientos térmicos, sustituyendo el modelo exponencial
tradicional, como son el modelo de Weibull, que asume la presencia de diferentes
resistencias a los tratamientos de las células individuales, o el modelo de Gompertz
modificado. Este ultimo, sin base biologica y, a pesar de que su aplicacion inicial fue la
descripcion de curvas de crecimiento, puede resultar til para modelizar las curvas

supervivencia cambiando el signo de la ecuacion.

Uno de los modelos mas utilizados es el modelo de Geeraerd (Geeraerd y col.,
2000; Geeraerd y col., 2005). Este modelo tiene una base biologica, aunque muy genérica,
y permite describir el comportamiento celular cuando en las graficas de supervivencia
aparecen fenémenos de hombro y/o cola. Ademas, también permite cuantificar la
magnitud de dichos fendmenos. Este modelo describe la cinética de inactivacion en

funcion de la tasa de inactivacion, la duracion del hombro y el recuento al que aparece la
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cola, lo que permite la interpretacion a través de fenomenos fisiologicos celulares.
Ademas, se asume que la parte central de la grafica sigue un ritmo de inactivacion

exponencial, por lo que no contradice la teoria clasica de Bigelow y Esty.

El modelo de Geeraerd se define por la siguiente ecuacion:

o Kmax St

1+ (eKmax'SL — 1)+ g~Kmax't

N(t) = (N(O) - Nres) - e Kmax't . + Nres

Donde:

o N(t) representa la concentracion de células en el tiempo “t” (UFC/ml)

o N(0) es la concentracion inicial de células (UFC/ml)

0 Ny representa la concentracion de células residuales (la cola de la grafica de
supervivencia) (UFC/ml)

o Kunax es la velocidad de inactivacion (1/unidad de tiempo)

o Sl es la duracion del hombro (unidad de tiempo)

o tes el tiempo de tratamiento (unidad de tiempo)

Este modelo no tiene en cuenta la posible presencia de fendmenos de hombro en
los que el recuento al inicio del tratamiento aumenta como consecuencia de la activacion
de esporos superlatentes. Para poder describir este tipo de graficas de supervivencia se
han desarrollado varios modelos matematicos con distintas particularidades y enfoques
(modelo de Rodriguez y col. (1991), modelo de Sapru y col. (1992), modelo de Iciek y
col. (2000)), que seran descritos y discutidos en el capitulo 4.3 de Resultados de esta Tesis

Doctoral.
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Justificacion y objetivos

Debido a la globalizacion del mercado la industria alimentaria necesita producir
alimentos con una vida util mas prolongada y que conserven todas sus propiedades. No
obstante, la presencia de esporos en los alimentos complica este objetivo debido a la
escasa eficacia bactericida que poseen las tecnologias de conservacion de alimentos sobre
estos microorganismos, tanto las tecnologias tradicionales como las nuevas tecnologias.
Por lo que respecta a las nuevas tecnologias, aunque no consigan destruir esporos a los
niveles requeridos, podrian producir cambios en las estructuras celulares que una vez
conocidos y controlados podrian utilizarse para establecer nuevas dianas celulares y
desarrollar nuevas estrategias para la conservacion de alimentos con tecnologias no
térmicas, o con procesos combinados. Por otro lado, los tratamientos térmicos intensos,
capaces de inactivar esporos, producen pérdidas nutricionales y alteraciones sensoriales
en los alimentos. Por tanto, ampliar el conocimiento en la inactivacion por calor de los
esporos podria ayudar a optimizar los tratamientos necesarios para inactivarlos hasta

niveles aceptables, sin sobretratar los alimentos.

La esterilizacion de los alimentos por el calor fue el primer procedimiento de
conservacion de los alimentos que de ser un arte se transformd en un proceso
cientificamente controlado. El célculo de los tratamientos térmicos fue también el origen
de la modelizacion predictiva en el sector alimentario. Pese a la antigtiedad del proceso,
sabemos hoy con certeza que en ocasiones la cinética de inactivacion, utilizada
habitualmente para el calculo de los tratamientos, no es cierta y que los modelos utilizados

deberian mejorarse.

Hemos avanzado mucho en el conocimiento de la fisiologia y estructura de los
esporos bacterianos, pero también en este aspecto existen enormes lagunas de
conocimiento, que se han comentado en la introduccion. A modo de ejemplo baste decir
que todavia hoy no podriamos definir lo que es la activacion, no sabemos la causa de la
aparicion de los esporos superlatentes, ni cuales son sus diferencias con los esporos
latentes; de hecho, ni siquiera sabemos si al aplicar un tratamiento térmico activamos a
los esporos como paso previo a su destruccion. Nuestro conocimiento de la germinacion
es también muy limitado; de hecho, ni siquiera sabemos si al aplicar los tratamientos

tecnoldgicos destruimos al esporo o tan solo alteramos sus mecanismos de germinacion.

Nuestro grupo de investigacion tenia amplia experiencia de trabajo con esporos
bacterianos hace afios, pero esta linea de trabajo se redujo drasticamente al focalizar

nuestros esfuerzos en el estudio de las tecnologias no térmicas de conservacion. Durante
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estos afos se han producido espectaculares mejoras de las técnicas de biologia molecular
y nuestro grupo ha crecido notablemente, lo que nos ha estimulado a relanzar esta linea,

en cuyo marco se encuadra esta tesis doctoral.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue ampliar el conocimiento en la
activacion, germinacion e inactivacion de esporos bacterianos, lo que permitira disefiar
tratamientos de conservacion de alimentos mas eficaces frente a estos microorganismos,
dafiando en menor medida las propiedades de los alimentos. Para ello, se utilizaran
distintos géneros y especies de bacterias esporuladas, que incluiran a B. subtilis, como
especie modelo mas estudiada en la literatura cientifica, y a G. stearothermophilus, capaz
de formar un porcentaje elevado de esporos superlatentes, pero también se usaran, cuando
se considere oportuno, otras bacterias esporuladas como B. cereus, B. licheniformis o B.

weihenstephanensis. Los objetivos parciales que se plantearon fueron:

- Estudiar las cinéticas de inactivacion por calor de varias especies esporuladas con
el objetivo de mejorar en lo posible el calculo de los tratamientos.

- Estudiar el efecto de distintas tecnologias en la activacion de los esporos, tanto en
su vertiente cinética como fisioldgica. Para conseguir este objetivo serd necesario
optimizar la esporulacion de una especie adecuada para conseguir suspensiones

de trabajo con, al menos, un 90% de esporos superlatentes.

- Estudiar el efecto de distintas tecnologias en la germinacién de esporos de B.
subtilis -especie de referencia- obtenidos en distintas condiciones, asi como los
cambios fisiologicos que se producen durante la germinacion. Para ello serd
necesario poner a punto técnicas de fluorimetria y de microscopia, tales como la

metodologia para detectar la permeabilidad de la membrana interna y del cértex.
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Material y métodos

3.1.Microorganismos y medios de cultivo y recuperacion

Los microorganismos empleados en esta tesis doctoral fueron: Geobacillus
stearothermophilus CECT 4517 (suministrado por Zeulab), Bacillus subtilis CECT 461,
Brevibacillus choshinensis, B. cereus CECT 148, B. subtilis CECT 4524 B. licheniformis
CECT 4523, G. stearothermophilus CECT 4517 y B. weihenstephanensis (suministrado
por el grupo del Profesor Lyng: “School of Agriculture and Food Science, University
College Dublin).

Todos los microorganismos se conservaron en crioviales a -80 °C, a partir de los
cuales se hacia una estria en agar nutritivo con 0,6 % de extracto de levadura (ANYE)
(Oxoid, Madrid, Espana). De la estria se pasaba una colonia a precultivo de caldo nutritivo
con 0,6 % de extracto de levadura (CNYE) (Oxoid) y posteriormente a cultivo (CNYE)
(Oxoid). A partir del cultivo, se inoculaba un matraz con el medio de esporulacion
adecuado para cada microorganismo. Las condiciones de esporulaciéon de cada

microorganismo se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Condiciones de esporulacion de los diferentes microorganismos.

Temperatura
Microorganismo Origen Medio esporulacion
esporulacion
Zeu (Zaragoza, Medio especifico capitulo 1
G. stearothermophilus 55°C
Espafia) resultados
G. stearothermophilus ) 55°C,45°Cy
CECT CNYE + MnSO4 (3 ppm) (Oxoid)
CECT 4517 65°C
B. subtilis 168 CECT 2xSG (Leighton y Doi, 1971) 30°C
Caldo nutritivo con extracto
B. Braun Medical,
B. choshinensis S A levadura (CNYE) (0.6%) + MnSO4 30°C
' (3 ppm) (Oxoid)
B. cereus CECT 148 CECT CNYE + MnSO4 (3 ppm) (Oxoid) 30°C
B. subtilis CECT 4522 CECT CNYE + MnSOq4 (3 ppm) (Oxoid) 30°C
B. licheniformis CECT
CECT CNYE + MnSO4 (3 ppm) (Oxoid) 37°C
4523
University College
B. weihenstephanensis Dubli CNYE + MnSO; (3 ppm) (Oxoid) 25°C
ublin

Las esporulaciones se iban siguiendo en el tiempo a través de observacion

microscopica y se recogian cuando el porcentaje de esporos se mantenia constante.
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Adicionalmente, en los estudios de optimizacion de la esporulacion de G.
stearothermophilus, se hacian recuentos antes y después de una pasterizacion (75 °C/30
min) para conocer el porcentaje exacto de esporulacion. Una vez recogidos se
centrifugaban (4000 r.p.m. durante 20 min a 4 °C) (Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau,
Alemania) y se resuspendian, de forma general, en agua destilada estéril, aunque
ocasionalmente, donde lo especifique, se recogieron en tampoén Mcllvaine pH 7. Los
esporos de G. stearothermophilus empleados en los estudios de activacion se sometian
también a una agitaciéon con perlas de vidrio posterior, en refrigeracion durante una
semana, para inactivar las posibles células vegetativas que quedasen sin germinar y para

disgregar los posibles agregados de esporos que pudiese haber en la suspension.

Adicionalmente, se hacian también recuentos microscopicos en camara de Thoma.
Para ello se colocaba un portaobjetos en la camara y posteriormente se introducia la
suspension a contar, por capilaridad. Una vez preparada la muestra, se procedia al
recuento en el microscopio que consistia en contar los esporos presentes en un volumen
determinado de muestra, utilizando para ello el contraste de fases. Posteriormente se
multiplicaba el resultado por el factor de correccion correspondiente a la camara de

recuento, obteniéndose la concentracion de esporos en esporos/ml.

3 r
I I
| — —
N~—
Criovial Estria ANYE 12 h Precultivo CNYE Cultivo CNYE Medio esporulacion
-80 °C Sml/12h 50 ml/ 24 h 300 ml

Figura 3.1. Esquema del proceso de obtencion de una suspension de esporos.

Para la recuperacion tras los tratamientos, los esporos se sembraban en placas Petri

de agar nutritivo con extracto de levadura (ANYE) (Oxoid) por homogenizaciéon en masa
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y se incubaban a la temperatura Optima para cada microorganismo: 25 °C para B.
weihenstephanensis, 30 °C para B. cereus, 37 °C para B. subtilis y B. licheniformis y 55
°C para G. stearothermophilus. El tiempo de incubacion fue de 24 horas en todos los

casos, salvo para G. stearothermophilus, que fue de 48 horas.

3.2.Tratamientos térmicos

Las determinaciones de resistencia al calor se realizaron mediante cuatro
procedimientos diferentes. Por un lado se utiliz6 un termorresistoémetro (Condén y col.,
1993) modificado (Equipo Mastia, Universidad Politécnica de Cartagena) (Conesa y col.,
2009). Este equipo consta de una camara de tratamiento (400 ml) donde se introduce el
medio en el que se aplican los tratamientos térmicos; una resistencia que calienta el medio
hasta la temperatura deseada; un sistema de refrigeracion; un sistema de agitacién que
asegura una correcta homogenizacion; una entrada de presion regulada con un
manorreductor, que permite trabajar a temperaturas superiores a la de ebullicion del agua
a presion atmosférica; una sonda de temperatura con la que se regula la temperatura de
trabajo; un sistema de extraccion de muestras, para poder sacar muestras a lo largo del
tratamiento y un sistema de inyeccion del indculo con el que se desea trabajar (Figura

3.2).

Figura 3.2. Esquema del termorresistometro: (A) Camara de tratamiento; (B) Eje de agitacion;
(C) Resistencia eléctrica; (D) Circuito de refrigeracion; (E) Entrada de presion; (F) Sistema de
toma de muestras; (G) Sonda termopar; (H) Puerto para inocular. Figura obtenida de Marcén y

col. (2017).
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Antes de realizar los tratamientos, el equipo, junto con el medio de tratamiento,
se esterilizaba a 121 °C durante 20 minutos y posteriormente se seleccionaba la
temperatura de tratamiento. Una vez se mantenia constante la temperatura, se inoculaba
0,1 ml de la suspension microbiana (en ocasiones era necesario realizar diluciones
previas). A lo largo del tratamiento se iban extrayendo muestras, que se recogian y
enfriaban en tubos Eppendorf sumergidos en agua a temperatura ambiente.
Posteriormente, se sembraban 0,1 ml en placas Petri estériles mediante homogenizacion

en masa y se incubaban a la temperatura adecuada para cada microorganismo.

Adicionalmente, en algunos estudios se empled un termorresistometro adaptado
para un menor volumen de trabajo, descrito por Raso y col. (1998). Este equipo consiste
en un vaso principal de 700 ml, en el que se encuentra la cdmara de tratamiento de 23 ml.
El vaso principal contiene una resistencia y un serpentin de refrigeracion, asi como un
sistema de agitacion para homogeneizar la temperatura ya que termostata la camara de
tratamiento. Ademads, contiene sistemas de presurizacion y de extraccion de muestras
como en el caso del TR-SC. La ventaja que ofrece este equipo es que permite trabajar con
suspensiones de esporos menos concentradas. El protocolo de trabajo fue igual que en

caso anterior.

Para evaluar el porcentaje de esporulacion o germinacion, se realizaban
pasterizaciones a 75 °C en un termobloque de aluminio con capacidad para 96 tubos de
1,2 ml (Incubador FX, Zeulab, Zaragoza, Espana). Para ello, se afiadian 450 ul del medio
de tratamiento y se inoculaban 50 ul de la suspension microbiana a evaluar. Transcurrido
el tiempo de tratamiento (30 min para G. stearothermophilus y 10 min para B. subtilis) se
extraian 100 ul, que se sembraban en placa por homogenizacidon en masa y se incubaban
a la temperatura correspondiente de tratamiento (55 °C en G. stearothermophilus y 37 °C

en B. subtilis).

Para los tratamientos térmicos se emplearon como medio de tratamiento tampones

citrato-fosfato (Mcllvaine) a diferentes pHs.
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Figura 3.3. Fotografia del termobloque de aluminio empleado en esta tesis.

Por tultimo, en el caso de los estudios de termorresistencia de los esporos durante
el proceso de germinacion se empled un termobloque disefiado por el grupo de
investigacion. Este termobloque se trata de un bloque de aluminio, donde se introducian
viales de vidrio con el medio de tratamiento, conectado a una resistencia. Para evaluar la
termorresistencia se introducia la cantidad adecuada de esporos y se extraian muestras a

lo largo del tiempo.

Figura 3.4. Fotografia del termobloque empleado en los estudios de termorresistencia de esporos

parcialmente germinados.

3.3. Tratamientos con Altas Presiones Hidrostaticas (APH)

Los experimentos se realizaron en un equipo de APH de Stansted Fluid Power

modelo S-FL-085-09-W (Harlow, London, England), que permite alcanzar una presion
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maxima de trabajo teorica de 800 MPa, Sin embargo, en el desarrollo de esta tesis tan
solo se pudo alcanzar 400 MPa. Este equipo dispone de una camara de tratamiento de 30
ml, en la que se introducen las muestras perfectamente termoselladas en bolsas de
polietileno estéril (Coimbra Pack S.L., Zaragoza, Espafia) procurando evitar la presencia
de burbujas de aire. Una vez aplicado el tratamiento, las bolsas se abrian con unas tijeras

previamente esterilizadas y se extraian las muestras para su posterior analisis.

Figura 3.4. Fotografia del equipo de altas presiones hidrostaticas.

3.4.Tratamientos de Pulsos Eléctricos de Alto Voltaje (PEAYV)

Para la determinacion de la resistencia a los PEAV se utiliz6 un equipo
suministrado por la empresa ScandiNova (Modulator PG, ScandiNova, Uppsala, Suecia).
El equipo consta basicamente de un transformador (DCPS D10-400, ScandiNova) que
convierte la corriente trifasica alterna (380 V, 16 A) en corriente continua de 1 kV, la cual
es transferida a 6 interruptores IGBT conectados en serie (Switch rack SR-6,
ScandiNova). Una sefial eléctrica externa (TTL, 5 V) controla la apertura y cierre de los
modulos IGBT, provocando la descarga de la corriente de 1 kV en una primera sefial de

onda cuadrada.

Finalmente, un transformador de pulso (Pulse transformer, ScandiNova) convierte
esa primera sefial pulsante en la sefial de alto voltaje deseada. Con este circuito, el equipo
es capaz de generar pulsos de onda cuadrada de 3 ps de duracion de hasta 30 kV de voltaje
y 200 A de intensidad, a una frecuencia de hasta 300 Hz. El equipo est4 disefiado para
trabajar con una cdmara de tratamiento con una resistencia eléctrica 6ptima entre 100 y

170 Q. En estas condiciones se consigue un pulso totalmente cuadrado, en el que el voltaje



aumenta hasta el valor establecido y, una vez terminado el pulso, desciende hasta voltaje

cero. A lo largo de toda la duracion del pulso, el voltaje alcanzado oscila menos de un
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Figura 3.5. Esquema eléctrico del equipo de PEAV. Figura obtenida de Marcén (2018).

Las suspensiones microbianas se trataban en tubos de polietileno, cuyos extremos
estaban cerrados por cilindros de acero inoxidable, que hacian de electrodos. La distancia
entre los electrodos fue de 0,25 cm. Los tratamientos aplicados tenian una duracion de
pulso de 2 ps y el tiempo maximo de tratamiento fueron 200 ps. Las intensidades de
campo eléctrico empleadas fueron 15, 20 y 25 kV/cm, que correspondia a una energia

especifica por pulso de 0,9, 1,6 y 2,5 kJ/kg, respectivamente. La frecuencia de aplicacion

de los pulsos fue de 0,5 Hz.

Los tratamientos se aplicaron en tampon citrato-fosfato (Mcllvaine) pH4 y 7, con

una conductividad eléctrica de 2 mS/cm.
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Figura 3.6. Fotografia del equipo de PEAV.

3.5. Tratamientos con radiacion ultravioleta (UV)

Para los tratamientos con radiacion ultravioleta se utilizd una instalacion
consistente en un habitaculo cerrado en el que estan instaladas dos lamparas de
ultravioleta y que dispone de un sistema que permite regular la distancia entre la muestra
y las lamparas, para poder ajustar la intensidad de los tratamientos. Las lamparas de UV-
C emitian a 254 nm de longitud de onda y la potencia eléctrica era de 32 W. La distancia
entre la muestra y las lamparas se ajustd a 12,2 cm, a no ser que se indique lo contrario

en el texto.

Figura 3.7. Fotografias de la instalacion para el tratamiento con UV.
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Los tratamientos se realizaron siguiendo dos procedimientos diferentes. Por un
lado, en los casos en los que se pretendian realizar mas estudios posteriores, el tratamiento
con UV se aplico colocando un volumen reducido de la suspension microbiana (130 pl)
(a la dilucién adecuada) en forma de gota en capa fina en una placa Petri estéril y vacia,

a la cual se le retiraba la tapa. Tras el tratamiento se extraia la muestra y se procesaba.

Por otro lado, en los casos en los que tras el tratamiento con UV no se realizaba
ningun tratamiento adicional, la suspension microbiana, en la dilucion adecuada, se
sembraba en superficie en una placa Petri con ANYE estéril y, tras el tratamiento, se

incubaba directamente.

Para comprobar que el tratamiento fuera de la intensidad deseada, se comprobaba
la distancia entre la muestra y las lamparas. Adicionalmente, la fluencia obtenida se midi6
empleando un fotoradiometro Delta Ohm HD2102.1 (Delta Ohm, Padua, Italia) al que se
acoplaba una sonda LP 471 UVC con un rango de espectro de 220 nm a 280 nm.

Tabla 2. Equivalencia entre el tiempo de exposicion a la radiacion UV y la fluencia aplicada, para

una distancia lampara-muestra de 12,2 cm.

Tiempo UV (seg) kJ/cm?
2 5,41
3 8,18
5 13,62
10 27,22
15 40,48

3.6. Tratamiento con germinantes

Para los tratamientos en los que se evaluaba la germinacion con diferentes agentes,
se emplearon varios agentes: nutrientes, Ca-DPA y HCI. En todos los casos, salvo que se
especifique lo contrario, el tratamiento se aplicaba a temperatura ambiente controlada de

25 °C. Para ello, se utilizaba un termobloque de aluminio termostatable.

Los nutrientes empleados fueron glucosa (5,55 mM), L-alanina (50 mM), DL-
valina (10 mM), AGFK (asparagina 2,5 mM, glucosa 5,55 mM, fructosa 5,55 mM y KCl
44 mM) (Sigma Aldrich, Milan, Italia), caldo nutritivo con extracto de levadura (Oxoid)
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y las combinaciones L-alanina con valina y L-alanina con AGFK. Todos ellos se disolvian

en agua destilada a la concentracion deseada y se esterilizaban por filtracion.

Por otro lado, el dipicolinato calcico se preparaba disolviendo por separado el
CaCl; (Sigma Aldrich) y el acido dipicolinico (Sigma Aldrich), para después mezclar en
proporcion 1:1. Este ultimo se disolvia en tampdn Tris 0,5 M para obtener un pH de 7,0
y ambas soluciones se esterilizaban en autoclave. Las concentraciones empleadas de Ca-
DPA fueron 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 90 mM. La temperatura de tratamiento fue, de forma
general, 25 °C. Sin embargo, en algun caso se estudio el efecto de la temperatura de
tratamiento (4, 10, 20, 30 y 35 °C), utilizando para ello tanto estufas como neveras a las

temperaturas deseadas.

Por ultimo, para los tratamientos con HCI se emplearon concentraciones de 0,03,
0,1,0,2 y 0,3 N. En este caso también se estudio el efecto de la temperatura de tratamiento

(15, 25, 37,45 y 55 °C).

3.7.Evaluacion de la germinacion

i. Densidad optica

Se trata de una forma sencilla de estudiar la germinacion, ya que simplemente
consiste en medir la absorbancia a 600 nm. Cuando los esporos germinan liberan parte
del contenido del protoplasto y captan agua del medio extracelular, por lo que su densidad
optica disminuye (Gould y Sale, 1970; Keynan y col., 1964). En este caso, se emplearon

dos equipos en funcidn de las necesidades del experimento.

Por un lado, para algunas exploraciones acerca de la germinacion por exposicion
a diferentes combinaciones de nutrientes se empled un fluorimetro (Tecan Genios,
Mainnedorf, Suiza). Para ello se introducian los esporos con el medio germinante en una
placa microtiter (200 pL) y se hacian lecturas a 600 nm a lo largo del tiempo. Con los
datos obtenidos se calculaba el porcentaje de descenso de la absorbancia comparando con
los valores a tiempo cero, es decir de la suspension de esporos sin haber entrado en

contacto con el agente germinante, y se representaba el porcentaje a lo largo del tiempo.

Por otro lado, en la mayor parte de los casos, las muestras previamente tratadas

con el agente germinante o tecnologia, se centrifugaban y resuspendian en agua destilada
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estéril para eliminar los restos del medio que pudieran influir en las medidas. Una vez
resuspendidos, se media su absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro de pequefio
volumen (2 pL) (SimpliNano, Thermo Fisher, Madrid, Espana). En este caso también se
calculaba el porcentaje de descenso de densidad Optica comparando la absorbancia
obtenida en esporos tratados frente al control (esporos nativos). Este equipo presenta la
ventaja de requerir un muy inferior volumen de muestra, en comparacion a un
espectrofotometro tradicional de cubeta o de placa microtitter. La Figura 3.8 muestra la
equivalencia de las medidas obtenidas con un espectrofotometro de cubeta y con el
espectrofotometro de pequefio volumen (SimpliNano) de varias diluciones de una
suspension de esporos de B. subtilis. Como se puede observar, los valores coincidian hasta
un determinado punto, en torno a una absorbancia de 1,5, valor por encima del cual el

SimpliNano ofrecia un mejor comportamiento (R? 0,99).
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Figura 3.8. Relacion entre las medidas de absorbancia obtenidas con un espectrofotometro de
cubeta (®) y con un espectrofotometro de pequefio volumen (m) de distintas diluciones de una

suspension de esporos de B. subtilis.

ii. Pasterizacion
Esta es la metodologia comunmente aceptada para discernir entre un esporo
latente y uno germinado. Generalmente se asume que todo aquel esporo que resista un
tratamiento térmico de pasterizacion se encuentra en estado latente, mientras que cuando

dicho tratamiento consigue inactivarlo, se trata de un esporo germinado (Moir y Cooper,

2015; Rode y Foster, 1961).
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En esta tesis se aplicd una pasterizacion a 75 °C, en termobloque de aluminio
(Incubador FX, Zeulab), de 10 minutos para B. subtilis y de 30 minutos para G.
stearothermophilus. Para calcular el porcentaje de germinacion se hacian recuentos en
placa Petri (ANYE) antes y después de la pasterizacion y se calculaba el porcentaje de

reduccion del recuento.

3.8.Salida DPA

En este estudio se evaluaron algunos cambios celulares asociados a la
germinacion, siendo uno de ellos la salida de DPA de los esporos. En el momento en el
que el esporo empieza a germinar, la salida de DPA y entrada de agua es uno de los
primeros eventos que ocurre en la fase I de la germinacion (Moir y Cooper, 2015; Setlow,

2003).

Para la medida de DPA se emple6 una metodologia muy sencilla que nos resultaba
util para los propdsitos de esta tesis, que consistia en medir la absorbancia a 270 nm del
sobrenadante de los esporos en germinacion (Setlow y col., 2003) con un
espectrofotometro de pequefio volumen de muestra (SimpliNano). A esta longitud de
onda es previsible que se detecten otras moléculas, pero, en cualquier caso, nos daba una
idea del intercambio de compuestos entre el medio intracelular y extracelular. Con los
valores obtenidos también se calculaba el porcentaje de aumento de absorbancia (% salida
DPA) a partir de las rectas de calibrado realizadas para cada microorganismo (Figura
3.10). La Figura 3.9 muestra las medidas de absorbancia a 270 nm de soluciones de DPA
a distintas concentraciones, con los dos equipos de medida. También en este caso ambos
equipos ofrecieron resultados similares hasta un determinado valor, por encima del cual
la recta de calibrado obtenida con el SimpliNano seguia siendo adecuada (R? 0,97 en

espectrofotometro de cubeta y 0,99 en SimpliNano).
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Figura 3.9. Medida de absorbancia a 270 nm de soluciones de DPA a varias concentraciones con

un espectrofotémetro de cubeta (®) y con un espectrofotdémetro de pequefio volumen (m).
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Figura 3.10. Recta de calibrado de salida de DPA en el sobrenadante de esporos autoclavados de
B. subtilis (izquierda) y G. stearothermophilus (derecha) midiendo la absorbancia a 270 nm con
un espectrofotometro de cubeta (@) y con un espectrofotdmetro de pequefio volumen (m). R? fue

en todos los casos igual o superior a 0,97.

Por otro lado, se emple6 también otra metodologia para medir la salida de DPA
de los esporos durante la germinacidon, que se basa en la fluorescencia que emite el

complejo Tb-DPA (Kort y col., 2005).

En esta técnica, al contrario que en caso anterior, se media el DPA que quedaba

en los esporos tras el tratamiento germinante. Para ello, en primer lugar a los distintos
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tiempos de germinacidn, se extraia una muestra que se centrifugaba (12000 g, 2 min) y
resuspendia en agua destilada MiliQ, tres veces, para retirar tanto el medio de
germinacion (evitando asi interferencias del mismo) como el DPA ya liberado al medio.
Posteriormente los esporos se esterilizaban para permitir la salida del DPA que quedaba
en su interior y se centrifugaban de nuevo para recoger el sobrenadante. Del sobrenadante
obtenido se colocaban 42,5 ml en placas multipocillo aptas para fluorescencia, donde se
afadia 15 pl de acetato sdédico 1M acidificado a pH 5,50 con acido clorhidrico, 85 pul de
agua MiliQ y 3,5 ul de TbCl; 0,1M (Sigma Aldrich). Por ultimo, se media la fluorescencia
con un fluorimetro (Clariostar plus, BMG Labtech, Madrid, Espafia) empleando 270 nm
de longitud de onda de excitacion y 545 nm de longitud de onda de emision y se calculaba
el porcentaje de salida de DPA con respecto al control, es decir, con respecto a los esporos

nativos esterilizados.

En la Figura 3.11 se muestra el espectro de emision de una solucion de DPA puro
a una concentracion de 1 mg/ml. Como se puede observar, el Tb-DPA presenta varios
picos de emision, con méaximos a 490 y 545 nm de longitud de onda. La Figura 3.12
muestra el espectro de un extracto autoclavado de una suspension concentrada de B.

subtilis, cuyo perfil fue muy similar, también con un pico a 545 nandémetros.

La Figura 3.13 muestra las curvas patron que representan la concentracion de DPA
puro y de esporos de B. subtilis frente a la fluorescencia emitida, tanto calculando el area
bajo la curva correspondiente como la fluorescencia a 545 mn. Como se puede observar,
en todos los casos se obtuvieron curvas patron precisas, con valores de R? de 0,98 y 0,99,
del area bajo la curva y la fluorescencia a 545 nm respectivamente, en el caso del DPA
puro y 0,99 y 0,99, del area bajo la curva y la fluorescencia a 545 nm respectivamente, en
los esporos de B. subtilis. Finalmente, dados estos resultados, se decidid obtener
unicamente la fluorescencia a 545 nm como indicador de la concentraciéon de DPA que

quedaba en los esporos.
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Figura 3.11. Espectro de emision de una solucion de DPA Img/ml.
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Figura 3.12. Espectro de emision de una suspension de B. subtilis con una concentracion de 108

esporos/ml esterilizada.
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Figura 3.13. Curvas patréon con varias concentraciones de DPA puro y de esporos de B. subtilis
representando el area bajo la curva del espectro de emision y de la fluorescencia obtenida a 545

nm.

3.9. Tincion con IP v Syto 16

Para determinar dafios o permeabilizacién de la membrana interna se utilizod
1oduro de propidio (IP) (Sigma) (Loison y col., 2016). Ademas, se emple6 Syto 16 (Life
Technologies, Carlsbad, California, E.E.U.U.) para evaluar la hidrélisis del cortex, evento
que tiene lugar en la fase II de la germinacién (Setlow y col., 2003). Estos compuestos
son fluorocromos capaces de emitir fluorescencia cuando se unen con su molécula diana

que, en ambos casos, es el material genético.

El ioduro de propidio es incapaz de atravesar la membrana cuando esta se
encuentra integra, mientras que si que puede atravesarla y unirse a su diana cuando esta
se ve comprometida. En este caso, al unirse al ADN y ARN emite fluorescencia de color

rojo (Johnson, 2010).
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El Syto 16 por otro lado, no es capaz de atravesar el cortex del esporo, por lo que
tan solo puede unirse al DNA cuando éste se ha permeabilizado. La fluorescencia la emite
en color verde y se utiliza para estudiar la germinacion de los esporos sometidos a

distintos agentes (Tehri y col., 2018).

Para estas pruebas, se centrifugaban las muestras (14.000 r.p.m. durante 2
minutos) (miniSpin plus, Eppendorf, Hamburgo, Alemania), salvo en el caso de los
tratamientos acidos (10.000 r.p.m. durante 15 minutos) y se resuspendian en agua
destilada estéril (en los tratamientos acidos se resuspendian en agua destilada estéril con
la misma concentracion de NaOH que la empleada de HCI en el tratamiento, para
neutralizar). Posteriormente se afadia el colorante y se dejaban en contacto durante 15
minutos en oscuridad. Por ultimo, se centrifugaba de nuevo para retirar el exceso de
colorante y se media la fluorescencia con un fluorimetro o mediante observacion

microscopica.

Las concentraciones de colorante fueron en el caso de IP en B. subtilis 4 uM,
mientras que en G. stearothermophilus fue de 1 pM. Por otro lado, en el caso del Syto
16, la concentracion empleada en ambos microorganismos fue 15 uM, pero en el caso de
G. stearothermophilus, de forma previa a la tincion con este colorante, los esporos se
incubaban durante 45 minutos en caldo nutritivo con extracto de levadura, después se
centrifugaban y se afadia el colorante. Las condiciones de tincion se explican con mas

detalle en el capitulo 2 de la seccion de Resultados y Discusion.

Para estudiar la fluorescencia obtenida con IP y Syto 16 se emplearon tres equipos,

en funcion de las necesidades del experimento.

En primer lugar, para la puesta a punto de las condiciones de tincién se emple6 un
fluorimetro (Tecan Genios, Madnnedorf, Suiza). Para ello, una vez tefiidos y lavados los
esporos, se colocaban 100 pl de la suspension en placas microtiter negras y se media la
fluorescencia. En el caso del IP la longitud de onda de excitacion fue 485 nm y de emision
650 nm. Para el Syto 16 las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 485 y 515
nm, respectivamente. Con los valores obtenidos se calculaba el porcentaje de aumento de
la fluorescencia con respecto a los esporos nativos y se representaban los porcentajes
frente a los diferentes tiempos de tratamiento empleados. Adicionalmente se realizaron

medidas también con otro fluorimetro CLARIOstar Plus (BMG LABTECH, Ortenberg,
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Alemania), de reciente adquisicion en nuestro laboratorio, siguiendo el mismo protocolo

que en el caso anterior.

Por otro lado, se utilizé un microscopio de contraste de fases y epifluorescencia
(Nikon Eclipse E400, Nikon Corporation, Japon), provisto con una cadmara de alta
resolucion AxioCam MRc (Zeiss, Alemania), a través de la cual se obtuvieron imagenes
en formato digital, que fueron procesadas mediante el software ZEN 2012 (Zeiss,
Alemania). Para ello, una vez transcurrido el tiempo de tincion y lavados para retirar el
exceso de colorante, se colocaban 2 pl de la suspension de esporos en un portaobjetos y
se cubrian con un cubreobjetos. Los esporos se observaban con el objetivo de x40 de
contraste de fases y se captaban imagenes, tanto de esporos totales, como de esporos
fluorescentes utilizando los filtros de los que dispone el microscopio (UV-2A (EX 330-
380), G-2A (EX 510-560) y B-2A (EX 450-490)). De cada muestra se realizaron al menos
tres fotografias para conseguir un nimero de esporos que fuera representativo. Una vez
obtenidas las imagenes, se calculaba el porcentaje de esporos tefiidos, mediante la

diferencia del recuento entre los esporos totales y los fluorescentes.

3.10. Determinacion de fluidez de membrana mediante polarizacion generalizada

con laurdan v mediante anisotropia con DPH

Para la determinacion de la fluidez de la membrana interna en B. subtilis se
empled, en primer lugar, el colorante Laurdan (6-Dodecanoyl-N,N-dimethyl-2-
naphthylamine) (Sigma), que se afiadia al medio de esporulacion siguiendo la
metodologia empleada por Hofstetter y col. (2012). Para estas pruebas fue necesario
preparar suspensiones de esporos en medio sélido. El medio de esporulacion fue 2xSG
con agar bacteriologico 1,5% (Oxoid). Una vez solidificado el agar, se distribuia en su la
superficie una solucion de etanol con el colorante (0,1 M) y se dejaba evaporar el etanol.
Por ultimo, se inoculaban las células vegetativas del microorganismo y se incubaba a la
temperatura correspondiente (30 o 42 °C) hasta que el porcentaje de esporos superaba el

90%.

Con las suspensiones de esporos con laurdan se obtenia el espectro de emision
(entre 360 y 600 nm) a una longitud de onda de excitacion de 350 nm, y se calculaba la

polarizacion generalizada (GP) mediante la siguiente ecuacion:
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_ (I1440-1490)

GP =
(I 44041 490)

Ecuacién 1

Donde I 440 es la intensidad de fluorescencia obtenida a 440 nm e I 490 la

intensidad obtenida a 490 nm.

Por otro lado, también se empled para caracterizar la fluidez de la membrana el
colorante 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH). Las caracteristicas hidrofobicas del
colorante le permiten insertase en la membrana lipidica de las células (de Sarrau y col.,
2012). Para estas pruebas los esporos se centrifugaban y resuspendian en PBS y se
afadian 10 pl de la soluciéon stock de DPH (10 mM en dimetilformamida (DMF)) por
cada 1 ml y se incubaban a 37 °C durante 45 minutos. Posteriormente se realizaban las
medidas empleando 350 nm como longitud de onda de excitacién y 450 nm de longitud
de onda de emision. Para las medidas, la luz de excitacion se encontraba polarizada en
sentido vertical y la de emisidn tanto en vertical como en horizontal. Con los valores
obtenidos, el software realiza los célculos para obtener la anisotropia y la polarizacion

(Ecuaciones 2 y 3 respectivamente).

(Iparalelo _Iperpendicular)

Ecuacidn 2

Anisotropia =
(Iparalelo+2*Iperpendicular)

(Iparalelo_Iperpendicular)

Polarizacion = Ecuacion 3

(Iparalelo+Iperpendicular)

Donde Iyarateio €s la flurescencia obtenida con la luz polarizada de emision en
sentido paralelo € lperperndgicuiar corresponde a los datos obtenidos con luz polarizada de

emision en sentido perpendicular.

En todos los casos se realizaban medidas de los esporos sin tefiir y se restaban a

los valores obtenidos con los esporos tefiidos.
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3.11. Modelizacion cinética de inactivacion por calor

Para estudiar las cinéticas de inactivacién por calor, se emple6 el modelo de
(Geeraerd y col., 2000) mediante el complemento de excel GInaFit (Geeraerd y col.,

2005) (Ecuacion 2).

e—KmaxxSl )

Ny = Ny x e Kmaxxt ( Ecuacién 2

1+(eKmax —1)e~Kmax xt

Donde N; es el recuento microbiano obtenido en un tiempo determinado de
tratamiento, Ny es el recuento microbiano antes de iniciar el tratamiento, K. es la
velocidad de inactivacion y S/ es la longitud del fendmeno de hombro. A partir de 1a Kinax

se obtiene el valor D a través de la ecuacion 3.

2,303 .y
Dy = Ecuacion 3
Kmax

Adicionalmente, para poder comparar la termorresistencia entre distintos
microorganismos, se calculd el valor 4Dr mediante la ecuacion 4 y se calcularon los
valores z-SI (Condén-Abanto y col., 2016). El valor z-S/ se define como el aumento

requerido de temperatura necesario para reducir diez veces el valor SI.
4Dy = Sl + (4 x Dy) Ecuacion 4

Por otro lado, en los casos en los que se evaluaron varios modelos, se calcularon

varios pardmetros que muestran la bondad del ajuste:

- Coeficiente de determinacion (R?): este valor determina la idoneidad del modelo
para estimar los resultados y la proporcion de variacion de los resultados que
puede explicarse por el modelo. El modelo es més idoneo cuanto mas cerca de 1
se encuentre este parametro.

- Raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE): se trata de la raiz cuadrada
de la diferencia del promedio de los errores (diferencia entre valores observados
y predichos por el modelo) al cuadrado. El modelo es mas adecuado cuanto menor

sea este parametro.

2
an predichos ,,— observados .,
i=a( () ) Ecuacién 5

RMSE = \/

n

- Factor de precision (Ar): se trata de un indicador de la confianza con que el

modelo puede ser empleado y ofrece una medida absoluta del ratio entre los
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valores observados y los estimados por el modelo. El modelo seria méas adecuado

cuanto mas se acercase al valor 1.

2
1 predichos y)
ZZ?=1<LO‘910(obervados(n)>>
Ar =10 Ecuacion 6

- Factor de sesgo (Br): se trata de un indicador del sentido de las desviaciones entre
los valores observados y los predichos por el modelo. Si los valores de este
parametro son superiores a 1, indicaria que el modelo estd sobreestimando,
mientras que, si son inferiores a 1, el modelo estaria infravalorando en las

estimaciones. Por tanto, las condiciones ideales serian lo mas cercanas al valor 1.

observados )

. L0g10< predichos p) >
i=

1
By = 10" Ecuacion 7
- Indice de exactitud: se trata de un parametro que mide el porcentaje de los
valores estimados por el modelo que estan sobreestimando (si Br es mayor de 1)
o subestimando (si Br es menor de 1) los valores reales.

IE = (A — 1) x 100 Ecuacion 8

3.12. Analisis estadistico de los datos

De forma general, y salvo que conste de forma explicita en el capitulo

correspondiente, todas las determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

Los analisis estadisticos realizados se llevaron a cabo mediante el programa
GraphPad PRISM (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, E.E.U.U.) utilizando
el test one-way Anova, comprobando de forma previa que la distribucion fuera normal,
mediante el test de normalidad Shapiro-Wilk. Las diferencias se consideraron
significativas cuando p < 0,05. Las barras de error que se muestran en las figuras

corresponden a la desviacion estandar de la media.
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Resultados y discusion

4.1.1. Estudio de las condiciones de esporulacion de G. stearothermophilus

4.1.1.1. Estudio del crecimiento vegetativo

Para los estudios de superlatencia, en esta tesis decidimos emplear G.
stearothermophilus debido al elevado porcentaje de esporos superlatentes que presenta
(alrededor del 90%). Sin embargo, uno de los problemas que plantea este microorganismo
es el bajo rendimiento de esporulacion que se obtiene, incluso en condiciones que resultan
Optimas para otras especies esporuladas. Por tanto, el primer paso fue desarrollar unas
condiciones de esporulacion que resultasen adecuadas para G. stearothermophilus, para
obtener suspensiones con una elevada concentracion de esporos, lo que facilitaria los

estudios posteriores.

En esta investigacion se abordaron dos estrategias, por un lado, se estudio el
crecimiento de las células vegetativas, dado que, a mayor nimero de estas, mayor numero
de esporos se podrian obtener. Por otro lado, también se probaron distintas condiciones
de esporulacion para seleccionar aquellas en las que se obtuviera el mayor niimero de

€Sporos.

Como se ha mencionado, el primer paso fue estudiar el efecto del caldo de cultivo
empleado en el crecimiento vegetativo. En este sentido se emplearon distintos medios:
caldo nutritivo (CN) (Oxoid, Madrid, Espafa), caldo triptona soja (TSB) (Oxoid), caldo
infusion cerebro corazon (BHI) (Oxoid) y un caldo suministrado por la empresa Zeulab

(Zaragoza, Espafia). Los resultados se muestran en la Figura 4.1.1.

Log UFC/ml

Tiempo (horas)

Figura 4.1.1. Curvas de crecimiento de G. stearothermophilus en: ® CN, e TSB; e BHI y
Zeulab.
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Como se puede apreciar en la Figura 4.1.1, el recuento maximo en ningn caso
alcanzo las 9 unidades logaritmicas, como resulta habitual en las especies vegetativas
cuando alcanzan la fase estacionaria. Por otro lado, se observa que el crecimiento en los
medios BHI y TSB fue mas rapido y alcanzaba un mayor recuento en las fases iniciales
de la fase estacionaria. Sin embargo, al prolongar el tiempo de incubacion se aprecia que
la fase de autoesterilizacion se iniciaba rapidamente, de forma que, transcurridas 30 horas
los recuentos en AN y Zeulab podrian llegar a ser incluso mayores, aunque el estudio

estadistico no permitid apreciar diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Cabe destacar que los medios BHI y TSB son medios complejos y ricos en
nutrientes, que suelen ser adecuados en el cultivo de microorganismos con grandes
exigencias nutricionales. Quizé sea este el motivo por el cual los recuentos maximos
alcanzados fueron mayores en estos medios. Sin embargo, tras 25 horas de incubacion, la
viabilidad en estos dos medios se redujo casi en un 90%. Este comportamiento podria
deberse a varios fenémenos: por un lado, al agotamiento de algunos nutrientes esenciales
para la supervivencia celular o a la acumulacion de residuos toxicos derivados del
metabolismo o, por otro lado, a un descenso del pH. Para explorar estas hipotesis se
anadieron al medio mas rico, BHI varios compuestos: glucosa, que actuaria como fuente
de energia adicional; carbonato calcico, que evitaria un descenso brusco del pH (Ingraham
y col., 1992) y almidon, que absorbe inespecificamente sustancias toxicas (Foster y col.,

1950) (Figura 4.1.2).

log UFC/mi
pH

Tiempo (horas)

Figura 4.1.2. Curvas de crecimiento de G. stearothermophilus (linea continua) y evolucion del
pH (linea discontinua) en: (e) BHI, (®) BHI con glucosa (1%) y CaCO3 (2,5g/L), (®) BHI con
almidon (12g/L).
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Como muestra la Figura 4.1.2, el recuento de las células vegetativas en la fase
exponencial era muy semejante y el recuento alcanzado al inicio de la fase estacionaria
también. Sin embargo, a las 30 horas de incubacion el recuento se redujo en todos ellos,
aunque fue menor en el caldo BHI. En este caldo, el recuento se redujo aproximadamente
medio ciclo logaritmico, mientras que en las otras dos condiciones la reduccion fue mayor
de cuatro ciclos logaritmicos. Por otro lado, también el pH se redujo con el tiempo de
incubacidn, llegando en los tres casos a reducirse al menos una unidad. Era esperable que
la adicién de glucosa produjese una bajada adicional del pH que, a juzgar por las graficas
de la figura 4.1.2, fue compensado con la adicion de carbonato calcico. Estos resultados
perecen indicar que el pH, al menos al nivel alcanzado (pH 6,0), no era la causa de la
autoesterilizacion observada, ya que esta fue mucho mas intensa en los medios con
glucosa y carbonato calcico y con almidon, mientras que el pH del medio con glucosa y
carbonato célcico se mantuvo a niveles similares al observado en caldo BHI sin aditivos.
Por debajo de pH 6, este factor si podria ser importante, dado que en el medio enriquecido

con almidon el pH alcanzé un valor de 5 y la autoesterilizacion fue mas rapida.

El almiddn, que en este caso se empled como detoxificante, no ejercio el efecto
esperado o quiza la autoesterilizacion no se debiera a la generacion de sustancias toxicas.
Un aspecto que podria justificar la ineficacia del almidon es que este microorganismo
podria ser capaz de emplearlo como fuente de energia, ya que algunas cepas de esta
especie son capaces de metabolizar el almidon (Rowe y col., 1975). El metabolismo del
almidon conlleva la formacion de acido lactico por la actividad alfa-amiléasica (Smerilli y
col., 2015), lo que podria explicar la bajada de pH y la fase acelerada de

autoesterilizacion.

En cualquier caso, los resultados obtenidos indicaban que de entre las condiciones
empleadas, el caldo BHI, sin ningtn aditivo, fue el mas adecuado para el crecimiento de
las células vegetativas. Sin embargo, este factor resulto relativamente poco importante en
el crecimiento de esta especie, aunque podria influir en gran medida en la velocidad de

muerte posterior.

4.1.1.2. Estudio del efecto de la agitacion en el crecimiento vegetativo

Un aspecto importante en el crecimiento de microorganismos aerobios es la tasa

de oxigeno. De forma habitual los cultivos en medio liquido se incuban en agitacion para
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favorecer la aireacion del medio, aunque su efecto puede ser muy variado dependiendo
de la especie. Hay que tener en cuenta que el umbral de saturacion de los gases en los
medios liquidos disminuye con la temperatura y, puesto que G. stearothermophilus es
una especie termofila, la aireacion del medio podria ser especialmente importante. De
hecho, algunos autores han sefialado que la baja solubilidad del oxigeno en medio liquido
a elevadas temperaturas podria ser un factor limitante en el crecimiento y esporulacion de
las especies termofilas (Long y Williams, 1960). ImSenecki y Solnzeva (1945) observaron
que la aireacion de los cultivos de especies termofilas aceleraba el crecimiento vegetativo.
Por este motivo se decidio explorar el efecto de la agitacion en el crecimiento vegetativo,

a dos temperaturas. La Figura 4.1.3 muestra los datos obtenidos.
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Figura 4.1.3. Crecimiento de G. stearothermophilus en BHI a (e) 42°C y (@) 52°C con (linea

continua) y sin agitacion (130 rpm) (linea discontinua).

Tal y como se aprecia en la Figura 4.1.3, el ritmo de crecimiento y de
autoesterilizacion en agitacion fueron ligeramente mas lentos que en los experimentos
anteriores, lo que podria estar relacionado con la menor temperatura de crecimiento. Sin
embargo, este parametro afectaba cuantitativamente poco al comportamiento de esta

especie.

Por el contrario, la agitacion del cultivo influyd de manera muy notable en las
curvas de crecimiento. Cuando no se agitaba, el recuento maximo alcanzado fue menor y
se aceler6 muy notablemente el ritmo de autoesterilizacion. Estos resultados apoyan los
obtenidos previamente por otros investigadores (Long y Williams, 1960), quienes
observaron que la aireacion de los cultivos aumentaba el crecimiento. Ademas, Long y

Williams (1960) observaron que el crecimiento de G. stearothermophilus sin aireacion
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producia un descenso mayor del pH, es decir, cuando el cultivo se producia en ausencia
de aireacion, el pH se reducia hasta 5,5, mientras que con ritmos de aireacion de 500
ml/min/L o superiores, el pH se mantenia en torno a 7,2 — 7,8. Este fendmeno podria
explicar la mayor autoesterilizacion observada en la Figura 4.1.3 en los cultivos sin
agitacion. Estos cambios de pH parecen ser caracteristicos del crecimiento en condiciones
de baja tension de oxigeno (Long y Williams, 1960). Por otro lado, Thompson y Thames
(1967) observaron que flujos de aire por encima de 1,3 L/min/L parecian reprimir la
esporulacion de G. stearothermophilus, sin embargo estos resultados también se podrian
deber a una rapida germinacion de los esporos formados. En cualquier caso, parece que
la concentracion de oxigeno juega un papel importante en el crecimiento de esta especie
y en la autoesterilizacion posterior. Por ello, se decidi6 controlar la aireacion, asegurando
la agitacion del medio y aumentando la relacion superficie/volumen, lo que aumentaria

la superficie de contacto entre el aire y el medio de cultivo.

4.1.1.3. Esporulacion de G. stearothermophilus en diferentes medios

Tras conocer el efecto del medio de cultivo en el crecimiento de las células
vegetativas, el siguiente paso fue intentar mejorar el porcentaje de esporulacion. En una
primera fase se decidié emplear como medio de referencia del caldo BHI, ya que habia

sido el que mejores resultados habia ofrecido en el crecimiento vegetativo.

En la bibliografia se ha descrito que los medios complejos podrian contener
compuestos que inhibieran de alguna forma la esporulacion (Foster y col., 1950),
principalmente dcidos grasos insaturados, que inhibirian la proteina kinasa necesaria para
iniciar la esporulacion (Strauch y col., 1992). Ademas también sabemos que algunos
microorganismos son capaces de producir y liberar compuestos antimicrobianos
(Cleveland y col., 2001). Por otro lado, se ha descrito que algunas células de B. subtilis,
durante la esporulacidn, son capaces de secretar al medio compuestos antimicrobianos
que producen la muerte de las células hermanas que no estan esporulando (Gonzélez-
Pastor, 2011; Gonzalez-Pastor y col., 2003). Por todo ello, se decidid estudiar el efecto
de la adicion de alguna sustancia que secuestrase de forma inespecifica sustancias toxicas.
Dado que ya habiamos observado que esta cepa probablemente era capaz de utilizar el
almidoén como fuente de energia, se decidi6 emplear carbon activo “charcoal”, cuyos

efectos beneficiosos habian sido descritos por otros investigadores (Foster y col., 1950).
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Por otro lado, se estudi6 también el efecto de la adiciéon de manganeso en la
esporulacion, ya que es comunmente conocida su capacidad para estimular la

esporulacion y, lo que es mas importante, para sincronizarla (Charney y col., 1951).

pH

Log ufc/mL

0' = T T 0
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Tiempo (min)

Figura 4.1.4: Curvas de crecimiento (), de esporulacion (m) y de evolucion del pH (lineas
discontinuas) de G. stearothermophilus en distintos medios: (e) BHI, (e) BHI con carbon activo

(0,02%), (o) BHI con MnSO4 (3ppm) y (#) BHI con carboén activo (0,02%) y MnSO4 (3ppm).

Como se puede ver en la Figura 4.1.4, el crecimiento de las células vegetativas
fue similar en todos los casos, en cuanto al recuento maximo obtenido, asi como la
evolucion del pH. Por el contrario, el nimero de esporos que se obtuvo dependio de los

aditivos adicionados.

Tras el crecimiento exponencial e inicio de la fase estacionaria, se produjo una
rapida oleada de esporulacion, aunque el porcentaje de células que esporularon fue
diferente en los distintos medios, como se ha indicado. El medio en el que se observaron
menos esporos fue el caldo BHI, en el que menos de 1 de cada 107 células vegetativas fue
capaz de esporular. Es posible que en este medio la tasa de esporulacion sea baja por la
escasa concentracion de sales minerales (Foster y Heiligman, 1949), especialmente de
manganeso. Cuando este medio contenia también carbdn activo, el porcentaje de esporos
fue aproximadamente diez veces mayor, lo que parece confirmar que durante la
esporulacion se producen sustancias que inhiben la esporulacion y que este compuesto es
capaz de absorberlas. Sin embargo, el efecto observado fue pequeiio, quiza debido a la

baja tasa de esporulacion, que daria lugar a una baja concentracion de toxicos en el medio.
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Por otro lado, la presencia de manganeso en el medio mejor6 practicamente dos
ciclos logaritmicos el rendimiento de la esporulacion frente al obtenido en medio BHI.
Sin embargo, en este caso la esporulacion fue lenta y el recuento maximo se encontrd a

las 50 horas de incubacion.

Por ultimo, cuando se adicionaban los dos compuestos, carbon activo y MnSOs,
se encontraron los mejores resultados ya que, ademas de aumentar la concentracion de
esporos, esta se producia de forma rapida y sincronizada. El hecho de que la esporulacion
se dé¢ de forma sincronizada es beneficioso, ya que limita las variaciones entre individuos

dentro de una misma suspension.

En cualquier caso, el rendimiento méximo de esporos alcanzado fue muy pobre
(10* ufc/ml), por lo que se decidi6 estudiar el comportamiento en otros caldos de cultivo.
Algunos autores han descrito que los medios ricos, como el BHI, pueden no ser adecuados
para la esporulacion (Foster y Heiligman, 1949), por lo que se decidio estudiar la
formacioén de esporos en el medio suministrado por Zeulab, comparandolo con el medio
BHI empleado hasta ahora. El medio suministrado por Zeulab es un medio mas pobre y

su composicion engloba una gran cantidad de minerales.

En este experimento se estudiaron los medios BHI y el suministrado por la

empresa Zeulab con y sin carbon activo, CaCO3; y MnSOa.

Log UFC/ml
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Figura 4.1.5. Curvas de crecimiento (®), esporulacion (m), y evolucion del pH (linea discontinua)
en distintos medios: () BHI, (#) BHI con carbon activo (0,02 %), MnSO4 (3 ppm) y CaCO3 (2,5
g/L), () Medio ZEU y (@) Medio ZEU con carbon activo (0,02 %), MnSO4 (3 ppm) y CaCO3
(2,5 g/L).
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En la Figura 4.1.5 se puede observar que la adicién de carbonato célcico (CaCOs)
y carbon activo mejoro el rendimiento de esporulacion en ambos medios, tanto en BHI
como en el medio de Zeulab. Sin embargo, dicha mejora fue mas evidente en el medio
BHI. Cabe destacar que en el medio de Zeulab, la esporulacion fue mucho maés répida en
todas las condiciones y el recuento maximo alcanzado super6 en mas de 100 veces los

obtenidos en BHI, enriquecido o no.

Estos resultados parecen indicar que los medios con menor cantidad de materia
organica y mayor concentracion de minerales son, como ya observaron Foster y col.

(1950), més adecuados para la preparacion de suspensiones de esporos.

Con estos resultados, las condiciones seleccionadas para preparar las suspensiones
de trabajo fueron: medio de Zeulab, incubacion a 55 °C y agitacion intensa. En cuanto a
la adicion o no de los aditivos probados, se decidié no anadirlos porque, a pesar de que
mejoraban ligeramente el rendimiento, su presencia dificultaba notablemente el lavado
posterior de los esporos. En estas condiciones de esporulacion se obtuvo una suspension
de G. stearothermophilus con aproximadamente un 90% de esporos superlatentes, lo que

permitio estudiar la superlatencia posteriormente a lo largo de esta tesis.

4.1.2. Puesta a punto de las técnicas de tincion con fluorocromos

Las tinciones con fluorocromos especificos son técnicas muy utilizadas en
estudios biologicos. Sus aplicaciones son muy amplias, permitiendo el estudio de
funciones, estructuras, parametros homeostaticos, etc. La mayor parte de los
fluorocromos desarrollados por las casas comerciales estdn dirigidas al estudio de
diversas propiedades y estructuras de las células eucariotas. Por lo tanto, la adaptacion de
estas técnicas a células procariotas requiere de un estudio metodolégico previo que
permita adaptarlas a sus particularidades. Entre estas particularidades es destacable el
menor tamafo, que siempre va a dificultar la deteccion de las células tedidas, y la
presencia de diferentes envolturas celulares, aspecto que cobra especial importancia en el
caso de los esporos bacterianos, que se consideran muy impermeables al acceso de ciertas

moléculas.

Los fluorocromos empleados en esta tesis fueron ioduro de propido (IP) y Syto
16. La tincidon con ioduro de propidio es una técnica muy empleada en los estudios de

integridad de la membrana citoplasmatica de las células vegetativas de diversas especies
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bacterianas. Dada la similitud entre dicha membrana y la membrana interna de los
esporos, esta técnica también se emplea para estudiar el estado de esta envoltura en los
esporos (Laflamme y col., 2004; Mathys y col., 2007). Cabe destacar que esta envoltura
es la barrera de permeabilidad mas importante que poseen los esporos, por lo que juega
un papel muy importante en la resistencia a numerosos agentes capaces de danar el DNA
(Setlow, 2006, 2016). En cuanto al Syto 16, se trata de un colorante empleado en el
estudio de la germinacion de esporos, ya que es incapaz de atravesar el cortex cuando se
encuentra intacto, mientras que tras la germinacion y la hidrolisis de esta envoltura, el
colorante entra al protoplasto del esporo y se une al material genético, emitiendo
fluorescencia (Tehri y col., 2018). De entre todos los fluorocromos empleados para el
estudio de la germinacidn, se selecciond el Syto 16 ya que se ha descrito que aporta la
mayor diferencia en intensidad de tincidon entre esporos latentes y germinados (Tehri y

col., 2018).

Para la puesta a punto de las tinciones se empled B. subtilis, ya que es un
microorganismo para el cual existe mas informacion previa en la literatura cientifica en
relacion a este tipo de técnicas. De manera rutinaria se utilizé un microscopio de contraste
de fases, dotado de epifluorescencia, para poder observar las células individuales.
Ademas, en los experimentos exploratorios mas preliminares, se realizaron también
lecturas en un fluorimetro, para obtener medidas de intensidad de fluorescencia, como se
describe a continuacion en este capitulo. El uso del citometro de flujo disponible en
nuestro laboratorio tuvo que desecharse por tener los esporos objeto de estudio un tamafio
excesivamente pequefio para ser distinguidos con precision, mediante el laser disponible
en el equipo, como se ha descrito previamente con otros microorganismos de mayor
tamafio (Marcén y col, 2017).Una vez establecidas las condiciones de tincion mas
adecuadas con B. subtilis, se realizaron las adaptaciones necesarias para poder utilizarlas

en G. stearothermophilus, microorganismo que presento dificultades adicionales.
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4.1.2.1. Tincion con ioduro de propidio (IP)

Eleccion de los controles

Las condiciones de partida se eligieron conforme a lo descrito en la bibliografia
(Loison y col., 2016): una concentracion de IP 4 uM durante 15 minutos en oscuridad.
En primer lugar era necesario determinar un control positivo adecuado, para, en una fase
posterior, estudiar las condiciones de concentracion y tiempo de contacto con el
fluorocromo. Analogamente a los trabajos con células vegetativas, se explord
inicialmente la utilizacién de un control positivo consistente en esporos tratados
térmicamente, en este caso mediante autoclavado (121°C/20 min). Los primeros
resultados mostraron un bajo nivel de tincion en esporos autoclavados, por lo que se optd
por utilizar esporos expuestos al etanol, a temperatura elevada, como control positivo de
tincion (Loison et al, 2016). Inicialmente, fue necesario establecer las condiciones de
tratamiento con etanol mas adecuadas, es decir, aquellas condiciones en las que la mayor
parte de los esporos presentaran dafios en la membrana interna suficientes para permitir

la entrada del ioduro de propidio.

En una primera aproximacion se emplearon varias concentraciones de etanol y
dos tiempos de tratamiento (15 y 60 min), a una temperatura de 70°C (Figura 4.1.6). Tras
la incubacidon con el IP, las muestras fueron analizadas por fluorimetria. Como se puede
apreciar en la figura, la intensidad de tincion aumento con la concentracion de etanol para
los dos tiempos de tratamiento, hasta alcanzar un maximo a una concentracion del 75%.
Cuando los esporos fueron tratados con 100% etanol durante 60 minutos, la intensidad de
tincion disminuyo.

Este tipo de comportamiento es frecuente ya que la intensidad de tincion con IP
depende no solo de la integridad de la membrana, sino también de la conformacién del
material genético, DNA, que puede tener mayor o menor cantidad de puntos de unién en
funcion del tratamiento aplicado. En nuestra opinion, estas condiciones quiza fueron
demasiado severas pudiendo producir cambios conformacionales en el DNA de los

esporos, por lo que quiza el colorante fue incapaz de unirse a €l con la misma eficacia.

Por otro lado, se observd mayor fluorescencia cuando el tratamiento de etanol fue
de 60 minutos, en comparacion a 15 minutos, para practicamente todas las

concentraciones estudiadas. A partir de estos resultados se selecciond la concentracion de
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75% de etanol y se decidié estudiar con mayor profundidad el efecto del tiempo de
tratamiento. En este caso, ademas de las medidas fluorimétricas, intensidad de tincidn, se
determind también el porcentaje de esporos tefiidos mediante observacion microscopica

de células individuales (Figura 4.1.7).
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Figura 4.1.6. Evolucion de la intensidad de tincion con IP de esporos de B. subtilis tratados con

distintas concentraciones de etanol durante 15 minutos (azul) y 60 minutos (r0jo).
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Figura 4.1.7. Efecto del tiempo de tratamiento con etanol en el aumento de fluorescencia (azul)

y en el porcentaje de esporos tefiidos (rojo).

Como se aprecia en la Figura 4.1.7, la intensidad de la fluorescencia fue mayor
tras mayores tiempos de exposicion a etanol. Sin embargo, el porcentaje de esporos

tefiidos fue similar tras 60 y 120 minutos de exposicion a etanol. No se consigui6 el 100%
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de esporos tefiidos, ni prolongando el tratamiento. Por ello, se selecciondé como tiempo

de tratamiento 60 minutos.

Seguidamente se estudio el efecto de la temperatura de tratamiento con etanol en
la intensidad de tincion y en el porcentaje de esporos tefiidos (Figura 4.1.8), ya que la
temperatura influye en la permeabilidad de la membrana interna (Loison y col., 2016).
Como se puede observar en la figura, ambos parametros fueron mayores cuando la
temperatura de exposicion a etanol era de 70°C, temperatura que seleccionamos como

mas adecuada para nuestro propdsito.
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Figura 4.1.8. Efecto de la temperatura de tratamiento con etanol en la intensidad de fluorescencia

(azul) y el porcentaje de esporos tefiidos con IP (r0jo).

En resumen, con estos resultados se establecieron las condiciones de tratamiento
con etanol para los controles positivos de tincion de B. subtilis con IP: etanol 75% a 70°C,

durante 60 minutos de tratamiento.

Optimizacion de la concentracion y el tiempo de contacto

Seguidamente, se procedié a poner a punto las condiciones de tincidn, con el
objetivo de determinar aquellas condiciones que proporcionasen el mayor porcentaje de
esporos tefiidos en el control positivo y el menor porcentaje en el control negativo

(esporos nativos no tratados), siempre con fluorescencias suficientemente intensas para
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ser facilmente distinguibles mediante observacion microscopica. En primer lugar se
estudiaron varias concentraciones de IP para un mismo tiempo de tincion (15 min) (Figura
4.1.9), abarcando concentraciones utilizadas en distintos trabajos cientificos (Guidi-

Rontani y col., 2001; Laflamme y col., 2004; Mathys y col., 2007; Reineke y col., 2013)
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Figura 4.1.9. Efecto de la concentracion de IP en el porcentaje de tincion de esporos de B. subtilis

nativos (azul) y tratados con etanol 75%, 70°C durante 60 minutos (10jo).

En la Figura 4.1.9 se observa que todas las concentraciones utilizadas daban lugar
a porcentajes de tincion similares, del 70-80%, de los esporos expuestos a etanol. Sin
embargo, los esporos nativos se tefilan progresivamente en mayor proporcion al
incrementarse la concentracion de colorante. La tinciéon de los esporos nativos no es
deseable, ya que impide distinguir los esporos que presentar una membrana interna
dafiada por efecto del tratamiento, en este caso de etanol. En la grafica se puede observar
que las concentraciones mas adecuadas eran 1,5 y 4 uM, ya que proporcionaban el mayor
porcentaje de tincion de los esporos tratados, sin que se apreciase apenas tincion en los
esporos nativos. A pesar de que con la concentracion de 1,5 uM no se observo tincidon en
los esporos nativos, la tincion en los esporos tratados fue muy débil, por lo que podria
ocasionar dificultades en la interpretacion de los resultados. En resumen, se decidio

escoger una concentracion de 4 pM para experimentos posteriores.

Una vez establecida la concentracion de 1P, 4 uM, se estudi6 el efecto del tiempo

de tincidn tanto en los esporos nativos como en los tratados con etanol (Figura 4.1.10).
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Figura 4.1.10. Efecto del tiempo de contacto con IP de esporos de B. subtilis nativos (azul) y

tratados con etanol 75%, 70°C durante 60 minutos (rojo) en el porcentaje de tincion.

Como se puede apreciar en la Figura 4.1.10, el tiempo de contacto con IP mas
adecuado fueron 15 minutos, ya que en esas condiciones se obtenia el mayor porcentaje
de tincion en los esporos tratados, sin que la tincidon en los esporos nativos fuera muy

elevada.

Por tanto, las condiciones seleccionadas de tincion con IP fueron 4 uM durante 15

minutos.

Comprobaciones adicionales

Una vez seleccionadas las condiciones de tratamiento con etanol y las condiciones
de tincién con IP, se comprobd con microscopia de fluorescencia la eficacia del

tratamiento y de la tincion (Figura 4.1.11), y se realizaron réplicas.
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CONTRASTE DE FASES FLUORESCENCIA

Nativos

Tratados

Figura 4.1.11. Fotografias obtenidas tras la observacion en el microscopio de contraste de fases-

epifluorescencia de esporos de B. subtilis nativos y tratados con etanol 75 % a 70°C durante 1 h

y tefiidos con ioduro de propidio (4 uM/15min).

Como se puede observar en la Figura 4.1.11, los esporos nativos (C-) no mostraron

tincidon, mientras que los tratados con etanol si que captaron el colorante y mostraron

fuorescencia.

Ademas, se realizaron tres tratamientos independientes que arrojaron unos

porcentajes de tincion de 70,15+10,89%.

4.1.2.2. Tincion con Syto 16

Eleccion de los controles

En este caso también se partid6 de condiciones de tincion seleccionadas de la
bibliografia, 0,5 uM durante 15 minutos de tincién en oscuridad (Mathys y col., 2007).

Como control positivo se utilizaron esporos incubados en presencia de nutrientes capaces
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de inducir la germinacion de B. subtilis, inicialmente se utilizo DL-valina. Para establecer
las condiciones del control positivo de Syto 16, se realizaron pruebas de incubaciéon con
este aminodcido, a 30°C. Durante la incubacidn, se extraian muestras que se sembraban
en placa antes y después de ser tratadas térmicamente (75°C/10 min), para estimar el
porcentaje de germinacion por pérdida de termorresistencia (recuento diferencial antes de
pasterizar, tras pasterizar AP/TP). De manera simultanea se tefiian con Syto 16. La Figura
4.1.12 muestra el porcentaje de germinacion estimado tras diferentes tiempos de contacto
con el germinante y el porcentaje de esporos tefiidos con Syto 16, estimados mediante

observacion en el microscopio de epifluorescencia.
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Figura 4.1.12. Relacion entre el porcentaje de esporos de B. subtilis germinados (diferencia entre
recuento antes y después de pasterizacion) y el porcentaje de esporos tefiidos con Syto 16 a varios

tiempos de exposicion a DL-valina a 30°C.

Como se aprecia en la Figura 4.1.12, tanto la germinaciéon como la tincién con
este colorante siguieron una tendencia ascendente con el tiempo de incubacion en DL-
valina. Esto confirmaria que el fluorocromo permitiria identificar esporos en los que esta
teniendo lugar la germinacidon. Sin embargo, a pesar de que la tendencia es similar, en
términos absolutos, y aunque no se puede demostrar una diferencia estadisticamente
significativa, el porcentaje de ambos fenomenos no coincide totalmente, de manera que
la tincion con Syto 16 parece sufrir cierto retraso en el tiempo con respecto a la
germinacion, estimada mediante recuento diferencial en placa (AP/TP). Esta diferencia

cuantitativa podria deberse a que el Syto 16 necesita mas tiempo para ser capaz de entrar
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hasta el protoplasto, mientras que la pérdida de termorresistencia podria ser un evento
inicial en la germinacion, que precederia a la hidrolisis del cortex. Es decir, muy
probablemente la tincion con Syto 16 es indicativo de una germinacion en fase mas
avanzada. En cualquier caso, los resultados sugerian que podiamos emplear la
germinacion con nutrientes para poner a punto la tincion con Syto 16 en B. subtilis. Con
objeto de poder utilizar esta técnica con otros microorganismos, decidimos emplear caldo
nutritivo suplementado con extracto de levadura (0,6 %), por ser un medio complejo que
podria desencadenar la germinacion en la mayor parte de la poblacion y en la mayor parte

de géneros y especies.

Optimizacion de la concentracion y el tiempo de contacto

Al igual que en el caso del IP, para establecer las condiciones de tincion mas
adecuadas con Syto 16, en primer lugar se estudid el efecto de la concentracion de
colorante en el porcentaje de esporos tefiidos, utilizando esporos de B. subtilis nativos
(control negativo) y esporos incubados en caldo nutritivo suplementado con extracto de

levadura durante 2 horas (control positivo) (Figura 4.1.13).
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Figura 4.1.13. Efecto de la concentracion de Syto 16 (15 min) en el porcentaje de tincion de

esporos de B. subtilis nativos (azul) e incubados en caldo nutritivo con extracto de levadura

durante dos horas (verde).
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Cabe destacar que con este colorante no se aprecid tincidon en los esporos nativos
para ninguna concentracion de colorante probada. En los esporos germinados, se observo
un aumento del porcentaje de tincion al incrementarse la concentracion del colorante, si
bien a la mayor concentracion utilizada, 30 uM, comenzaba a disminuir el porcentaje de
tincion. Con los resultados obtenidos seleccionamos la concentracion de 15 uM, por ser

la que mayor porcentaje de tincién mostrd en los esporos germinados.

Posteriormente, se probaron varios tiempos de exposicion de los esporos al

colorante para establecer el mas adecuado (Figura 4.1.14).
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Figura 4.1.14. Efecto del tiempo de tincion con Syto 16 (15 uM) en esporos de B. subtilis nativos

(azul) e incubados en caldo nutritivo con extracto de levadura (verde).

Como se puede apreciar en la Figura 4.1.14, en ninglin caso se observo tincidon en
los esporos nativos. Por lo que respecta a los esporos germinados, no se observaba una
tendencia clara respecto al tiempo de exposicion al colorante. Por tanto, el tiempo de
contacto con Syto 16 escogido fue 15 minutos, por ser el mismo que para ioduro de

propidio, lo que facilitaria los experimentos posteriores.
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CONTRASTE DE FASES FLUORESCENCIA

Figura 4.1.15. Fotografias obtenidas tras la observacion en el microscopio de contraste de fases-
epifluorescencia de esporos de B. subtilis germinados en caldo nutritivo con extracto de levadura

y tefiidos con Syto 16 (15 uM/15min).

4.1.2.3. Tincion doble (IP — Syto 16)

Una vez determinadas las condiciones de tincion para cada colorante, se comprobo
si era factible realizar una tincidon doble, con los dos colorantes afiadidos
simultdneamente. La distancia entre sus espectros de emision permitiria evaluar si un
esporo se tifie con uno solo de los colorantes o con los dos a la vez, como se ha descrito
ocasionalmente en la bibliografia. Para ello se utilizaron esporos germinados mediante
exposicion a nutrientes, y se procedid a realizar una tincion con cada uno de los colorantes
de manera individual, y también una tincién simultanea con ambos. Posteriormente, se
determind el porcentaje de esporos tefiidos en los tres casos. Los resultados se muestran

en la Figura 4.1.16.
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2
6

Figura 4.1.16. Porcentajes de tincion con IP y Syto 16, incubando esporos de B. subtilis

germinados con nutrientes, con los dos colorantes juntos (morado) y por separado (verde).

Como se puede observar en la Figura, el porcentaje de tincion con IP disminuia
notablemente cuando se utilizaba la tincién doble. Estos resultados indicaban que muy
probablemente se producia una competicion entre ambos colorantes por los puntos de
union al ADN, predominando la union del Syto 16 frente al IP, lo cual, al menos en las

condiciones exploradas en este trabajo, no permitiria el uso simultaneo de ambos.

4.1.2.4. Adaptaciones de los protocolos para G. stearothermophilus.

Una vez establecidas las condiciones de tincién en B. subtilis, se procedid a
adaptarlas a G. stearothermophilus. Este microorganismo presenta dificultades
adicionales para su tincion, y de hecho existen muy escasas publicaciones cientificas en

las cuales se utilice este tipo de técnicas.

En primer lugar, se procedid a establecer un control positivo de tincion con IP.
Para ello se estudiaron las condiciones de tratamiento con etanol mas adecuadas para este
microorganismo, utilizando las condiciones de tinciéon con IP (4 uM, 15 min) y de
exposicion al etanol seleccionadas para B. subtilis (75%, 70°C, 1 h). Se exploraron
ademas condiciones experimentales de mayor concentracion y tiempo, en prevision de la

mayor dificultad de permeabilizacion de la membrana de G. stearothermophilus. Los
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resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.1.17, en la cual se incluyen los porcentajes

de tincion con IP determinados mediante microscopia de epifluorescencia.
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Figura 4.1.17. Efecto de distintas condiciones de tratamiento con etanol en el porcentaje de

tincion con IP en G. stearothermphilus.

Se seleccionaron las condiciones de 75% de etanol durante 2 horas, por ser
aquellas que proporcionaron un numero superior de esporos tefiidos, aunque los
porcentajes de tincion fueron similares en todos los casos. Es destacable que en este caso
se observo un porcentaje de tincion de los esporos nativos superior al que se obtenia con
B. subtilis, y superior al deseable (>10%), lo cual nos oblig6 a reevaluar las condiciones
de tincion (concentracion colorante/tiempo de contacto), como se describe a

continuacion.

Una vez seleccionadas las condiciones de tratamiento con etanol, se procedid a
optimizar las condiciones de tincion. Para ello, se utilizaron varias concentraciones de IP

(Figura 4.1.18).
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Figura 4.1.18. Efecto de la concentracion de IP (15 min) en el porcentaje de tincion de esporos

de G. stearothermophilus nativos (azul) y tratados con etanol 75%, 70°C durante dos horas (rojo).

Como muestra la Figura, al incrementarse la concentracion de IP se producia un
aumento de la tincidon de los esporos nativos. Este aumento era de gran magnitud, muy
superior la observada en B. subtilis, y dificultaba la utilizacién de concentraciones de IP
superiores a 1,5 mM. Por ejemplo, con la concentraciéon 8 uM no se podria distinguir una

poblacion de esporos nativos de una tratada con etanol.

Con los datos obtenidos, se decidi6 seleccionar 1 uM de IP para las tinciones de
este microorganismo. A pesar de que concentraciones inferiores de IP producian
porcentajes de tincidn menores en los esporos nativos, la tincion observada en los esporos
tratados era demasiado débil, lo que podria conducir a errores de interpretacion en los
experimentos. Por tanto, las condiciones de tincion seleccionadas fueron 1 uM de IP,
durante 15 minutos, asumiendo un porcentaje de tincién de esporos nativos de alrededor

del 10%.

En cuanto a la tincidon con Syto 16, G. stearothermophilus presentaba la dificultad
adicional de su elevada proporcion de esporos superlatentes. Es decir, la mayor parte de
los esporos son incapaces de germinar en presencia de nutrientes, por lo que para poner a
punto esta técnica, no se pudieron utilizar las mismas condiciones que en el caso de B.

subtilis.
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En primer lugar, se estudio el efecto de dipicolinato calcico (Ca-DPA) en la
tincion con Syto 16 (Figura 4.1.19), utilizando las condiciones de tincion establecidas con

B. subtilis (15 uM, 15 min).
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Figura 4.1.19. Efecto de varios tratamientos en el porcentaje de tincion con Syto 16 de esporos

de G. stearothermophilus.

Seglin se aprecia en la Figura 4.1.19, con el tratamiento aplicado no se consiguid
obtener un porcentaje de tincion superior al 5%, a pesar de que se consiguio activar parte
de los esporos superlatentes (0,5 ciclos log). Por ello, nos planteamos la posibilidad de
que los tratamientos podian poner en disposicion de germinar los esporos superlatentes,
pero no producian su germinacion directa. Para comprobar este aspecto, se aplicd un
tratamiento con Ca-DPA y posteriormente, tras centrifugar para retirar el compuesto, se
resuspendieron los esporos en caldo nutritivo con extracto de levadura a 55°C. Se fueron
tomando muestras a lo largo del tiempo de incubacion en caldo nutritivo, que se fueron

tifiendo con Syto 16.
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Figura 4.1.20. Efecto del tiempo de incubacion en caldo nutritivo con extracto de levadura

(CNYE) de esporos de G. stearothermophilus tratados con Ca-DPA en la tincion con Syto 16.

Como se aprecia en la Figura, en este caso, el porcentaje de tincién que se obtuvo
fue alrededor del 80%, tras la exposicion a CaDPA y 45 minutos de incubaciéon en CNYE.
Tiempos de incubacidon mas prolongados producian un descenso en el porcentaje de
tincion, probablemente debido a cambios adicionales en los esporos, como por ejemplo
en la conformacioén del ADN. Probablemente estos cambios impidan obtener porcentajes
de tincion cercanos al 100%. Por tanto, las condiciones seleccionadas fueron 45 minutos
de exposicion al caldo nutritivo; en estas condiciones el porcentaje de germinacion,
calculado a partir de la diferencia de recuentos entre antes y después de pasterizar, fue

90,59 + 1,47%.

Hay que tener en cuenta, que estos datos en esta especie microbiana son de dificil
interpretacion debido al solapamiento de los fendmenos fisioldgicos de activacion y de
germinacion e incluso de cambios estructurales celulares. Por ejemplo, tiempos de
incubacion mas prolongados producian un descenso en el porcentaje de tincion,
probablemente debido a cambios adicionales en los esporos, como puede ser en la
conformacion del ADN. Probablemente estos cambios impidan obtener porcentajes de

tincion cercanos al 100%.

Las condiciones de tincion establecidas permitian obtener un bajo porcentaje de

tincidon de los esporos nativos, y un elevado porcentaje de tincion de los germinados
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mediante el tratamiento secuencial CaDPA-+nutrientes, por lo que no se considerd

necesario reevaluar el binomio concentracion/tiempo de tincion.

En resumen, se establecieron unos protocolos de tinciéon que permitian evaluar la
integridad de la membrana interna de los esporos (tincion con IP), y la hidrolisis del
cortex/germinacion en fase avanzada (tincion con Syto 16). Debido a las limitaciones de
las técnicas aqui descritas, muy posiblemente relacionadas con la particular fisiologia de
los esporos bacterianos, los datos obtenidos permitirdn observar tendencias en los dos
fenomenos estudiados, cuando las poblaciones de esporos se someten a tratamientos
tecnologicos. Resulta muy dificil hacer una correlacion directa entre el porcentaje de
tincion y una observacion celular determinada, ya que en ningun caso se consiguen
porcentajes de tincion cercanos al 100%, al contrario de lo que ocurre con las poblaciones

de bacterias vegetativas (Marcén, 2018; Marcen y col., 2017).
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Segun se indico en la introduccidn, los tratamientos industriales de esterilizacion
se realizan actualmente asumiendo una cinética de inactivacion estrictamente
exponencial. Sin embargo, en muchas ocasiones aparecen hombros que pueden inducir

errores de 10 veces, e incluso mas, en los calculos de probabilidades de supervivencia.

Se han desarrollado modelos para describir esta desviacion de la linealidad, pero
son descriptivos y, por tanto, de escasa utilidad para hacer célculos de esterilizacion en
condiciones industriales; en definitiva, actualmente sabemos que pueden aparecen

hombros, pero no podemos prever su duracion en diferentes condiciones de tratamiento.

Es claro que los tiempos de esterilizacion calculados por el método de las graficas
de supervivencia o del punto final pueden diferir ampliamente, pero no lo es tanto en el
efecto en los valores z estimados a partir de las lineas de tiempos de reduccion decimal y
de las lineas TDT; de hecho Conddn-Abanto y col. (2016) encontraron que ambas lineas
eran paralelas y por tanto, los valores estimados iguales. Este paralelismo refleja que debe
existir una relacion entre la duracion de los hombros y los valores Dy; esta es nuestra

hipotesis de trabajo.

Esta parte de nuestra investigacion se inicié con el objetivo de verificar y
cuantificar esta relacion y, de ser posible, desarrollar un modelo predictivo sencillo que

permita calcular con mayor precision los tiempos de esterilizacion.
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To date, heat is still the most used technology in food preservation. The calculus of heat treatments is usually
based on Bigelow observations i.e. treatment time is an exponential function of the heat treatment temperature.
However, a number of researchers have reported deviations from linearity in heat inactivation curves that caused
errors in the calculus. This research was designed to evaluate the variability of shoulder length among different
sporulated species, the impact of treatment temperature on these shoulders and the relationship between the
traditional Dt value and shoulder length. The heat inactivation kinetics of five bacterial spores of importance for
the food industry was evaluated. B. weihenstephanensis and B. cereus did not show shoulders and D values
calculated ranged from 0.99 to 0.23 and from 1.33 to 0.56 respectively at temperatures from 100 to 102.5 °C. On
the other side B. subtilis, B. licheniformis and G. stearothermophilus showed shoulders of 1.75-0.42, 1.92-0.43 and
3.22-0.78 and Dy values of 1.52-0.32, 2.12-0.59 and 2.22-0.48 respectively in the range of temperatures tested.
From the results obtained it was concluded that the presence and magnitude of shoulders depended on the
bacterial spore species, the longest being those on the bacterial spores which showed greatest heat resistance. It
has also been proved that shoulder lengths vary with treatment temperature in the same proportion of traditional
Dr values, with the relationship SI/Dy being constant. Thus, an equation which included the constant SI/Dy was

proposed.

1. Introduction

Heat treatment is still the most used preservative technology for
ensuring food safety and extends shelf-life of food stuffs. Despite the
efforts to find new technologies with less impact on food properties, heat
is still considered to be the most efficient technology due to the reduced
lethality of non-thermal technologies in bacterial spore inactivation
(Iciek et al., 2006). Due to market globalization, extended shelf-life for
foods is required and heat is the only technology currently available for
ensuring food safety and stability during the shelf-life period.

Spores of Bacillus species have been involved in food spoilage and
food-borne disease (Ramirez-Peralta et al., 2012) so they must be
inactivated in products in which they can germinate and grow. Bacterial
spores are characterized as being non-metabolic and for their high
resistance to food preservation treatments. Additionally, spores can
remain dormant and then return to a vegetative form through

* Corresponding author.
E-mail address: scondon@cnta.es (S. Condén-Abanto).

https://doi.org/10.1016/j.fm.2020.103663

germination and outgrowth (Paidhungat and Setlow, 2002).

In 1921 Bigelow (1921) observed that the time required for inacti-
vating a population of spores at a constant temperature was an expo-
nential function of the treatment temperature. When the logarithm of
the required sterilization time was represented versus treatment tem-
perature, a straight line was obtained. This line was named the thermal
dead time curve (TDT). A year later Esty and Meyer (1922) also observed
that the number of survivors of a population treated at a constant tem-
perature was an exponential function of treatment time. When the log-
arithm of the fraction of survivors was represented versus treatment
time, a straight line was obtained (survival curve). These observations
demonstrated that sterilization times could be calculated mathemati-
cally, which paved the way for both thermobacteriology and predictive
microbiology.

At first, sterilization times were calculated by the end point method
which consisted in treating a bacterial population at different
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temperatures for different times until the product became stabile during
subsequent incubation. Then, by representing the required times for
stability versus treatment temperatures, TDT lines could be obtained
which could be expressed as equation (1).

T, - T,

- Log Fri —Log Fn (Eq. 1)
Where 2z represents the negative inverse of the slope of the TDT line (i.e.
degrees by which treatment temperature must increase in order to
reduce the sterilization time ten-fold), T; and T, are two different
treatment temperatures and Fr; and Fro the required sterilization times
at those temperatures. This equation would allow sterilization times to
be calculated at either treatment temperature.

Some years later Katzin et al. (1943) developed the concept of dec-
imal reduction time (Dt) which was defined as the time required to
inactivate the 90% of the bacterial population at a constant treatment
temperature. Using this parameter, sterilization time could be calculated
using equation (2).

Fr = Dr x (LogN, — LogN,) (Eq. 2)
Where Fr is sterilization time, Dy is decimal reduction time, N initial
concentration of the target microorganism and N; microbial survival
probability. In other words, the sterilization time would be the decimal
reduction time multiplied by the decimal reductions required.

The main advantage of equation (2) is that, from the tables of Dt and
z values, calculus of treatment time at either temperature is very simple
for inactivating a defined target. Following this model, the concept of F
(=F121) sterilization, the aim of which was to guarantee 12 log re-
ductions of C. botulinum (i.e. 12D), was developed. Currently, this model
is still used. For example, the concept of 5D (i.e. 5 log reductions of the
most pertinent microorganism) is widely accepted in juice pasteuriza-
tion (FDA, 2001). However, the accuracy of this model is directly
dependent on the fact that microbial inactivation follows first order
kinetics.

In recent decades, thousands of survival curves have been published.
These data have demonstrated that deviations from linearity in micro-
bial inactivation kinetics exist. One such deviation is the shoulder phe-
nomenon which is observed at the start of heat treatments where the
microbial inactivation rate, if there is one, is lower than those reached in
the exponential dead phase. Recently, a number of different models for
describing these deviations, such as Weibull-like models, have been
developed (Cebria n et al.,, 2017). However, these methods are
descriptive but not predictive. In 2000, Geeraerd et al., incorporated
into a model the parameter shoulder length (SI), which is defined as the
time preceding exponential decay in a survival curve. Considering this
parameter, total treatment time would be calculated using equation (3).

(Eq. 3)

Equation (3) is only descriptive because there is no data which shows
how the Sl parameter changes with treatment conditions. While there is
a large amount of data about Dt and z values for a variety of microbial
species in different conditions, there are few quantitative data on
shoulders. This is probably because in most methods for determining the
thermal resistance of microorganisms there was a lag phase at heating
which hindered accurate determination of this parameter. Additionally,
simple models for calculating the Sl from the survival curves did not
exist. However, currently these two challenges have been met.

This research was designed to answer the following questions: (1) by
how much does the shoulder length on the survival curves of different
aerobic mesophilic spore forming bacteria vary?, (2) Is there any rela-
tionship between shoulder length and treatment temperature? (3) Is
there any relationship between the Dt and SI values? and, could equa-
tion (3) be enhanced by using these relationships?

Fr = Dr(LogN, — LogN,) + Sl
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2. Material and methods
2.1. Spore suspensions preparation

In this research, one strain of B. cereus (STCC 148), B. subtilis (STCC
4522), B. licheniformis (STCC 4523) and G. stearothermophilus (STCC
4517) were obtained from the Spanish Type Culture Collection (STCC).
The B. weihenstephanensis strain (n° 108) was kindly provided by the
group of Prof. Lyng (“School of Agriculture and Food Science, University
College Dublin).

The sporulation medium employed was nutrient agar (Oxoid,
Basingstoke, UK) with 0.6% yeast extract (Oxoid) (NAYE) with 3 ppm
(w/v) of manganese sulphate (Carlo Erba, Milan, Italy) added. Incuba-
tion temperatures were: 25 °C for B. weihenstephanensis, 30 °C for
B. cereus and B. subtilis, 37 °C for B. licheniformis, and 55 °C for
G. stearothermophilus. Spores were harvested after 72 h of incubation for
B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis and G. stearothermophilus and after 10
days for B. weihenstephanensis. The spores were collected in a pH 7
Mcllvain buffer and centrifuged at 4000 rpm (Jouan centrifuge, CR 4.11,
Saint-Herblain, France) during 20 min and re-suspended in a new buffer
for cleaning. This process was repeated four times. Finally spore sus-
pensions were pasteurized (80 °C for 5 min) to inactivate the remaining
vegetative cells, and stored at 4 °C until a maximum of 4 months.

2.2. Heat treatments

Heat treatments were carried out in a MTS resistometer built at the
University of Zaragoza and described by Raso el at., (1998). In short, this
device consists in the main 700 ml stainless steel vessel inside of which is
a 23 ml stainless steel treatment chamber. The main vessel contains the
heating medium and is equipped with an electric heater and a refrig-
eration coil to maintain a constant temperature during treatment; an
agitation device to ensure uniform temperature distribution and
improve heat exchange with the treatment chamber; and valves/ports
for pressurising the vessel, inserting a thermocouple, and inoculating
and sampling. The treatment chamber is equipped with tow valves by
which the exchange with the main vessel takes place. These valves
enable the treatment medium to be pressurized and replaced after
extracting the sample in the treatment chamber. This device have the
advantage of working without a “lag” in the heating steps, which is
especially useful for studying phenomena that occurs during the first
moments of treatment.

Trials were carried out using Mcllvaine citrate-phosphate buffers of
pH 7 (Dawson et al., 1974) as treatment media. The device was filled
with the treatment medium and switched on. When the desired tem-
perature was reached (+0.1 °C), 0.2 ml of the spore suspension was
injected into the treatment chamber. After injection, 0.1 mL samples
were collected at pre-selected times, diluted in pH 7 Mecllvaine
citrate-phosphate buffer and pour-plated in NAYE. All experiments were
performed at least in triplicate on different working days.

2.3. Recovery and survival counting of treated spores

Samples plated in NAYE were incubated at 25 °C
(B. weihenstephanensis), 30 °C (B. cereus and B. subtilis), 37 °C
(B. licheniformis) and 55 °C (G. stearothermophilus) for 24 h or 48 h
(B. weihenstephanensis) in aerobic conditions. Longer incubation times
did not change the profile of the survival curves. Plate counting was
carried out using an improved automatic colony counting image
analyzer (Protos, Synoptics, Cambridge, UK) as previously described
(Condon et al., 1987).

2.4. Data analysis

Survival curves were built representing the fraction of survivors (Log
N¢/Np) vs treatment time (min). Experimental data were fitted with the
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Geeraerd et al. (2000) equation (equation (4)) using the GInaFiT Excel
tool (Geeraerd et al., 2005).

. o kmax xS1
N, =Ny x e et ,
= 1+ (ebnaxSI — 1) hmarxt

This equation describes survival curves with two parameters:
shoulder length (SI) and inactivation rate (Kmqy). Sl is the time needed to
reach the exponential inactivation rate and Kpgy is the slope of the
exponential section of the survival curve. In the equation N; represents
the microbial count at time t, N the initial count and the treatment time
in minutes. The traditional decimal reduction time value (Dt) can be
calculated from K, with equation (5).

(Eq. 4)

2.303

~ Kmax (Eq. 5)

.

In order to compare the heat resistance of several species, both Dy
and SI values have been considered. For this reason, 4Dy values (also
provided by the GInaFiT tool) were used. The 4Dt value could be defined
as the required treatment time to inactivate 99.99% of the initial pop-
ulation. Mathematically, this parameter could be calculated as the sum
of SI plus Dt value multiply by 4 (equation (6)).

4Dy =SI+ (4 x Dy) (Eq. 6)

Additionally, in order to quantify the thermal-dependence of the
shoulder length, the 2-Sl value, previously described by Condon-Abanto
et al. (2016) was also calculated. The 2-Sl value was defined as being the
required rise in treatment temperature for reducing the SI 10-fold.

For the statistical analysis, the student’s t-test and a one-way ANOVA
were performed using the GraphPad PRISM 5 software (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA), and differences were considered
significant when p < 0.05.

3. Results and discussion

Currently, decimal reduction times, their relationship with treatment
temperature and the physicochemical characteristics of the food ma-
trixes of the most frequent aerobic spore-forming bacteria are known.
However, shoulders on the survival curves have been detected relatively
frequently. These deviations from linearity might induce errors in the
calculus of sterilization times using the traditional method (i.e.
assuming first order kinetics for inactivating the target microorganism).

To the best of the author’s knowledge, to date, no research which
enables shoulder length and the effects of influencing factors to be
predicted is currently available. This might be due to the use of inade-
quate heat resistance determination methods for this purpose, or unre-
liable methods for accurately determining shoulder length. However,
now both these problems have been solved. This research was designed
to evaluate shoulder length using a mixing method (Davies, 1975),
which omits the lag phase in heating (MTS resistometer), and uses the
Geeraerd’ equation which enables shoulder length to be accurately
determined.

3.1. Heat inactivation kinetics for different bacterial spores

Traditionally, mathematical models have been developed for pre-
dicting bacterial inactivation by heat and thus ensuring food safety
margins. In this research, the thermal inactivation kinetics for five spore-
forming bacteria of interest in the food industry was evaluated. To give
an example, Fig. 1 shows the survival curves for B. weihenstephanensis,
B. cereus, B. subtilis and B. licheniformis at 100 °C and
G. stearothermophilus at 116 °C in a pH 7 Mcllvaine citrate-phosphate
buffer. The figure, also includes the fitting line with Geeraerd’ equa-
tion. As observed in Fig. 1, different profiles with deviations from first
order kinetics appeared at the beginning of the survival curves for the
different bacterial spores. While the survival curves for B. cereus and
B. weihenstephanensis did not show significant deviations from linearity,
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Fig. 1. Survival curves for B. weihenstephanensis (@), B. cereus (M), B. subtilis
(A), B. licheniformis (v) at 100 °C and G. stearothermophilus (\/) at 116 °C in a
pH 7 Mcllvaine citrate phosphate buffer.

those for B. subtilis, B. licheniformis and G. stearothermophilus did in the
first moments of treatment (shoulders).

Table 1 includes the thermal resistance parameters (decimal reduc-
tion time, shoulder length and 4D values) obtained from fitting the
survival curves at different temperatures for the five bacterial spores
under observation. Table 1 also includes the determination coefficient
(R?) and the root mean square error (RMSE) to show the goodness of fits.
As observed in the table, the presence of shoulders on the survival curves
for B. weihenstephanensis and B. cereus randomly changed with treatment

Table 1
Heat resistance parameters in pH 7 Mcllvaine citrate phosphate buffer for the
five sporulated species under observation at different temperatures.

Microorganism T Sl mean D 4D R? RMSE
(SD) mean mean
(SD) (SD)

B. weihenstephanensis 100 0.20 0.99 4.16 0.99 0.11
(0.01) (0.06) (0.24)

102.5 0.15 0.46 1.99 099 0.15
(0.04) (0.01) (0.07)

105 0.17 0.23 1.09 0.99 0.08
(0.06) (0.02) (0.07)

B. cereus 100 0.19 1.33 5.51 098 0.21
(0.12) (0.04) (0.13)

102.5 0.12 0.74 3.08 0.99 0.14
(0.12) (0.03) (0.03)

105 0(0.11) 0.56 2.00 0.98  0.39
(0.03) (0.05)

B. subtilis 100 1.75 1.52 7.83 0.99 0.08
(0.35) (0.04) (0.22)

102.5 0.72 0.77 3.80 098 0.23
(0.08) (0.01) (0.05)

105 0.42 0.32 1.70 099 0.19
(0.06) (0.01) (0.03)

B. licheniformis 100 1.92 2.12 10.40 099 0.15
(0.04) (0.03) (0.16)

102.5 1.15 1.03 5.27 0.99 0.08
(0.08) (0.03) (0.07)

105 0.43 0.59 2.79 098 0.18
(0.22) (0.10) (0.19)

G. stearothermophilus 116 3.22 2.22 12.10 0.98 0.16
(0.27) (0.09) (0.47)

119 0.95 0.74 3.91 0.98 0.11
(0.05) (0.08) (0.36)

121 0.78 0.48 2.70 0.99  0.07
(0.01) (0.01) (0.04)

T, treatment temperature (°C); SI, shoulder length (min); D, decimal reduction
time (min); 4D, time for a 4-log spore reduction (min); R?, determination coef-
ficient; RMSE, root mean square error; SD, standard deviation.
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temperatures, and their duration were usually depreciable. Conversely,
for the other three bacterial spores, shoulders were detected at all the
temperatures tested and were greatest in those which showed the largest
Dy values.

For B. weihenstephanensis the observed Dt values ranging from 0.99
to 0.23 while Sl values were around 0.15 min at all temperatures tested.
These Dy values were lower than those reported by Condon-Abanto et al.
(2016) which were from 1.82 to 0.2 min at temperatures ranging from
102.5 to 110 °C in a buffer with a pH of 6.8 these difference among
different researches might have been due to the different sporulation or
treatment conditions used. Either way these authors also reported de-
viations from linearity for this bacterial spore specie. For B. cereus, the
Dy values observed ranged from 0.56 to 1.33 min while the Sl values
obtained ranged from —0.24 to 0.19 min. The absence of significant
shoulders and the magnitude of the Dt values calculated for B. cereus in
this research are in accordance with those reported by other authors
(Gaillard et al., 1998; Membré et al., 2006; Sarrias et al., 2002; Tatsin-
kou Fossi et al., 2017). However, other authors have also reported de-
viations from linearity (both shoulders and tails) on the survival curves
for other strains of B. cereus (Baril et al., 2011; De Besten et al., 2018;
Esteban et al., 2015; Luu-Thi et al., 2014).

In case of B. subtilis, B. licheniformis and G. stearothermophilus
shoulders were detected at all temperatures tested. Some authors
detected shoulders on the survival curves for these bacterial spore spe-
cies (Jagannath et al., 2005; Mathys et al., 2007) while others described
first order kinetics (Junior and De Massaguer, 2007; Palop et al., 1996;
Tola and Ramaswamy, 2014). These discrepancies in the results might
have been due to differences in the strains used, in sporulation condi-
tions or the treatment media in which the heat resistance was evaluated.
Either way, in this research, shoulders of B. subtilis ranged from 0.42 to
1.75 min and Dy values from 0.32 to 1.52 min at temperatures from 100
to 105 °C. These Dt values were lower than those calculated by other
authors using a first order kinetics model for different strains of B. subtilis
(Esteban et al., 2015; Berendsen et al., 2015). For B. licheniformis,SI and
Dr values ranged from 0.43 to 1.92 and from 0.59 to 2.12 min respec-
tively which were in keeping with those reported by Raso et al. (1995)
although other authors reported greater (Palop et al. 1996) values for
this species. Finally, out of the five sporulated species under observation,
G. stearothermophilus showed the highest heat resistance, with SI values
of 0.78, 0.95 and 3.22 min and Dt values of 0.48, 0.74 and 2.22 min at
121, 119 and 116 °C respectively. These values were in the range of
those reported in the literature for this bacterial spore species, albeit,
once again, higher and lower values have also been reported (Esnoz
et al., 2006; Mathys et al., 2007; Periago et al., 1998; Rudra et al., 2010).
In short, all these results indicated that the behaviour of the selected
strains under thermal treatments was normal for their genera.

Shoulders have often been reported on the thermal survival curves
for different bacterial spore species (Baril et al., 2011, 2012; Con-
don-Abanto et al., 2016; Coton et al., 2011) which might be related to
spore activation (Sapru et al., 1993), damaged repair mechanisms
(Condon et al., 1996; Feeherry et al., 1987) or the presence of agglom-
erates in the spore suspension (Mathys et al., 2007).

Bacterial spore heat resistance is known to decrease after germina-
tion, and enormous effort has focused on studying this step. There is
great heterogeneity in the germination rate within a bacterial spore
population and, occasionally, a fraction is unable to germinate under lab
conditions which are known as superdormant spores. Prior to germi-
nation, these superdormant spores must undergo a series of changes
called activation, which as yet, is not fully understood (Paidhungat and
Setlow, 2002). Shull et al. (1963) postulated that, prior to thermal death,
spore activation is needed. In this way, two phenomena might coexist on
the survival curves at the beginning of treatment: microbial death and
activation, with the latter compensating for the former and thereby
producing the shoulders on the survival curves (Condon-Abanto et al.,
2016; Iciek et al., 2006). Icieck et al. (2006) suggested that the thermal
inactivation kinetics of spores depended on the physiological state of
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their cells. When spores are in an activated state, thermal inactivation
kinetics would be linear while if super-dormant spores are present, those
would produce shoulders.

Other authors (Condon et al., 1996; Feeherry et al., 1987) proposed
that the shoulder phenomenon is related to heat injury and damaged
repair mechanisms. This observation has been widely described in
vegetative cells and bacterial spores where germination must begin
before damage occurs (Setlow, 2006). However, bacterial inactivation
by heat is not a clear-cut process, as although heat acts when treatment
begins, damaging different targets such as DNA, core enzymes and spore
membranes (Palop et al., 1998; Setlow, 1995), cells do not die unless
they are unable to repair the damage. Therefore, depending on the ca-
pacity of the repair mechanisms available, survival curves would have
longer or shorter shoulders.

The presence of shoulders has also been related to the presence of
aggregates within the bacterial spore suspension (Mathys et al., 2007).
Theoretically this is possible because an aggregate will produce a colony
which will exist until every last cell dies. In practice, there is a clear
relationship of aggregates with the appearance of tails on the survival
curves, but their relationship with shoulders is much less. In this respect,
for shoulders to appear, all spores must belong to aggregates, which is
highly unlikely. If there are individual spores, there should always be a
rapid drop in the count initially.

A detailed analysis of the shoulders obtained in our research indi-
cated that for G. stearothermophilus superdormant spores were activated
since the count when treatment began normally increased slightly but
consistently (Fig. 1). For B. subtilis and B. licheniformis, activation might
have occurred, although this was foreseeably related to repair mecha-
nisms since counts never exceeded the preheating count (NO). The
absence or short duration of the shoulders in the suspensions of
B. weihenstephanensis and B. cereus indicated that they did not contain
superdormant spores and that these strains had little repair capacity in
the recovery conditions there were.

3.2. Effect of temperature on heat resistance parameters

As indicated above, the traditional z parameter can be determined on
the basis of Dt values obtained from the decimal reduction time curves
(DRTC), or from Fr values, from the TDT lines. Since the possible effect
of Sl on the z values calculated was not known, the z values for the 5
microorganisms was calculated using both approaches. Regarding the
TDT lines, 99.99% of bacterial inactivation (TDT-4D), also provided by
the GinaFiT tool, was considered as a reference.

Fig. 2 shows the DRTC (solid line) and TDT-4D (dashed line) lines for
B. weihenstephanensis (A) and B. cereus (B), and Fig. 3 for B. subtilis (A),
B. licheniformis (B) and G. stearothermophilus (C). The z Dt/4Dy values
obtained were 7.9(0.03)/8.5(0.03), 13.4(0.04)/11.5(0.02), 7.4(0.02)/
7.5(0.01), 8.1(0.05)/8.1(0.02) and 7.9(0.06)/8.1(0.06) °C (number in
brackets represents standard deviation) for B. weihenstephanensis,
B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis and G. stearothermophilus respec-
tively. These values were in accordance with those reported for these
and other bacterial species of Bacillus (Coton et al., 2011; Raso et al.,
1995; Van Asselt and Zwietering, 2006). When both values were
compared (z Dt vs. z 4D) for each bacterial spore species, no significant
differences were observed (p < 0.05) between the z values calculated
using both approaches. The parallelism between DRTC and TDT-4D for
B. weihenstephanensis and B. cereus (Fig. 2) came as no surprise given that
their survival curves did not show shoulders (Table 1). However the
same parallelism in the other three species (Fig. 3) implies that the SI
and Dr parameters are influenced in a similar way by treatment
temperature.

Additionally, when the logarithm of SI was plotted versus treatment
temperature, a straight line was also obtained. These lines are also
included in Fig. 3 (dotted lines). From the inverse of the slope of these
lines, the z-Sl values (i.e. the rise in temperature required to reduce the Sl
parameter 10-fold) of 8.2(0.08), 6.8(0.23) and 7.9(0.09) °C (number in



V. Ruiz et al.

Log D;/4D+

1.5

1.0

-1.04

-1.5

0.5+

-0.5-

Log DTI 4DT

95

T T
100 105
Temperature (°C)

1
110

l\ Io (=] o - -
o a o a o a
1 1 1 1 1 1

-1.5

Resultados y discusion
Food Microbiology 94 (2021) 103663

95

1(')0
Temperature (°C)

)
105

1
110

Fig. 2. DRT curves (block lines) and TDT-4D curves (dashed lines) calculated for B. weihenstephanensis (A) and B. cereus (B) in a pH 7 Mcllvaine citrate phosphate
buffer. (D and 4D values were calculated in minutes).
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(C) in a pH 7 Mcllvaine citrate phosphate buffer.

Table 2

Parameter Sl/D calculated from the thermal resistance parameters obtained for the five sporulated species in pH 7 Mcllvaine citrate phosphate buffer at different

temperatures.

B. weihenstephanensis B. cereus B. subtilis B. licheniformis G. stearothermophilus

T Sl/D SD Sl/D SD Sl/D SD Sl/D SD Sl/D SD
100 0.20 0.01 0.14 0.09 1.16 0.26 0.91 0.02 - -
102.5 0.32 0.08 0.17 0.17 0.94 0.11 1.12 0.10 - -
105 0.73 0.29 0 0.16 1.33 0.21 0.81 0.47 - -
116 - - - - - - - - 1.45 0.14
119 - - - - - - - - 1.30 0.13
121 - - - - - - - - 1.60 0.02

T, treatment temperature (°C); SD, standard deviation calculated from at least three replicates.
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brackets represent the standard deviation) were calculated for B. subtilis,
B. licheniformis and G. stearothermophilus respectively. When these
values were compared with traditional ones for z Dy and z 4Dr, no sig-
nificant differences (p < 0.05) were observed for any of the species
under observation, hence, endorsing our hypothesis.

3.3. Reparametrization of the traditional thermobacteriology equation

As the thermal dependence of the Sl and Dy values was the same, a
new parameter (A) representing the relationship between them was
proposed. Table 2 shows the Sl/D values and its standard deviation for
each bacterial spore species under study at all temperatures tested. A
statistical analysis revealed no significant differences (p < 0.05) among
the values calculated at different temperatures for each particular
sporulated species. Therefore, it could be concluded that this relation-
ship is constant, regardless of treatment temperature and also that it is
characteristic of each microorganism, at least among the bacterial spore
species under study. This parameter could be used for directly
comparing bacterial species with different resistances to heat. Fig. 4
shows the Sl/D parameter, calculated with all the values obtained at
different temperatures. As seen in the figure, B. cereus and
B. weihenstephanensis showed Sl/D values not significantly different from
zero (<0.5) and no significant differences were observed between these
two microorganisms. However, B. subtilis and B. licheniformis showed
shoulders whose lengths were approximately equivalent to the D value
(SI/D  parameters of 1.1 and 0.94 respectively) while
G. stearothermophilus had a Sl/D value equal to 1.4 which meant that this
bacterial spore had a shoulder length 1.4-fold higher than the Dy value at
any treatment temperature. As a consequence, if the traditional thermo-
bacteriology equation (Eq. (2)) is used to calculate the sterilization time
for these microorganisms, an approximate value would be obtained for
B. cereus and B. weihenstephanens, but for the other three bacterial
spores, the equation would underestimate treatment time which would
mean a 10-fold or higher increase in the survival risk in relation to that
estimated and the greater the Sl/D value is, the greater the miscalcula-
tion will be.

Since the A parameter (= Sl/D) was characteristic and constant it
could be calculated from a single thermal inactivation curve for the
target microorganism and enabled the shoulder length to be estimated at
every treatment temperature. Introducing the new parameter A into the
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Fig. 4. Magnitude of the parameter SI/D calculated for the five bacterial spores
under observation based on their thermal resistance parameters in a pH 7
Mcllvaine citrate phosphate buffer.
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traditional thermobacteriology equation, this would be reparametrized
as equation (7).

. NO
F. =Dy x (Log <M> +A>

Fig. 5 enables the magnitude of the divergences to be quantified by
comparing the calculated treatments with the traditional and proposed
equation. Fig. 5 includes the theoretical curves calculated with the
traditional equation (black line) considering D16 = 2.94 and the pro-
posed equation (grey line) considering A = 1.4 and D;16 = 2.2. These
values were those calculated from the experiment obtained for
G. stearothermophilus at 116 °C assuming first order kinetics (traditional

(Eq- 7)
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Fig. 5. Theoretical log inactivation cycles calculated using traditional (black
line) and reparametrized (grey line) equation using heat resistance parameters
for G. stearothermophilus obtained at 116 °C in this research (A). And real vs.
predicted F values for achieving different inactivation levels (from 0.1 to 5 log
cycles) calculated using the traditional (block symbols) and re-parametrized
(open symbols) thermo-bacteriology equation for B. subtilis, B. licheniformis
and G. stearothermophylus at different treatment temperatures in a pH 7 Mcll-
vaine citrate phosphate buffer.
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equation) and using the Geraeerd’ equation (proposed equation). The
figure represents the required Fj;¢ values, calculated using both ap-
proaches, in order to achieve different inactivation levels. Also Fig. 5B
shows the real inactivation achieved versus the predicted inactivation,
calculated using the traditional equation (black symbols) and the pro-
posed equation (grey symbols).

As observed in Fig. 5B, the predictions yielded by the re-
parametrized equation were better than those obtained with the tradi-
tional one and these differences in predictions were more pronounced
for low cycles of inactivation in the range shown. Moreover, as observed
on the theoretical curves (Fig. 5A) at low log cycles of inactivation (up to
4), the predicted inactivation obtained using the traditional equation
was higher than that resulting from the re-parametrized equation (i.e. in
this inactivation range, the use of the traditional equation for the cal-
culus of sterilization times would increase spoilage risks by over 10-
fold). Conversely, over 4 log cycles of inactivation, the heat resistance
of the bacterial spore (here G. stearothermophilus) was overestimated
which meant that calculations with the traditional equation would mean
overestimating the required treatment time (i.e. product overheating).

Van Asselt and Zwietering (2006) proposed that for an initial
approach in the calculus of heat treatment, SI might not need to be
considered; although the same authors also indicated that for specific
treatment conditions, this parameter should be taken into account.
Either way, clearly, the SI parameter must be taken into account in the
calculus of heat treatment in order to avoid errors. Furthermore, in this
research, it has been demonstrated that the parameter Sl/D is charac-
teristic for each bacterial spore and independent of treatment temper-
ature. However, it is common knowledge that many factors such as, pH,
aw, sporulation conditions and strain variability affect the thermal
resistance of bacterial spore species (den Besten et al., 2018; Gaillard
et al., 1998; Palop et al., 1996; 1999; Tola and Ramaswamy, 2014); so a
more in-depth study in which the impact of these variables on this new
parameter will be evaluated would be of interest.

4. Conclusions

From the results obtained in this research it can be concluded that
the presence of shoulders on the thermal inactivation curves among the
aerobic bacterial spore species studied is characteristic of each micro-
organism. From the bacterial spores considered in this research
B. weihenstephanensis (n° 108) and B. cereus (STCC 148) did not show
significant shoulders while B. subtilis (STCC 4522), B. licheniformis (STCC
4523) and G. stearothermophilus (STCC4517) did. Bacterial spores with
higher heat resistance also showed greater Sl values.

The z values obtained from the DRTC lines and TDT lines for 4D were
not significantly different. Shoulder length proved to be an exponential
function of treatment temperature. The z-Sl values did not differ
significantly from the z Dt and z 4Dt values and these findings would
explain why the Sl/D parameter was characteristic of each bacterial
spore species tested and independent of treatment temperature.

The new parameter considered in equation (7) would enable total
treatment time to be recalculated in order to achieve a desired inacti-
vation level, considering the shoulder length of the target microor-
ganism, regardless of the desired treatment temperature.
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Thermal inactivation Kinetics of Geobacillus
stearothermophilus spores obtained at different sporulation
temperatures heated at different pH.

ABSTRACT

Deviations in linearity in survival curves are common in inactivation kinetics during heat
treatment. These might lead one to underestimate how effective thermal treatment is. In previous
research we reported a relationship between decimal reduction time values (Dr) and shoulder
lengths (S7) of survival curves which was characteristic of each microorganism. However, the
impact of other factors such as sporulation temperature and pH of the treatment media is still not
known. The objective of this research was to evaluate the effect of sporulation temperature (45,
55 and 65 °C) and pH (4.0, 5.0, 6.0 and 7.0) treatment has on the profile of survival curves and
on the relationship between SI/Dr of G. stearothermophilus STCC 4517. The results obtained
demostrated that all the spore suspensions, independently of sporulation temperature and pH,
showed survival curves with shoulder phenomena, whose duration was an exponential function
of treatment temperature. Although both parameters had a significant effect on heat resistance,
the relationship between the shoulder length and Dr values was constant at all pHs for spores
produced at the optimum sporulation temperature.

INTRODUCTION However, as yet the mechanisms for this
remain unknown and the death of bacterial

To date, bacterial spores are still ; )
spores from heat treatment, is considered

considered to be the greatest threat in heat-
treated food plants due to their extreme
resistance to physical and chemical
treatments (Andre et al., 2017). Though
different research has been carried out to
optimize non-thermal treatments, in order
to reduce spore populations, these
technologies are unsuitable for being the
sterilisation method for preserving food.
This is because bacterial spores are highly
resistant to these techniques (Manas et al.,
2005). This makes heat the most effective
technology for food sterilization (Iciek ez Moreover, such deviations might indicate
al., 2006). that bacterial spores are less affected by
heat at certain stages of heat treatment,
since they may appear at the beginning of
treatment (shoulder) or at the end (tails).
The possible causes of these deviations
have been widely discussed for some years

exponential in the calculus of industrial
processes; where traditional Dr, z, Fr*
values and thermal death time (TDT)
curves are used. However, this principle is
often not fulfilled due to deviations from
linearity in bacterial spore survival curves.
These deviations are known as shoulders or
tails and are the greatest shortcoming
weakness for the precision of the heat
treatments design using the traditional
method (i.e. using survival curves).

Inactivation kinetics for bacterial spores
produced by heat treatment was first
described in 1922 by Esty and Meyer (Esty
et al., 1922). Over the next century huge
efforts were made in order to deep inside

the mechanisms behind this inactivation and have been classified as mechanistic
phenomena. and vitalistic theories (Cerf, 1977). Due to
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the importance of these deviations on
calculating heat treatments, many authors
have developed different mathematical
models to describe them in the survival
curves (Cebriédn et al., 2017).

Ruiz et al. (2021) considered these models
to be descriptive but not predictive due to
the lack of data provided on the kinetics of
shoulders due to the empirical limitations
of the methods used. Authors solved both
problems using a mixing method for
determining survival curves (Raso et al.,
1998) and a simple mathematical method
for determining shoulder length (Geeraerd
et al. (2000). Authors found that shoulder
length was an exponential function of
treatment temperature and the relation
shoulder length divided by decimal
reduction time (S//Dr) is constant at all
treatment temperatures and characteristic
of each microorganism. With this data one
may calculate the time needed to inactivate
bacterial spores, taking
shoulder length, at any temperature, with a
single survival curve using equation 1:

into account

Ff = Dr x (Log (52) +A) (Eq. 1)
Where F1” is sterilization time, Dr is
decimal reduction time, Np initial

concentration of the target microorganism,
N; microbial survival probability and A
represents the relationship between
shoulder length and the decimal reduction
time value.

The results reported by the authors (Ruiz et
al., 2021) were observed using bacterial
spore suspensions produced at optimum
sporulation temperatures and then treated
in a citrate-phosphate buffer with a pH of
7.0. However, it is well known that
microbial thermal resistance is determined
by a genetic component and various
external factors. These could be classified
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according to the moment when heat
treatment was applied, when they act as:
previous, posterior.
Within the “previous” category media
composition and sporulation temperature
are included, both of which might interact
and produce different effects with heat
resistance (Palop et al., 1999). In respect to
media composition general conclusions
cannot be drawn as it varies too much.
However, in terms of sporulation
temperature, it has been reported that the
higher the sporulation temperature, the
higher the thermal resistance for the spores
produced (Garcia et al., 2010; Palop et al.,
1999; Planchon et al., 2011), until a certain
level where a plateau is reached or the
resistance began to decrease (Gonzalez et
al., 1999; Lindsay et al., 1990). However,
the degree to which heat resistance
increases depends on the bacteria species
(Palop et al., 1999).

simultaneous or

Simultaneous factors mainly include the
physico-chemical characteristics of the
treatment media. At a glance from the
literature it may be deducted that the key
factors are water activity and pH (Palop et
al., 1999; Samapundo et al., 2011); with
pH being the most relevant for canneries.
This is why it is one of the most studied
factors in thermal resistance studies in the
food industry. It is generally accepted that
heat resistance is maximal at neutral pHs
and decreases with acidification (Esteban
et al., 2013; Leguerinel et al., 2001; Lopez
et al., 1996; Mallidis et al., 1990; Palop et
al., 1999; Pontius et al., 1998).

Although, it is well known that the
sporulation temperature and pH of the
treatment medium modify the Dt values of
bacterial spores, little is known about how
they affect the shoulder length of survival
curves. This gap in knowledge could cause



mistakes in calculating the heat treatment
parameters in food processing when the
traditional model is employed (Ruiz et al.,
2021). From the results obtained in our last
article (Ruiz et al, 2021) it may be
deducted that from the species under study
the bigger magnitude of the relation S//Dr
was observed for G. stearothermophilus
STCC 4517, which is one of the three
bacteria most frequently associated with
canned food spoilage (Andre et al., 2017).

The present research was designed to solve
the following questions: do the
environmental factors that affect Dt values
also influence shoulder length? Do
shoulders still change exponentially with
treatment  temperature in  different
treatment media conditions? Does the
SI/Dr relationship remain constant under
different treatment conditions?

Thus, in order to answer these questions,
the main objectives of this research were
twofold. Firstly, to determine the effect pH
of the treatment medium had on the
survival curves of G. stearothermophilus
STCC 4517 and secondly, to observe how
sporulation temperature influenced the
length of shoulders on the inactivation
curves for G. stearothermophilus STCC
4517.

MATERIAL AND METHODS

Spore suspension preparation. The strain of
G. stearothermophilus (STCC 4517) employed
in this research was obtained from the Spanish
Type Culture Collection (STCC) and was
stored at -80 °C. To prepare the spore
suspension, one single colony from a nutrient
agar plate (Oxoid, Basingstoke, UK) was
transferred to a pre-culture of nutrient broth
(Oxo0id) with 0.6 % yeast extract (Oxoid)
(NBYE) which was incubated at 55 °C for 24
hours. From the pre-culture, plates of nutrient
agar (Oxoid) with yeast extract (0.6%) (Oxoid)
(NAYE) and 3 ppm (w/v) of manganese
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sulphate (Carlo Erba, Milan, Italy) added were
inoculated and incubated at 45, 55 or 65 °C for
72 hours. In order to let the spores recover, a
pH 7 Mcllvaine citrate phosphate buffer was
employed. In order to remove vegetative cells
and debris, the suspension was centrifuged at
4000 rpm (Jouan centrifuge, CR 4.11, Saint-
Herblain, France) for 20 min and re-suspended
in a new buffer four times and finally
pasteurised at 80 °C for 5 min in order to
inactivate the remaining vegetative cells. The
spore suspension was stored at 4 °C up to a
maximum of 4 months.

Heat treatments, recovery and counting
survivors for treated spores. Heat treatments
were carried out in a MTS resistometer
described by Raso et al. (1998) that consisted
in a treatment chamber of 23 ml which was
inside a main 700ml vessel where the heating
medium was. In the main chamber there was an
electric heater and a refrigeration coil to ensure
that the treatment temperature remained
constant during treatment and an agitation
device to keep the temperature evenly
distributed. The MTS resistometer also had
valves for pressurisation, insertion of a
thermocouple and inoculation and extraction of
the samples. This device is especially useful for
studying the initial moments of treatment
because it worked without a “lag” in the
heating steps.

Heat treatments were carried out using
Mcllvaine citrate-phosphate buffers of pH 7.0,
6.0, 5.0 and 4.0 (Dawson et al., 1974) as the
treatment medium. For the experiments, the
device was filled with the treatment medium
and when the temperature reached the desired
value (£0.1 °C), 0.2 ml of the spore suspension
was injected into the treatment chamber. For
sampling, 0.1 ml was collected at the desired
times, diluted and pour-plated in NAYE. All
experiments were carried out at least in
triplicate.

The plates were incubated at 55 °C for 48 hours
in aerobic conditions and counted with an
automatic colony counting image analyser
(Protos, Synoptics, Cambridge, UK)

as described previously (Condén et al., 1987).

Data analysis. The data obtained in this
research were fitted using equation 2 (Geeraerd
et al., 2000) using the Excel tool developed by
Geeraerd et al. (2005) called GInaFIT.

Nt = NO X e*kmaxX[( (Eq. 2)

e~ kmaxxSl )

1+(ekmax><51_1)e—kmax><t
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Where S/ represented the shoulder length,
defined as the time required to reach the
exponential inactivation rate; Kinax
corresponded to the inactivation rate, i.e. the
slope of the exponential part of the survival
curve; Ny the microbial count at the onset of
treatment and &, the microbial count at time z.

From equation 2, the decimal reduction time
(Dr) can be calculated with equation 3.

2.303
DT =
Kmax

(Eq. 3)

For quantification purposes, the z and z-S/
value, previously described by Condon-Abanto
et al. (2016), was also calculated. The z and z-
S! values are defined by the increase in
temperature needed to reduce the Dr and S/
values respectively by 10-fold.

An essential regression Excel tool included in
Microsoft Office Excel software (Microsoft;
Washington; USA) was also employed to study
the interactions between the sporulation
temperature and pH with S//Dr value.

For the statistical analysis, the student’s z-test
and a one-way ANOVA were performed using
the GraphPad PRISM 5 software (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA), and
differences were considered significant for p <
0.05. To evaluate the goodness of fits R?
RMSE, Bias factor (Bf) and Accuracy factors
(Af) were also calculated.

RESULTS AND DISCUSSION

In this research heat resistance and profiles
of the survival curves of G
stearothermophilus STCC 4517 sporulated
at different temperatures (45, 55 and 65 °C)
were evaluated in medias of different pHs
(4.0, 5.0, 6.0 and 7.0) in order to elucidate
the effect of these two parameters on the
SI/Dr ratio.

Effect of pH on thermal resistance
parameters of G. stearothermophilus
STCC 4517

In this part of the study the heat resistance
of G. stearothermophilus sporulated at 55
°C was evaluated at 4 different treatment
temperatures and at a pH of 4.0, 5.0, 6.0
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and 7.0. In order to obtain the thermal
resistance parameters, experimental values
were fitted using Geeraerd’s equation.
Table 1 shows the heat resistance
parameters calculated (S/ and Dr) using
this equation. The table also include the
coefficient of determination (R?) and the
SI/Dr ratio previously described in Ruiz et
al. (2021). As observed in the table a good
fit was obtained (R? > 0.956) for all tested
conditions.

The results obtained (Table 1) showed that
both Dr and S/ values decreased as the
treatment temperature raised and also when
the pH of the treatment medium decreased.
The treatment pH is of great significance in
terms of how resistant bacterial spores are
to heat. As a result, there is plenty of
research on the effect on thermal
resistance. In this work, acidification of the
treatment medium reduced heat resistance
of G. stearothermophilus spores; this
sensitising effect has been widely reported
(Baril et al., 2012; Cameron et al., 1980;
Palop et al., 1996; Palop et al., 1999;
Pontius et al., 1998; Rigaux et al., 2013).
As observed in Table 1, the Dii3 value of
G. stearothermophilus STCC 4517 was
reduced 24-fold when the pH of the
treatment medium fell from 7.0 to 4.0. This
variation on the thermal resistance shown
by the G. stearothermophilus strain under
study was higher than those reported for
other ones. Lopez et al. (1996) observed a
10-fold reduction on the Diis of other
strains of G. stearothermophilus with
similar reductions in pH ; and Periago et al.
(1998) observed a more than 6-fold
increase in D120 when pH increased from
5.75t06.5.

In order to study the effect of treatment
temperature on the sensitizing effect of pH,
z values were calculated from decimal



reduction time lines (DRTC) (Figure 1A).
No statistical significant differences (p<
0.05) were observed among these values at
pH 4.0 (10.9 °C) and pH 5.0 (12.5 °C) but
significant reductions were observed at pH
6.0 (9.4 °C) and pH 7.0 (7.8 °C). These
results indicated that the effect of
acidification was greater at lower treatment
temperatures. Other authors have also
reported that at lower temperatures, the
reduction in Dt values is higher than those
observed at higher treatment temperatures
(Condon et al., 1992; Gaillard et al., 1998;
Lopez et al., 1996; Palop et al., 1999).
Moreover, Sala et al. (1995) reported that
the effect of pH on z values depended on
sporulation  temperature, with  the
sensitization effect of pH being less
pronounced at high temperatures when the
sporulation temperature is higher. This
might explain the behaviour observed of
the thermophilic bacterial spore used in this
research.

As mentioned, the pH of the treatment
medium has been widely studied for this
bacterial species. However, there is no data
about its effect on the shoulder lengths of
its survival curves. Figure 1B shows the
relationship between shoulder length and
treatment temperature at the different pHs
tested. As observed in the figure, there was
an exponential relationship between
shoulder length and treatment temperature
at all the different pHs. Moreover, the
figure also shows that, as with Dt values,
shoulder length values were lower when
the pH of the treatment medium was also
lower. Although shoulder length kinetics
have not been studied in depth, Esteban et
al. (2013) also reported that shoulder
lengths for the inactivation curves of B.
sporothermodurans were shorter when the
treatment medium was acidified. From
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figures (1A and 1B) it can be also observed
the similar behaviour displayed in
correlation of Dr and S/ values with the
treatment temperature, a bigger
sensitizing effect of pH at lower treatment
temperatures.
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Figure 1. DRTC lines (A) and z-S/ lines (B) for
G. stearothermophilus sporulated at 55 °C, at
pH 7.0 (), pH 6.0 (m), 5.0 (A) and 4.0 (V).

The mechanisms by which acidification
modifies spore heat resistance is not fully
known, albeit some hypothesis have been
set out. Gould et al. (1975) proposed that a
spore suspension with an acid pH could
produce  cortex  carboxyl groups
protonation.  This this
structure to collapse as well as protoplast
rehydration and loss of heat resistance, in
turn. This hypothesis is supported as the
bacterial spore’ cortex becomes thinner
after heat treatment. This impact is greater

would cause
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in the treatment media with acid pHs
(Okereke et al., 1990). Other authors
(Bender ef al., 1985) have suggested that
protons of acid media could interact with
spore salts thereby causing some divalent
cations to be released. This has been related
to heat resistance (Palop ef al., 1999)
causing protein structure destabilisation
and thermal denaturation.

The relationship between S/ and Dr values
can be better appreciated in figure 2, were
Log S/ values are represented versus Log
Dr values at all pHs and temperatures
tested. As observed in the figure a linear
correlation, independent of the pH exists.
As also observed in the figure the
regression line of the points does not pass
through the frame origin which indicate
that S/ values are higher than Dr values at
all pHs tested for the bacterial spore under
study. On the other side, the slope of the
line was lower than 1. Since the shoulders
observed in the inactivation curves of the
spore specie under study are probably
related with the activation phenomenon
(Ruiz et al., 2021) this behaviour might be
related with a different thermal-
dependence of activation and death
phenomena produced by heat. This point
would need a deeper study to clarify this
hypothesis.

Figure 3 shows the average SI/Dr values
calculated for each treatment pH
considering those independent of the
treatment temperature.
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Figure 2. Correlation between Log Dr and Log
SI values calculated for G. stearothermophilus
STCC 4517 sporulated a 55 °C and heated in
Mcllvaine citrate phosphate buffer of pH 7.0
(0),6.0(0),5.0(A)and 4.0 (V).
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Figure 3. SI/D values calculated from the
survival curves of G. stearothermpophilus
STCC 4517 sporulated at 55 °C and heated in a
media of different pHs.

The statistical analysis revealed that there
were no significant differences between
SI/Dr values among different pHs. This
finding seemed to indicate that both
parameters were related and equally
influenced by the pH of the treatment
medium. These results showed that when
calculating Fr° values, the previously set
out equation could be used (Ruiz et al.,
2021) regardless of the pH of the food
product using an average value of SI/Drt of
1.6.
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Table 1. Heat resistance parameters at different pH for G. stearothermophilus esporulated at 55 °C.

pH T(C) | SI(min) (SD) | Dr(min) (SD) R SI/Dr (SD)
113 5.30 (0.44) 4.66 (0.40) 0.973 1.15 (0.16)

116 3.22(0.33) 2.22(0.12) 0.984 1.45 (0.17)

7 119 0.95 (0.06) 0.74 (0.10) 0.989 1.30 (0.16)
121 0.78 (0.01) 0.49 (0.01) 0.997 1.60 (0.02)

110 6.6 (0.47) 5.20 (0.29) 0.976 1.17 (0.12)

] 113 2.71 (0.05) 2.87(0.12) 0.987 0.94 (0.03)
116 2.01 (0.09) 1.11 (0.02) 0.978 1.82 (0.09)

119 1.90 (0.90) 0.63 (0.02) 0.969 3.01 (1.47)

107 2.54 (0.17) 2.25 (0.08) 0.963 1.13 (0.05)

s 110 1.16 (0.17) 1.15 (0.05) 0.978 1.02 (0.19)
113 1.15 (0.15) 0.68 (0.04) 0.985 1.69 (0.13)

116 0.84 (0.11) 0.4 (0.03) 0.978 1.92 (0.12)

107 0.71 (0.09) 0.95 (0.03) 0.994 0.74 (0.07)

) 110 0.74 (0.03) 0.42 (0.01) 0.986 1.79 (0.11)
113 0.52 (0.03) 0.19 (0.01) 0.956 2.74 (0.14)

116 0.28 (0.01) 0.15 (0.01) 0.98 1.83 (0.13)

T, treatment temperature (°C); S/, shoulder length (min); Dr, decimal reduction time (min); R?,
determination coefficient; SD, standard deviation.

kinetics of G.
stearothermophilus STCC 4517
sporulated at different temperatures

Inactivation

Bacterial spores can be present in raw food
and may sporulate at different
temperatures. This environmental factor
may affect some properties of the spores
formed and make them more resistant to
food preservation technologies, so this
point should be taken into account when
optimising food processes.

It 1s well known that sporulation
temperature changes some properties of the
spores such as their heat resistance
(Bressuire-Isoard et al., 2018; Guizelini et
al., 2012; Minh et al., 2011). Different
authors  have described the effect of
sporulation temperature on thermal
inactivation of spores (Condon et al., 1992;

Gonzalez et al., 1999; Leguerinel et al.,

2007) and they normally found that the
higher the sporulation temperature, the

greater the resistance the spores will have
to heat (Carlin, 2011).

In this study, the thermal resistance of
different spore suspensions of G.
stearothermophilus STCC 4517 obtained
at 45, 55 and 65 °C was studied in pH 7.0
medium at different treatment
temperatures. The thermal resistance
parameters obtained on fitting the survival
curves to the Geraeerd’s equation are
presented in Table 2. It includes Dt and S/
values, R?, and SI/Dr values. In all event
the R’ values were higher than 0.970 hence
showing the goodness of fit for the model
well represented the data.

As can be seen in Table 2, the shoulder
phenomenon was observed in the survival
curves obtained under all conditions
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Table 2. Heat resistance parameters in Mcllvaine citrate phosphate buffer of pH 7 for G.
stearothermophilus sporulated at different temperatures.

ST (°C) T(C) | SI(min)(SD) | Dr (min) (SD) | R* | SUDx (SD)
98 0.44 (0.02) 2.26 (0.10) | 0.992 | 0.20 (0.02)

i 101 0.87 (0.32) 0.92 (0.03) | 0.992 | 0.94 (0.34)
104 0.48 (0.28) 0.45(0.13) | 0.997 | 1.02 (0.30)

107 0.14 (0.10) 0.23 (0.07) | 0.995 | 0.76 (0.63)

113 5.30 (0.44) 4.66 (0.40) |0.973 | 1.15(0.16)

. 116 3.22(0.33) 2.22(0.12) | 0.984 | 1.45(0.17)
119 0.95 (0.06) 0.74 (0.10) | 0.989 | 1.30 (0.16)

121 0.78 (0.01) 0.49 (0.01) | 0.997 | 1.60 (0.02)

113 3.93(1.21) 5.17(0.46) | 0.993 | 0.77 (0.28)

s 116 1.36 (0.09) 2.50 (0.12) | 0.994 | 0.54 (0.01)
119 0.84 (0.34) 0.86 (0.22) | 0.99 | 1.07 (0.61)

121 0.56 (0.24) 0.70 (0.04) | 0.97 | 0.80 (0.36)

ST, sporulation temperature (°C); T, treatment temperature (°C); S/, shoulder length (min); Dr,
decimal reduction time (min); R?, determination coefficient; SD, standard deviation.

studied. Additionally, shoulders and Dr
values normally decreased as temperature
increased, which concurs with the data
presented above. From the data obtained in
this research, sporulation temperature had
a great effect on decimal reduction time
values, with spores produced at 45 °C much
less heat resistant than those formed at 55
and 65 °C. Therefore, the temperatures for
treating spores that sporulated at 45 °C had
to be reduced. Moreover, for purposes of
comparison, the D113 value was calculated
from the DRTC. From the results obtained
it can be concluded that there were no
significant differences between the Dii3
values calculated for the suspensions
produced at 55 and 65 °C. However, the
reduction of the sporulation temperature up
to 45 °C led to a sharp fall in the D113 value
which was 100-fold approximately. Palop
et al. (1999) observed similar changes in
D115 values for this specie when the
sporulation temperature increased from 42
°C to 65 °C. The mechanism by which this
temperature affects thermal inactivation is
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as yet unknown. However some authors
have proposed that this could be due to
greater protoplast dehydration or to greater
mineralization of the spores obtained at
higher temperatures (Palop et al., 1999).
Some changes in the cortex peptidoglycan
structure have also been observed when
spores are produced at different
temperatures (Melly et al., 2002).

Figure 4A shows the DRTC of the spore
suspensions of G. stearothermophilus
STCC 4517 obtained at 45, 55 and 65 °C.
As show in the figure, sporulation
temperature hardly affected z wvalues,
which were 8.93 °C, 7.86 °C and 8.69 °C
for 45 °C, 55 °C and 65 °C respectively.
These values were not significantly
different so the effect of treatment
temperature on the thermal resistance of G.
stearothermophilus STCC 4517 seems to
have no relationship to sporulation
temperature. This observation was made
previously for other microorganisms such
as B. subtilis (Condén and Sala, 1992) and
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Figure 4. DRTC lines (A) and relationship between shoulder length and treatment temperature
(B) of G. stearothermophilus sporulated at 45 (@), 55 (m) and 65 (A) °C and heated in a media of

pH 7.0.

B. licheniformis (Raso et al., 1995).
Bressuire-Isoard et al. (2018) proposed
that as z values remained constant at
different sporulation temperatures; this
could indicate that the basic mechanism for
heat inactivation does not depend on the
sporulation temperature, though
structural changes may occur in the spores
and different inactivation rates may be
observed.

cven

Despite the strives that have been made
over the years to study different factors
which can modify the resistance of
bacterial spores to heat, there is no data on
how they affect shoulder length. Thus, in
this research, the effect of sporulation
temperature on the shoulder length of G.
stearothermophilus STCC 4517 was also
studied.

In order to quantify this effect, the log S/
vs. treatment temperature was plotted at
each sporulation temperature (Figure 4B).
As can be seen in figure 4B, an exponential
relationship was also observed between
shoulder length and treatment temperature
in all cases. As with Dt values (Fig 4A), an
increase in sporulation temperature from
45 °C to 55 °C produced a sharp increase in
shoulder  length. @ However, @ when
sporulation temperature rose to 65 °C the

effect on shoulder length was less. As
observed sporulation temperature did not
affect the relationship between shoulder
length and treatment temperature.

To evaluate the possible relationship
between Dr and shoulder length (Figure 5),
as indicated in the pH study, S//Dr values
calculated for all sporulation
temperatures (Figure 6). As observed in
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Figure 5. Correlation between Log Dr and Log
SI values calculated for G. stearothermofilus
STCC 4517 sporulated at 45 °C (o), 55 °C (o)
and 65 °C (A) heated in Macllvaine buffer of
pH 7.0.

figure 6 SI/Dr value -calculated for
sporulation temperature of 55 °C (1.39)
was significantly (p< 0.05) bigger than
those  calculated  for  sporulation
temperature of 45 °C (0.72) and 65 °C
(0.76), which were not significantly
different. This could indicate that at the

155



Resultados y discusion

optimum sporulation temperature there
might be a higher proportion of
superdormant ~ spores.  Alternatively,
assuming that shoulders may be linked to
the damage repair phenomenon, the spores
produced at the optimum growing
temperature would have a greater capacity
for damage repair. Since this point was
considered of high relevance, the survival
for all the bacterial spore
suspensions,  obtained at different
temperatures, were also performed at all
pHs (4.0, 5.0 and 6.0).

curves
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Figure 6. SI/D  calculated for spore

suspensions of G. stearothermophilus STCC
4517 sporulated at 45 °C, 55 °C and 65 °C and
heated in Mcllvaine pH 7.0.

Interaction between treatment pH and
sporulation temperature in S/Dr
relationship.

The heat resistance at pH 4.0, 5.0 and 6.0
for the spore suspensions of G.
stearothermophilus STCC 4517 obtained
at 45 and 65 °C are presented in Tables 1
and 2 in annex 1.

For purposes of simplification and the
conclusions drawn in this research more
robust, a statistical analysis using multiple
regression was performed; using the
essential regression tool included with
Microsoft Office Excel (Microsoft;
Washington; USA). In this analysis, pH
menstruum, sporulation temperature and
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SI/Dt  relation were considered. The
quadratic equation which best described
the results was the following (Eq. 4):

3L = —17.73 4 0.678 * ST + 0.346 pH — 0.00618 *

Dt
ST? —0.00111 = ST » pH — 0.03145 xpH? (Eq. 4)
sporulation

Where ST
temperature.

corresponds  to

Figure 7A shows the surface response
diagram obtained from fitting all results
obtained in this research to equation 4 and
figure 7B shows the correlation between
predicted and observed values. This
showed an R? of 0.91, RMSE of 0.144 and
values for the Bias factor (Bf) and accuracy
factor (Af) of 1.04 and 1.01 respectively.
The analysis of Figure 7A revealed that
SI/Dr values, observed for the spores
obtained at 45 °C were significantly higher
at pH 4.0 than pH 7.0 though, no
significant differences were observed for
all other pHs. In case of spores obtained at
65 °C contrary behaviour was observed
(i.e. SI/Dr values observed at pH 7.0 were
significantly higher than those observed at
pH 4.0) though, no significant differences
were observed among pH 5.0, 6.0 and 7.0
neither pH 4.0, 5.0 and 6.0. This behaviour
might be related with the differences
produce by pH on damage and repair
mechanisms or the activation kinetics. This
is an interesting point which would might a
deeper study.

On the other side, as also observed in the
figure, sporulation temperature produced a
much bigger effect on the relationship
SI/DT than treatment medium pH. In the
figure it can be also observed that the
longest shoulders were
observed for spores obtained at 55 °C (i.e.
the optimal growth temperature for the
bacterial spore species under study).

in all cases
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Figure 7. SI/D  values for G.
stearothermophilus STCC 4517 sporulated at
different temperatures and treated at different
pHs (A) and observed Vs. predicted SI/Dr
values obtained from the multiple regression
(B). Table shows the statistical parameters of
the multiple regression.

CONCLUSIONS

From the results obtained in this research it
may be concluded that there is a
relationship between shoulder length and
the inactivation rate of the linear part of the
survival curve; the effect treatment
temperature has on this relationship is
negligible.

It has also been observed that shoulder
length and decimal reduction time
decreases as the pH of the treatment media
falls, but the relation between both is not
affected by this variable for spores
produced at the optimal growth
temperature.
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Sporulation temperature had a great impact
on both shoulder length and the decimal
reduction time for G. stearothermophilus
STCC 4517; SI/Dr reached a maximum for
spores produced at the optimal growth
temperature.

From the results obtained, it can also be
concluded that the new parameter proposed
in our previous work (Ruiz et al., 2021)
would enable total treatment time to be
recalculated in order to reach a desired
inactivation level. This would take into
account the shoulder length of the target
microorganism, regardless of the desired
treatment temperature and pH of the
treatment matrix but it must be calculated
with a spore suspension for the target
microorganism obtained in light of its
optimal growth conditions.
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ANEX1

Table 1. Heat resistance parameters for G. stearothermophilus sporulated at 45°C in Mcllvaine

buffer at pH 6, 5 and 4.

Resultados y discusion

pH | T*(°C) SI (SD) Dr (SD) R? SI/Dr (SD)
95 2.27 (0.57) 2.44 (0.11) 0.995 0.94 (0.27)

] 98 1.34 (0.08) 1.16 (0.03) 0.991 1.15 (0.09)
101 0.49 (0.06) 0.52 (0.01) 0.994 0.95 (0.13)

104 0.30 (0.05) 0.23 (0.03) 0.994 1.29 (0.17)

92 1.75 (0.34) 1.33 (0.07) 0.993 1.33 (0.33)

95 0.99 (0.10) 0.74 (0.05) 0.991 1.35 (0.11)

> 98 0.57 (0.06) 0.37 (0.02) 0.996 1.52 (0.20)
101 0.26 (0.02) 0.19 (0.03) 0.995 1.38 (0.10)

89 1.02 (0.28) 1.26 (0.02) 0.994 0.81 (0.23)

) 92 0.69 (0.13) 0.79 (0.02) 0.985 0.87 (0.17)
95 0.61 (0.02) 0.45 (0.01) 0.974 1.36 (0.06)

98 0.61 (0.16) 0.29 (0.01) 0.989 2.10 (0.58)

T, treatment temperature (°C); S/, shoulder length (min); Dr, decimal reduction time (min); R?,

determination coefficient; SD, standard deviation.

Table 2. Heat resistance parameters for G. stearothermophilus sporulated at 65°C in Mcllvaine

buffer at pH 6, 5 and 4.

pH | T*(°C) SI (SD) D1 (SD) R? SI/Dr (SD)
110 4.54 (0.13) 11.09 (0.65) 0.996 0.41 (0.01)

] 113 2.30 (0.99) 4.51 (1.20) 0.993 0.55 (0.34)
116 1.92 (0.03) 2.04 (0.14) 0.996 0.95 (0.05)

119 0.39 (0.03) 1.00 (0.06) 0.994 0.39 (0.03)

107 4.33 (0.63) 6.49 (0.40) 0.995 0.67 (0.14)

110 2.27(0.21) 3.51(0.25) 0.991 0.65 (0.09)

> 113 1.60 (0.09) 1.71 (0.04) 0.994 0.93 (0.07)
116 0.87 (0.10) 0.88 (0.07) 0.994 0.99 (0.15)

104 1.21 (0.51) 4.37 (0.19) 0.985 0.28 (0.12)

) 107 0.45 (0.26) 3.13 (0.45) 0.974 0.14 (0.06)
110 0.73 (0.49) 1.70 (0.19) 0.989 0.41 (0.26)

113 0.95 (0.32) 0.95 (0.32) 0.994 0.56 (0.22)

T, treatment temperature (°C); S/, shoulder length (min); Dr, decimal reduction time (min); R?,

determination coefficient; SD, standard deviation.
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Resultados y discusion

Como se comento en la introduccion, un problema importante de la presencia de
esporos en los alimentos, ademas de su elevada resistencia, es la presencia de esporos
superlatentes que podrian sobrevivir al tratamiento y empezar a crecer a lo largo de la
vida util del producto. Esto supone un inconveniente tanto econdémico, los alimentos se
pueden deteriorar como consecuencia de la multiplicacion de células alterantes, como
sanitario, algunas especies esporuladas son patdgenas, por lo que su germinacion y
posterior crecimiento en el alimento puede ocasionar problemas de salud en los
consumidores. Es por ello, que resulta importante conocer los mecanismos que conducen
a la activacion y/o germinacion de los esporos superlatentes, con el fin de ser capaces de
garantizar también el control de esta fraccion de esporos, durante los tratamientos de

conservacion de alimentos.

Es importante destacar que, de forma habitual se considera esporo superlatente a
aquel que o no es capaz de germinar en presencia de nutrientes o requiere de mucho mas
tiempo para hacerlo. Sin embargo, también se ha descrito la aparicion de esporos
superlatentes frente a otros tratamientos como el Ca-DPA o la dodecilamina (Zhang y
Mathys, 2018). Cabe senalar que la presencia de esporos con dificultades para germinar
en diferentes condiciones podria suponer una estrategia de supervivencia para la
poblacion, por lo que es previsible poder encontrar varias fracciones de esporos, capaces

de germinar en diferentes circunstancias, en una misma suspension de esporos.

En la actualidad, no se conocen las diferencias entre los esporos latentes y
superlatentes, ni si se debe a diferencias estructurales importantes o si podria ser debido

a cambios mas sutiles como la presencia/ausencia de determinados receptores.

Esta parte de la investigacion se inicid con el fin de caracterizar el fenomeno de

activacion de los esporos superlatentes y aportar datos sobre su cinética.

Para llevar a cabo este estudio se selecciond G. stearothermophilus, ya que como
se observo en el capitulo 4.2., fue la especie que mostrd una relacion SI/Dr superior, de
1,4 de media. Ademas, al contrario de lo observado en las otras cuatro especies, estos
hombros tan prolongados parecian involucrar un incremento en el recuento en placa,
indicativo de posibles fenomenos de activacion de esporos superlatentes presentes en la
suspension. Se decidi6 estudiar con méas detalle el fendmeno de activacion por calor, ya
que se trata de la tecnologia mas empleada a nivel industrial y de explorar el efecto de

otras tecnologias y/o compuestos sobre los que apenas existen referencias.
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Es importante tener en cuenta que se utilizé el aumento del recuento en placa como
método de deteccion de la activacion de los esporos superlatentes, lo cual implica que
realmente se estan detectando los esporos activados, que han adquirido la capacidad de

germinar en un medio rico en nutrientes.

4.3.1. Activacion con calor

La activacion de los esporos superlatentes por el calor es conocida desde hace
anos; de hecho, son muchas las investigaciones que introducen un paso preliminar de
activacion a temperaturas subletales antes de las posteriores determinaciones de
termorresistencia. De estos tratamientos a temperaturas subletales pueden hacerse en
ocasiones algunas deducciones cinéticas, pero en general presentan el inconveniente de
que el rango de temperaturas de activacion es muy escaso y siempre existe la duda de si

alguna de las temperaturas mas altas es en realidad letal.

Existen otros modelos disefiados para describir curvas de supervivencia y calcular
tratamientos térmicos industriales que asumen una cinética exponencial de activacion
pero en realidad su objetivo resta importancia a estas cinéticas de activacion; en
definitiva, son modelos que como el nuestro, descrito en el apartado anterior, tienen una
finalidad practica, el célculo de los tratamientos, y restan importancia al fendmeno de

activacion en su aspecto cientifico que es el que abordamos en este apartado.

La Figura 4.3.1 muestra las graficas de supervivencia al calor de G.
stearothermophilus a cuatro temperaturas obtenidas a pH 7,0. Como se puede observar
en las mismas, y como se ha discutido en el capitulo 4.2, se produjo un marcado fenomeno
de hombro, que era consecuencia, al menos parcialmente, de un incremento en el
recuento, debido, previsiblemente, a la activacion de los esporos superlatentes presentes

en la suspension.
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Figura 4.3.1. Curvas de supervivencia de G. stearothermophilus obtenidas a pH 7 a las siguientes
temperaturas: 107 °C (@), 110 °C (e), 115°C (®) y 120 °C (®). La linea discontinua azul marca el
recuento maximo esperable, estimado mediante recuento microscopico total de esporos y la linea

discontinua negra marca el limite de deteccion de la técnica.

Como se puede apreciar en la figura 4.3.1., la activacion observada, es decir, el
recuento maximo obtenido, fue similar a las cuatro temperaturas estudiadas. Sin embargo,
el tiempo al que se obtenia dicho recuento maximo fue diferente en cada caso, siendo mas

rapido a mayor temperatura.

Para abordar el estudio de la implicacion de la activacion en la interpretacion del
perfil de este tipo de graficas, nuestra primera necesidad fue seleccionar/disefiar un

modelo matematico adecuado.

4.3.1.1.Seleccion de un modelo matematico para describir la cinética de activacion

Existe en la bibliografia una variedad de modelos matematicos que son capaces
de describir las graficas de supervivencia en las que se encuentran fenémenos de hombro
por activacion. Es decir, en los primeros momentos de tratamiento el recuento, en vez de
disminuir, aumenta hasta llegar a cierto nivel, para después comenzar la inactivacion a un
ritmo exponencial. Este tipo de perfil de las graficas de supervivencia se cree que se deben
a la activacion de esporos superlatentes (Corradini y col., 2010), que en condiciones
normales no son capaces de germinar, pero que durante el tratamiento térmico adquieren

la capacidad de germinar y formar colonias en placa.
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Existen diversos modelos matematicos que se han desarrollado para describir las
graficas de supervivencia con hombros de distintos perfiles, por lo que fue preciso

seleccionar aquellos mas adecuados para nuestros propositos.

1. Modelos de Rodriguez y col. (1991) y Sapru y col. (1992)

Estos dos modelos fueron desarrollados por un mismo grupo de investigacion por
lo que la mayoria de las asunciones son comunes. Los autores asumen (Figura 4.3.2) que
dentro de la poblacion (N;) coexisten esporos en distintos estados fisiologicos: esporos
latentes, capaces de formar colonias en un medio adecuado, y esporos superlatentes
incapaces de hacerlo. Al aplicar un tratamiento térmico se producirian simultineamente
los siguientes procesos: muerte de los microorganismos latentes (V3), activacion de los
esporos superlatentes (N:2) y muerte de los esporos activados (Ny4). Estas tres
transformaciones seguirian cinéticas de primer orden cuya velocidad vendria definida por
las constantes: D, relativa a la muerte de los esporos latentes; 4, relativa a la activacion
de los superlatentes; y D2, relativa a la muerte de los esporos activados. El modelo de
Rodriguez asume que las constantes de inactivacion de D; y D> son iguales -es decir que
los esporos activados y latentes tienen la misma termorresistencia-, mientras que el de
Sapru y col. (1992) asume que tanto A, como D; y D> son independientes, concomitantes
y de primer orden. Las ecuaciones de los modelos se basan en la resolucion de ecuaciones
diferenciales con N; y N> como variables principales. Las ecuaciones de cada modelo se

indican en la Tabla 4.3.1.

Figura 4.3.2. Diagrama de los modelos de Rodriguez y col. (1991) y Sapru y col. (1992).

N representa las distintas poblaciones y 4, D; y D: las constantes de transformacion.
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2. Modelo de Iciek y col. (2000)

Este modelo fue desarrollado para el ajuste de las curvas de supervivencia de G.

stearothermophilus en las que, ademas de fendmenos de hombro debidos a la activacion,

se encontraban fendmenos de cola, que los autores también achacaban a ese mismo

fendomeno. Iciek y col (2000) asumen (Figura 4.3.3) que en la poblacion coexisten esporos

latentes (N;) y superlatentes (N';), pero a diferencia de los autores del apartado anterior

creen que ambos tipos de esporos deben activarse (Nz) antes de morir (N3). Segun ellos,

las constantes de activacion de los latentes (K,) y de los superlatentes (K ;) son diferentes,

pero una vez activados por el calor ambos mostrarian la misma termorresistencia (Ka).

Estas asunciones plantean algunas preguntas: ;Qué diferencia hay entre un esporo latente

y un esporo latente activado? Y ;Coémo demostrar esa diferencia? Sin embargo, estas

asunciones tienen la ventaja de que permiten justificar con un mismo fenémeno, la

activacion, tanto los hombros como las colas. Los hombros se deberian a la activacion de

los esporos latentes.

Figura 4.3.3. Diagrama del modelo de Iciek y col. (2000).

En la Tabla 4.3.1 se muestran las ecuaciones de los distintos modelos empleados.

Tabla 4.3.1. Ecuaciones de los modelos objeto de estudio.

Modelo Ecuacion
Ka
Sapru (1992 N2(t) = N20 - ek? —]-N10- 1— e~ (Ka+Kdi-Kd2)t). o-Kd2:t
pru (1992) ® € |Ka+ Kal+ Kaz (1-e ) e
Rodriguez _Kd3 - —Ka- _Kd-
N(t) = N30 - eCKa3D 4 N10 - [1 — e(Ka D] + N20 - e(-KdD
(1991)
. N _ (N1)o K, _ _ (N"1)o K, - -
_  _ p-Kat Kat _ p—Kqt Kat _ ,—Krgt
Ieiek (2000) AN AR e A AN O A
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Hay que tener en cuenta que estos modelos se desarrollaron con la finalidad de
afinar los calculos de los tratamientos térmicos utilizados en la industria conservera, es
decir para predecir los tiempos de tratamiento necesarios para conseguir varios ciclos de
inactivacion. En principio, como se ve en la Figura 4.3.4, por ejemplo, comparando los
tiempos necesarios para reducir el recuento a 2,5 log ufc/ml, los tres modelos serian muy
adecuados para este proposito. Sin embargo, en esta investigacion lo importante no es esa
prediccion, sino también describir los fendmenos fisiologicos que tiene lugar, como la
activacion de la fraccion de superlatentes, a través del ritmo de crecimiento del recuento.
La Figura 4.3.4 muestra claramente que los modelos de Rodriguez et al. (1991) y de Sapru

et al. (1992) son menos adecuados para este proposito.

4.54 4.5
4.0 4.0 A 4.0 -
- L ]
E E E 35 s
S 3.5-' o 3.5 N 2 A .
= = =]
2 ~ 3.0 o
oo 3.0 o0 3.0+ (J oo
e <
= = =
2.5+ 2.5 2.5 .
2.0 ) 2.0 . : : . ) 20 T T T *
0 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 4.3.4. Curvas de supervivencia de G. stearothermophilus tratado a 120 °C y pH 7,0. Los
puntos muestran los resultados experimentales y las lineas las predicciones estimadas con los
modelos de: Rodriguez y col. (1991) en verde, Sapru y col. (1992) en rosa e Iciek y col. (2000)

en naranja.

En el modelo de Iciek y col. (2000) la prediccion que aparece en la figura es
aparentemente buena, pero poco fiable ya que asume que las dos subpoblaciones de
esporos, latentes y superlatentes, se activan y el hombro inicial puede ser un artefacto del
modelo que suma las activaciones de ambas poblaciones. Esta asuncion hace poco fiable
la estimacion de la cinética de activacion de la fraccion de superlatentes, que es la que
realmente nos interesa en esta investigacion. Por otra parte, asume que la activacion de
los superlatentes dara lugar a la aparicion de colas, que no es nuestro caso. De hecho, si
se observa la prediccion de este modelo se apreciard que la zona de declive no es
totalmente recta, como seria esperable, sino que tiende a describir el inicio de una cola.
Dado que nuestro interés se centraba en estudiar la cinética de activacion de la fraccion

de superlatentes, decidimos desarrollar un modelo mas adecuado.
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A nuestro entender un defecto comun a estos tres modelos es que no asumen la
existencia de fendémenos de dafio y recuperacion celular, que también producen retrasos
en el inicio del curso de inactivacion exponencial (aunque nunca inducen un aumento del
recuento). Los fenomenos de dafio y recuperacion celular, asi como su implicacion en la
aparicion de “hombros planos” esta bien documentado tanto en células vegetativas como

en esporos bacterianos.

Para desarrollar nuestro modelo decidimos asumir, como en los tres anteriores,
que existian dos fracciones de esporos: latentes y superlatentes, que los superlatentes se
transformaban en latentes como consecuencia de la activacion térmica, y que las cinéticas
de muerte y activacion seguian un curso exponencial; pero ademés asumimos que en los
instantes previos a la destruccidon por el calor se producian dafios subletales, pero no

mortales, en las células. La Figura 4.3.5 esquematiza el proceso.

Ka

Kd

Figura 4.3.5. Diagrama del modelo propuesto para una poblacion de esporos expuesta a un
tratamiento térmico letal. L: poblacion de esporos superlatentes, 4: poblacion activada por el
calor, D: poblacion dafiada por el tratamiento térmico, M: poblacién inactivada por el tratamiento.

La contribucion de la poblacion latente al perfil de la curva de supervivencia se
despreciod, dado que esta fraccion representaba tan solo el 10% de la poblacion inicial.
Por tanto, como se muestra en el diagrama la poblacion de esporos superlatentes (L) se
transformaria en esporos activados (4) a un ritmo definido por la constante de activacion
(Ka). Los esporos activados se dafiarian (D) lo que daria lugar a la aparicion de un hombro
plano de una duracion S/. Finalmente, los esporos dafnados se destruirian (M) a un ritmo

definido por la constante de inactivacion K.
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Existe ya un modelo muy adecuado y bien contrastado para describir el paso de 4
a M considerando la existencia de un dafio previo, el modelo de Geeraerd y col. (2000).
Una pequefia dificultad del modelo de Geeraerd es que utiliza logaritmos neperianos para
los célculos, lo que dificulta la comparacion de las constantes obtenidas en el ajuste con
la mayoria de las existentes en la bibliografia. Por ello, tal y como ha discutido Peleg
(2002) se decidi6 transformar la formula original en la equivalente en logaritmos
decimales. Esta transformacion es muy corriente en nuestros dias, por ejemplo, se ha
hecho para describir las curvas de supervivencia. La ecuacion de Geeraerd transformada

seria:
Log N = Log10 (Ny*107K™)*(10®%4™SD) /] + (10K ] ) %] 9K4*)) Ecuacion 4.3.1

Esta ecuacion no permite modelizar el aumento de recuento observado ya que no
considera la activacion de los esporos superlatentes. El nimero de esporos activados

vendria descrito por la ecuacion:
No=Ao+Lo-Lo*10™%™ Ecuacion 4.3.2

Incluyendo la Ecuacion 4.3.2 en la de Geeraerd transformada obtendriamos la

Ecuacién 3, que es la expresion matematica de nuestro modelo.
Log N = Log10 ((Ag+Lo-Lo*10Ka™ )] 9CKd*0 %1 0Kd*SL)) s 4 (] oK4*SD_1) %1 0K4*D) Ecuacion 4.3.3

El ajuste de la prediccion de nuestro modelo a una curva que hemos utilizado

como referencia se incluye en la Figura 4.3.6.

Log UFC/mL

2.0 T

0 1 2 3 4 5
Tiempo (min)

Figura 4.3.6. Curvas de supervivencia de G. stearothermophilus tratado a 120°C y pH 7. Los
puntos muestran los resultados experimentales y la linea azul la prediccion estimada con el

modelo desarrollado en este trabajo.
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La Figura 4.3.7 compara directamente los valores experimentales frente a los

predichos por los cuatro modelos. Como se observa en la Figura, en los tres modelos

comparados siempre existe una curvatura de mayor o menor intensidad, mientras que en

el modelo que proponemos no se observa. Ademas, los parametros de bondad de los

ajustes son mejores con el modelo propuesto en esta investigacion (Tabla 4.3.2). En

cualquier caso, la mayor precision de las predicciones no es lo mas importante, sino la

mayor fiabilidad de las constantes de activacion que permite deducir, y sobre todo que

tiene una base biologica mucho mas solida que los otros tres modelos, lo que le confiere

mayor robustez.

Valores estimados

Valores estimados
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44
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3 L/
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O
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1 2 3 4 5

Valores experimentales

Valores estimados

Valores estimados
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3
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Valores experimentales

3

4 5

Valores experimentales

Figura 4.3.7. Comparacion entre valores observados experimentalmente y estimados por los

cuatro modelos: (A) Rodriguez y col. (1991), (B) Sapru y col. (1992) y (C) Iciek y col. (2000) y

(D) Modelo propuesto.
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Tabla 4.3.2. Bondad de los ajustes con los cuatro modelos. Coeficiente de determinacion, error
cuadratico medio, factor de sesgo (Bf, biass factor) y factor de exactitud (4f, accuracy factor).
Media de tres réplicas de datos obtenidos a 110 °C y otras tres réplicas a 115 °C (en total 6

determinaciones) en tampon Mcllvaine pH 7.

Modelo R’ RMSE Bf Af Indice exactitud
Rodriguez 0,942 0,110 1,003 1,003 0,344
Sapru 0,960 0,097 1,003 1,002 0,238
Iciek 0,935 0,122 1,000 1,003 0,328
Nuevo 0,965 0,077 1,001 1,002 0,175

Por otro lado, es importante destacar que, como se ha discutido anteriormente, en
el tratamiento térmico de esporos no solo aparecen hombros de activacion, sino que
también pueden aparecer fenomenos de hombro plano debidos a fendémenos de dafio y
reparacion, por lo que es importante emplear un modelo que permita ajustar todos los
tipos de gréficas de supervivencia. Para estudiar el comportamiento de estos modelos en
graficas de supervivencia con fendmenos de hombro plano en lugar de hombros de
activacion, se empled Brevibacillus choshinensis, puesto que en esta especie se habia
observado la presencia de este tipo de perfil cinético. La Figura 4.3.8 muestra el ajuste

con los cuatro modelos, a las curvas de supervivencia obtenidas a 107 °C, en tampon de
pH 7,0.
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Figura 4.3.8. Datos experimentales de Brevibacillus choshinensis a 107 °C en tampon Mcllvaine
a pH 7,0 ajustados con las ecuaciones de: A: Sapru y col. (1992); B: Rodriguez y col. (1991); C:

Iciek y col. (2000) y D: modelo propuesto en este trabajo. Datos obtenidos en otro estudio

realizado por el grupo de investigacion.
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Como se puede observar en la Figura 4.3.8, el modelo desarrollado en este trabajo
también resulté adecuado en el ajuste de datos experimentales en los que aparecian
fenémenos de hombro plano, previsiblemente derivados de fendmenos de dafo y
reparacion. Por el contrario, los modelos obtenidos de la bibliografia no fueron adecuados
para el ajuste de este tipo de hombros. La nueva ecuacion, que describe ambos tipos de
hombros basdndose en asunciones relacionadas con fendmenos fisiologicos celulares,
supone una gran ventaja respecto a estas ecuaciones, por lo que fue la seleccionada para

el ajuste de los datos de esta investigacion.

4.3.1.3. Efecto de la temperatura de tratamiento en la activacion e inactivacion de G.

stearothermophilus

Una vez seleccionado el modelo matematico a emplear, se obtuvieron y
modelizaron las curvas de supervivencia obtenidas a varias temperaturas. Los datos se
obtuvieron a tres pH diferentes con objeto de obtener una vision mas amplia del fendmeno
de activacion térmica. Los datos experimentales se obtuvieron procurando muestrear
adecuadamente los primeros momentos del tratamiento para describir con la mayor

precision posible la fase de activacion.

Los parametros obtenidos se muestran en la Tabla 4.3.3., y corresponden a entre
dos y seis réplicas por condicioén experimental. El modelo ajusté adecuadamente los datos
experimentales en la gran mayoria de los casos, con valores R> comprendidos entre 0,71

y 0,99.
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Tabla 4.3.3. Efecto de la temperatura y el pH en la cinética de activacion e inactivacion de en

esporos de G. stearothermophilus.

pH Tem‘(’fg‘t““ Ka K st Ki/Ka mifizmo ,fxfo
110 0,04820,024 | 0,03520,015 | 3,65754352 | 0010£0,620 | 0,923 0,067
115 0,106:0,021 | 0,18420,056 | 4,195£1,790 | 1.829%0,738 | 0,794 0,160
7,0 1175 0,14620,057 | 0,37020,031 | 3,562£0329 | 2,71120,855 | 0,934 0,162
120 0,18020,005 | 0,85420,040 | 1,67080212 | 4,756%0,145 | 0,962 0,090
110 0,008£0,001 | 0,087£0,022 | 13,35622,529 | 11,1873,609 | 0,881 0,100
115 0,05220,030 | 0,17740,103 | 2,43722451 | 421322,601 | 0,707 0,098
53 1175 0,05520,001 | 0,52120,183 | 2,874£0,075 | 9,498%3,483 | 0,990 0,061
120 0,070%0,026 | 1,06220222 | 151450342 | 15.682£2,635 | 0,996 0,059
105 0,0160,005 | 0,12420,033 | 10,94753,426 | 8,67754,748 | 0,980 0,059
107 0,027:0,026 | 0,16250,026 | 7,383%2,159 | 647252472 | 0,966 0,143
40 110 0,09620,032 | 029410070 | 2,621£1368 | 3,247:0,985 | 0,932 0,181
115 027320121 | 1,04000,078 | 1236£0,074 | 4,696:3,067 | 0,982 0,125

Para facilitar la interpretacion de los datos obtenidos, se represento la relacion

entre las constantes de activacion e inactivacion con la temperatura de tratamiento para

los tres pHs.
0.04
-~ pH4,0
0.5 - pH55
pH7,0
& 1.0
g
- -1.54
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110 115
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T 1
120 125

pH 4,0

pH 7,0

Figura 4.3.9. Relacion de las constantes de activacion (K,) e inactivacion (Kg) con la temperatura

de tratamiento para cada pH: pH 7,0 (verde), pH 5,5 (morado) y pH 4,0 (azul).

Como se puede observar en las gréficas, la velocidad de activacion e inactivacion

fueron muy dependientes de la temperatura a los tres pHs. Dentro de un mismo pH, la

velocidad tanto de activacion como de inactivacion fue mayor a mayor temperatura, de

manera que las dos constantes aumentaron exponencialmente con la temperatura. Cabe

destacar que los valores de longitud del hombro (S/) también mostraron, en general, una
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relacion exponencial con la temperatura, pero en este capitulo nos centramos

principalmente en la activacion, por lo que no se profundizara en este fendémeno.

Se puede calcular el valor z a partir de las pendientes de las graficas (Figura 4.3.9.)
tanto de las constantes de activacion (K,) como las de inactivacion (Ks). Como cabia
esperar, el valor z de inactivacion se modificé con el pH de tratamiento, siendo superior
a pH 4cido (10,5, 9,8 y 7,1 °C a pHs 4,0, 5,5 y 7,0), mostrando un R? de 0,92, 0,78 y 0,94,
respectivamente. Por otro lado, los valores z de activacion siguieron la tendencia
contraria y fueron mas pequefios para los pHs mas 4cidos 8,1, 9,6 y 15,1 °C a los pHs
4,0, 5,5y 7,0, siendo el R? de 0,87, 0,80 y 0,67, respectivamente. El analisis estadistico
mostré diferencias significativas tanto en los valores z de inactivacion como de
activacion para los distintos pHs, asi como, dentro de un mismo pH, entre los valores z
para las constantes de activacion e inactivacion a los pHs 4,0 y 7,0 (p < 0,05), mientras

que no habia diferencias entre los datos de pH 5,5 (p > 0,05).

De los resultados obtenidos puede deducirse que la termodependencia, tanto de la
activacion como de la inactivacion, fue dependiente del pH del medio de tratamiento, ya
que para pH 7,0 la inactivacion fue el proceso mas dependiente de la temperatura,

mientras que a pH 4,0 lo fue la activacion.

Con objeto de poder estudiar el efecto del pH de tratamiento en las constantes de
activacion e inactivacion, se empleo el pardmetro Kq¢/K. (Tabla 4.3.3.) y se realizé una
regresion multiple empleando el complemento de Excel Essential Regresion. A partir de
la ecuacién obtenida se representd la Figura 4.3.10, donde se puede observar que la
relacion Kq/Ka se modifico tanto con el pH como con la temperatura de tratamiento. Esta
relacion fue mayor para los pHs ligeramente acidos (alrededor de 5,3), y tendi6 a

disminuir a las temperaturas intermedias del rango utilizado.
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14,0-16,0
16,0 12,0-14,0
140 ®10,0-12,0
m 8,0-10,0
12,0 6,0-8,0
s 10,0 ™ 4,0-6,0
3 80 m2,0-4,0
6,0 ®0,0-2,0

4,0
2,0
0,0

Figura 4.3.10. Relacion entre la temperatura y el pH de tratamiento con el parametro Ka/Ka.

En general, el modelo desarrollado describi6 con mas precision la activacion e
inactivacion cuando el medio de tratamiento era de pH 4,0 y de pH 7,0. De hecho, en las
graficas obtenidas a pH 5,5, sobre todo a las temperaturas mas bajas utilizadas, el
fenomeno de activacién parecia producirse muy lentamente, lo cual conducia a la

obtencidn de una constante de activacion con menor fiabilidad (Tabla 4.3.3).

Para intentar ahondar con mayor profundidad en este aspecto, y obtener una vision
mas robusta del efecto del pH en ambos fenomenos, se decidid hacer un estudio mas

amplio en el que se emplearon nueve pHs.

4.3.1.2.Efecto del pH en la activacion e inactivacion térmica de G. stearothermophilus

Pese a que el efecto del pH en la termorresistencia microbiana ha sido

ampliamente estudiado, el efecto que desempefia en la activacidon no es tan conocido.

Por lo general se acepta que la termorresistencia maxima se presenta a pH neutro
y se reduce al alejarse de la neutralidad (Jay, 1992). La magnitud del efecto del pH varia
mucho, incluso entre cepas, y puede estar influido por otros factores como la temperatura
o el medio de esporulacion. Ademds del pH, el tipo de acidificante parece tener

importancia en el descenso de la resistencia al calor (Leguérinel y Mafart, 2001). Sin
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embargo, dado que no se conocen con precision los mecanismos de termorresistencia de
los esporos, no es sorprendente que tampoco lo sean los mecanismos de sensibilizacion
al pH. Cabe destacar que apenas existen datos en la bibliografia sobre el efecto del pH en
la activacion de los esporos superlatentes. Pese a que en el apartado anterior se estudiaron
los fenomenos de activacion e inactivacion a tres pHs, se decidié aumentar el estudio y

emplear 9 pHs diferentes.

La Figura 4.3.11 muestra las graficas obtenidas a 110°C en tampones de 9 valores
de pHs comprendidos entre 8,0 y 4,0. La Figura 4.3.12 incluye la totalidad de las graficas
de supervivencia obtenidas, a efectos comparativos. En estas graficas se puede observar
que en todos los casos se encontraron hombros de activacion. El tiempo al que se obtuvo
el recuento maximo, asi como el recuento maximo alcanzado, vari6 en funciéon del pH.
Los datos obtenidos experimentalmente fueron ajustados con el modelo desarrollado en

este trabajo. Los parametros del modelo se muestran en la Tabla 4.3.4.

pH 4,0 pH4,5
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Figura 4.3.11. Graficas de supervivencia de G. stearothermophilus a 110 °C en tampon Mcllvaine

a varios pHs. Las lineas muestran la modelizacion.
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Tiempo (min)

pH 4,0
pH 4,5
pH 5,0
pH 5,5
pH 6,0
pH 6,5
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Figura 4.3.12. Graficas de supervivencia de G. stearothermophilus frente al calor a 110 °C en

tampon Mcllvaine a varios pHs. La linea discontinua muestra el limite de deteccion.

En su conjunto, la supervivencia de G. stearothermophilus al tratamiento térmico

a 110 °C fue superior a pH entre 7,5 y 6,5. Los pHs mas acidos o mas alcalinos reducian

la termorresistencia.

Tabla 4.3.4. Parametros del modelo y bondad de los ajustes de G. stearothermophilus tratado a

110 °C a varios pHs, donde K, es la constante de activacion y Ky la constante de inactivacion. Los

datos de la tabla corresponden a la media y desviacion estandar de tres determinaciones

experimentales individuales. Para ilustrar la bondad del ajuste se han incluido los valores minimos

obtenidos para el coeficiente de determinacion (R”) y méaximos para el error cuadratico medio

(RMSE).
pH K, K4 S 2D ,R.Z RMSE
minimo maximo
4,0 | 0,115+0,035 0,340+0,048 3,108+0,426 12,139+0,982 0,983 0,075
4,5 | 0,071+£0,008 0,256+0,021 3,882+0,753 15,683+0,351 0,980 0,073
50 | 0,018+0,012 0,161+£0,019 10,174+£2,719  27,988+1,893 0,969 0,080
55 | 0,008+0,001 0,095+£0,028 13,730+3,344  44,058+4,466 0,924 0,118
6,0 | 0,010£0,006 0,058+0,009 8,611+£6,256 58,698+7,295 0,964 0,108
6,5 | 0,010£0,004 0,042+0,003 6,993+£2,018 76,559+4,319 0,947 0,073
7,0 | 0,051+0,034 0,043+0,013 4,866+5,691  80,230+23,066 0,897 0,120
7,5 | 0,032+0,013 0,048+0,006 4,828+2,566 69,149+9,850 0,961 0,070
8,0 | 0,060+0,015 0,097+0,011 8,653+0,465 40,199+3,849 0,926 0,108
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Para poder interpretar mejor los datos, la Figura 4.3.12 muestra los valores de K,
y Ka que incluye la Tabla 4.3.3. Como se puede observar, existié mas variabilidad entre
las réplicas en los valores de activacion que de inactivacion —la desviacion estandar a pH
7,0 de K, fue 0,37, mientras que de K, fue 0,14. Ello podria ser debido a que la activacion
es un proceso complejo en el que influyen multitud de factores. Ademas, la activacion se
producia en un periodo de tiempo menor, y con diferencias en el recuento mas reducidas
que la inactivacion, lo cual determina que logicamente, la precision en la determinacion

de K4 sea superior a la de K.

e LlogK,
" m Log Ky

Log K

]
w

Figura 4.3.13. Relacién entre los logaritmos de las constantes de activacion (K,) e inactivacion

(Kaq) y el pH a una temperatura de tratamiento de 110 °C.
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Figura 4.3.14. Representacion del nimero de ciclos log maximos que aumenta el recuento a cada

pH.

Como se puede apreciar en las Figuras, la constante de inactivacion fue minima a

pH 6,5-7,0 y maxima a pH 4,0, dentro del rango de pH utilizado. La constante de
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inactivacion también disminuy6 cuando el pH se encontraba por encima de los valores

neutros.

Por otro lado, y tal como se ha mostrado en la seccidon anterior, la activacion
mostrd un comportamiento diferente, su constante fue minima a pH entre 5,0 y 6,5 y
aument6 a pHs mayores y menores, alcanzando su maximo valor a pH 4,0, dentro del
rango investigado. Es decir, a estos pHs de alrededor de 5,5-6,5 se observaba menor grado
de activacion que a otros pHs. El fendmeno observado no se ha descrito hasta la fecha, y
aunque no se conoce el motivo por el que ocurre, estaria relacionado con la activacion de

los esporos superlatentes presentes y no con el comportamiento de los esporos latentes.

La activacion de los esporos superlatentes fue mas rapida a pH 4,0, como también
lo fue la inactivacion de la poblacion total. Este hecho podria indicar que ambos
fendmenos, activacion e inactivacion, podrian estar relacionados entre si, o depender de
la misma estructura celular. No obstante, la velocidad minima de activacion, entre pH 5,5
y 6,5, tuvo lugar a pH ligeramente mas acido que la velocidad minima de inactivacion,
que se verificd a pH 6,5-7,5. La relacion entre los parametros Kq y Ka dependié del pH
del tratamiento y fue superior a los pHs centrales dentro del rango estudiado (5,0 — 6,5)

tal y como habiamos observado previamente (Figura 4.3.10).

Por lo que respecta a la magnitud del fendmeno de activacion observado en las
graficas, la Figura 4.3.14 muestra que vari6 entre 0,30 y 0,65 ciclos Log, siendo minima
a pH entre 5,5 y 6,5 y aumentando tanto hacia los pHs mas acidos como hacia los mas

alcalinos.

4.3.2. Activacion con Ca-DPA

El dipicolinato célcico, como se coment6 en la introduccion, es un compuesto
exclusivo del protoplasto de los esporos bacterianos. Una de las funciones de este
compuesto es la de activar los enzimas liticos del cértex durante la germinacion,
normalmente el Ca-DPA sale del protoplasto y activa el enzima CwlJ (Ragkousi y col.,
2003). Sin embargo, se ha observado que también la adicién de dipicolinato célcico
exdgeno estimula la germinacion de los esporos (Riemann y Ordal, 1961),
previsiblemente iniciando la ruptura del cortex, de igual modo que actia el Ca-DPA

endogeno.
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En primer lugar, en este estudio se planted la duda de si para que los esporos se
activaran era necesario el dipicolinato célcico o tan solo DPA. Para ello se realiz6 una

exploracion que se muestra en la Figura 4.3.15.
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Figura 4.3.15. Efecto de la adicion de CaCl, (60 mM) (), DPA (60 mM) (m) y Ca-DPA (60 mM)
(A) en el recuento en placa de G. stearothermophilus. La linea discontinua marca el recuento

maximo esperable, estimado mediante recuento microscopico total de esporos.

Tal y como se puede observar en la Figura 4.3.15, para que tuviera lugar la
activacion era necesaria la adicion de Ca-DPA y no exclusivamente de DPA, tal y como
otros autores habian descrito (Riemann y Ordal, 1961). Tras comprobar este aspecto, se

procedio a estudiar la cinética de activacion/germinacion con este compuesto.

Uno de los aspectos fundamentales del estudio de cualquier agente en la
inactivacion microbiana es conocer su cinética de inactivacion y el efecto que diferentes
parametros, como la temperatura, ejercen en ella. Por este motivo, dado que en la
bibliografia no se encontraron datos de cinética de activacion de esporos con Ca-DPA, en
esta tesis se decidio estudiar el efecto de la concentracion de dipicolinato célcico exogeno,
asi como de la temperatura y el tiempo en la activacion de esporos de G.

stearothermophilus, atendiendo al aumento del recuento en placa.
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Figura 4.3.16. Efecto de la temperatura de tratamiento en la activacion de G. stearothermophilus

con 60 mM de Ca-DPA. La linea discontinua marca el recuento maximo esperable.

Como se puede apreciar en la Figura 4.3.16, la temperatura de tratamiento, como
era previsible, influyd en la activacidon de este microorganismo con dipicolinato célcico,
siendo mas rapida a mayor temperatura. Sin embargo, a todas las temperaturas empleadas
se alcanz6 el mismo valor maximo de recuento, pero tras diferentes tiempos. A
temperaturas de 20, 30 y 35°C no se observaron diferencias a partir de 15 minutos de
exposicion. El aumento del recuento observado fue de 0,5 ciclos Log, indicando la

presencia de un 72% de esporos superlatentes, aproximadamente.

En estos experimentos preliminares se empled una concentracion de Ca-DPA de
60 mM, puesto que es la concentracion mas frecuentemente empleada en la bibliografia
(Paidhungat y col., 2001; Ragkousi y col., 2003), sin embargo, en el presente estudio se
decidi6 estudiar también el efecto de la concentracion en la activacion de este

microorganismo.
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Figura 4.3.17. Activacion de esporos de G. stearothermophilus tratados con varias
concentraciones de Ca-DPA a temperatura ambiente. La linea discontinua marca el recuento

maximo esperable.

La Figura 4.3.17 representa el efecto de la concentracion de dipicolinato célcico
en la activacion de los esporos de G. stearothermophilus, atendiendo al aumento de
recuento en placa. Como se puede apreciar, en todos los casos el recuento aument6 con
respecto al tiempo cero de tratamiento. También se observd que a mayor concentracion,
mas rapida fue la activacion, llegando en todos los casos a un mismo recuento maximo.
El recuento méximo observado en todos los casos supuso un incremento de 0,5 ciclos log.
aproximadamente. De la Figura 4.3.17 también se desprende que concentraciones
superiores a 30 mM no supondrian mayores recuentos ni mayor rapidez de activacion.
Esto sugiere que, a concentraciones superiores, el Ca-DPA se encontraria en exceso, sin
que esto suponga ninguna mejora, al menos en las concentraciones celulares empleadas
en este estudio, lo que contrasta con la bibliografia en la que de forma habitual se emplea

una concentracion de 60 mM (Paidhungat y col., 2001; Ragkousi y col., 2003).

Por otro lado, el hecho de que no todos los esporos superlatentes respondan a este
tratamiento sugiere que, o bien hay una fraccion de esporos superlatentes frente a Ca-
DPA, o se debe a que durante el tratamiento suceden simultdneamente varios fenémenos:
la activacion, la germinacion de algunos esporos y la inactivacion de otros. Para estudiar

estas posibilidades se realizaron varias exploraciones que se exponen a continuacion.

183



Resultados y discusion

En primer lugar, se estudid qué ocurria cuando, tras el tratamiento con Ca-DPA,
se aplicaba una pasterizacion. Es decir, si todos los esporos se activaban y germinaban
como resultado de la adicion de Ca-DPA, deberian inactivarse durante la pasterizacion

(75°C/30min) (Figura 4.3.20).

2.0 T T 1
0 50 100 150

Tiempo (min)

Figura 4.3.18. Efecto de la activacion/germinacion de esporos de G. stearothermohilus expuestos
a Ca-DPA (20 mm) sin (®) y con (m) un tratamiento de pasterizacion posterior (75 °C/30 min).

La linea discontinua marca el recuento maximo esperable.

Analizando los datos de la Figura 4.3.18 se puede observar que, tal y como se
habia observado previamente, al aplicar un tratamiento con Ca-DPA, el recuento
microbiano en placa aumentaba alrededor de medio ciclo log. Si de forma posterior al
tratamiento con Ca-DPA se aplicaba una pasterizacion, el recuento descendia un ciclo
Log con respecto al maximo obtenido con Ca-DPA. Esto implicaba que el Ca-DPA tan
solo producia la sensibilizacion frente al calor (germinacion) de una fraccioén de esporos,
que parecia incluir mayoritariamente, pero no podemos asegurar que exclusivamente, la
fraccion de superlatentes. Por otro lado, si tras la pasterizacion se aplicaba un segundo
tratamiento con Ca-DPA, el recuento no volvia a aumentar (Figura 4.3.19), por lo que la
reduccion del recuento no se deberia a un proceso de reversion de la activacion, sino de
inactivacion. Es decir, en el primer tratamiento con Ca-DPA se activarian y germinarian
los esporos superlatentes (al menos la mayor parte de ellos) y parte de los esporos latentes,
que posteriormente se inactivaban con el tratamiento térmico. Por tanto, quedaria una

fraccion de esporos latentes sin responder al tratamiento de CaDPA.
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Log UFC/ml

Figura 4.3.19. Efecto de un primer tratamiento con Ca-DPA (60 mM/2 horas), una posterior
pasterizacion (75 °C/30 min) y un segundo tratamiento con Ca-DPA (60 mM/2 horas) en esporos

de G. stearothermophilus.

Por otro lado, se decidid explorar también el ritmo de germinacion de los esporos
con Ca-DPA a 75 °C, en este caso observando la inactivacién térmica de manera
simultanea (Figura 4.3.20). Es decir, a medida que los esporos fueran activandose y/o
germinando como resultado del tratamiento con Ca-DPA, irian inactivandose por la

accion de la temperatura.

..................................................

Log UFC/ml
¢
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Figura 4.3.20. Tratamiento de esporos de G. stearothermophilus con Ca-DPA a 75°C (cuadrados)

y en agua destilada estéril a 75°C como control (circulos).
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Como se aprecia en la Figura 4.3.20, de nuevo se observd que los esporos que
presuntamente se activaban y germinaban en presencia de Ca-DPA, se inactivaban
totalmente como resultado de la accién de la temperatura. Ademas, todo ello sucedia
durante la primera hora de exposicion al CaDPA, ya que, a partir de ahi, el recuento se
mantenia estable. Por tanto, confirma que en la suspension se encuentra una fraccion de
esporos que son incapaces de responder al Ca-DPA, y/o poseen otro mecanismo de
germinacion independiente al inducido por el Ca-DPA. A efectos practicos, resulta
imposible distinguir entre un esporo inactivado y un esporo que no responde al estimulo

de germinacion.

4.3.3. Activacion con HCI

La activacion de esporos con tratamientos acidos ha sido descrita por diferentes
investigadores. Lewis y col. (1965) demostraron que G. stearothermophilus se activaba
parcialmente con tratamientos a pH 1,5 durante 80 minutos a 25 °C y que, con un
tratamiento con Ca"" posterior, se restablecia la latencia. Brown y col. (1968) también
observaron activacion en G. stearothermophilus con un tratamiento de 0,5 M HCI a 25
°C y una inactivacion posterior a partir de los 30 minutos de tratamiento. Ademas, Brown

y col. (1968) observaron también que el tratamiento producia la liberacion de DPA.

Sin embargo, se conoce poco acerca de la activacidn/germinacion con

tratamientos acidos, por lo que decidimos estudiarlo.

En primer lugar, se estudio el efecto de la concentracion de HCI (Figura 4.3.21).
Las concentraciones de HCI seleccionadas fueron establecidas de acuerdo a los datos
obtenidos de la bibliografia. Se emple6 como concentracion mas elevada 0,3 N, que fue
la concentraciéon mas baja empleada por Setlow y col. (2002) en los estudios de
inactivacion de B. subtilis. Teniendo en cuenta que en este estudio se pretendia estudiar

la activacion, se seleccionaron concentraciones menores de HCI.
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Figura 4.3.21. Activacion de esporos de G. sterarothermophilus con varias concentraciones de
HCI a temperatura ambiente. Ambas figuras representan los mismos datos experimentales. La
linea discontinua negra marca el recuento maximo esperable y la linea discontinua azul el limite

de deteccion.

Como se aprecia en la Figura, a mayor concentracion de HCI, se observd mayor
velocidad de activacion. Sin embargo, a las concentraciones més elevadas, 0,2 y 0,3 N, el
recuento no llegd a aumentar tanto como en caso de 0,1 N. Esto podria deberse a que
ademas de activacion, también en esos casos esta teniendo lugar, de forma simultanea, la
inactivacion de parte de los esporos. En las graficas se puede apreciar claramente que, si
se alargaba el tiempo lo suficiente, tras la activacion, los esporos se inactivaban como

resultado de la exposicion al HCI.
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Figura 4.3.22. Activacion de esporos de G. stearothermophilus con HCl 0,1 N a varias

temperaturas. La linea discontinua negra marca el recuento maximo esperable.
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Por otro lado, se estudio el efecto de la temperatura de tratamiento en la activacion
de los esporos con HCI 0,1 N. En este caso se observd que a mayor temperatura, mayor
velocidad de activacion, pero también de inactivacion. Ademas, al igual que en el caso
anterior, al aumentar la velocidad, los recuentos no llegaban a los valores observados
cuando la velocidad era menor, es decir, a temperaturas mas bajas. La razén de este
comportamiento seria que, en estos casos, la inactivacion seria simultanea a la activacion,
y se producia un efecto sinérgico entre la acidez y el calor, a efectos de la inactivacion. A
25°C se observd una activacion correspondiente a 0,5 ciclos Log, es decir, el 75% de la
poblacioén, aproximadamente. No existen hipotesis intentando explicar el efecto activador
de la acidez, sin embargo, si respecto a la pérdida de termorresistencia. Se ha sugerido
que en medios acidos podria producirse, como hemos mencionado en otros apartados de
esta memoria, la protonizacion del cortex, su colapso y la entrada de agua en el

protoplasto, que a efectos practicos es el evento mas importante de la germinacion.

Dado que se comprobo que el tratamiento con HCl era capaz de activar los esporos
superlatentes de G. stearothermophilus y, que el dipicolinato calcico también, se decidio
estudiar el efecto de este compuesto en su forma 4cida, sin neutralizar. Es decir, se estudid

el efecto del acido dipicolinico.
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Figura 4.3.23. Efecto del acido dipicolinico en la activacion de esporos de G. stearothermophilus
a varias concentraciones y a temperatura ambiente. La linea discontinua negra marca el recuento

maximo esperable.

188



Resultados y discusion

Como se puede apreciar en la Figura 4.3.23, este compuesto en su forma acida
produjo mayor activacion que el dipicolinato célcico, un aumento del recuento de
aproximadamente 0,7 ciclos log, que en ocasiones alcanzaba hasta 1 ciclo Log.
Probablemente este mayor efecto se debe a la combinacion del DPA con la acidez. Es
importante tener en cuenta que ademas de alcanzarse un mayor grado de activacion de
esporos, se necesitaban concentraciones de DPA muy inferiores, practicamente 10 veces
menores. También en este caso se producia la inactivacion de parte de la poblacion de

manera simultanea a la activacion de los superlatentes.

4.3.4. Exploracion de la activacion con nuevas tecnologias: HHP, PEAV v radiacion

uv

En esta tesis se decidio estudiar también el efecto de varias tecnologias emergentes
en la activacion de esporos bacterianos dado el interés que han suscitado estos métodos
de conservacion en los ltimos afios. El principal problema que poseen dichas tecnologias
es, precisamente, su incapacidad de inactivar esporos. Sin embargo, no se ha estudiado

en profundidad el efecto que tienen en la activacion y/o germinacion.

- Altas presiones hidrostaticas (HHP)

Las altas presiones hidrostaticas es la tecnologia emergente méas empleada en la
actualidad a nivel industrial en la pasteurizacion de alimentos (Sarker y col., 2015). El
mecanismo de accion de esta tecnologia en células vegetativas seria un proceso “multi
target”, siendo el dafio de la membrana citoplasmatica un aspecto clave en la inactivacion

(Matas y Pagan, 2005).

En el caso de los esporos, la presurizacion actuaria en dos niveles, primero
desencadenando la germinacidon y, posteriormente, inactivandolos. Ademas, se ha
observado que el mecanismo por el que se desencadenaria la germinacioén dependeria de
la presion empleada. A bajas presiones (entre 100 y 300 MPa) se induciria a través de los
receptores de la germinacion (Black y col., 2005), es decir, por la misma via que los
nutrientes, mientras que presiones elevadas (500-600 MPa) podrian inducir la
germinacion abriendo de alguna manera los canales de salida del DPA (Vepachedu y col.,

2007). No obstante, pese a que la germinacion de esporos latentes si que ha sido descrita,
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no hay datos en la bibliografia sobre el efecto de esta tecnologia en los esporos
superlatentes. Para estudiar este aspecto en esta tesis se empled G. stearothermophilus
dada su elevada proporcion de esporos superlatentes. Las condiciones empleadas fueron

200, 300 y 400 MPa y varios pHs (Figura 4.3.24). El equipo del que disponiamos no

permitia aplicar tratamientos mas intensos.
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Figura 4.3.24. Efecto de las altas presiones hidrostaticas en la activacion de esporos de G.

stearothermophilus a varias presiones y pHs. La linea discontinua negra marca el recuento

maximo esperable.

En la Figura 4.3.24 se puede observar que estos tratamientos apenas produjeron
cambios en los recuentos microbianos de esta especie. Aunque de pequefia magnitud, si
se apreciaba un ligero descenso en el recuento en los tiempos iniciales de tratamiento y
un ligero aumento posterior. Ademas, este fendmeno era mas acusado a los pHs mas
acidos. Este comportamiento podria deberse a una inactivacion inicial de una parte de los
esporos latentes, seguida de la activacion de una pequefia parte de los esporos
superlatentes. En cualquier caso, las altas presiones, en nuestras condiciones de

tratamiento, no desencadenaron la activacion de una elevada fraccion de esporos

superlatentes.
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- Pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAYV)

Se decidié también estudiar el efecto de los pulsos eléctricos de alto voltaje en la
activacion de esporos. Esta tecnologia consiste en la aplicacion intermitente de campos
eléctricos de alta intensidad y corta duracion (microsegundos o milisegundos) a un
material colocado entre dos electrodos. El mecanismo de accion es la permeabilizacion
de las envolturas celulares, por lo que resulta muy util para extraer compuestos del interior
celular, asi como en la inactivacion de microorganismos. Sin embargo, no esta claro su

posible efecto sobre la activacion/germinacion de esporos bacterianos.

En este estudio realizamos una exploracion sobre el efecto de esta tecnologia en

la activacion de esporos de G. stearothermophilus (Figura 4.3.25).
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Figura 4.3.25. Efecto de los pulsos eléctricos de alto voltaje (25 kV/cm a pH 7,0) en la activacion

de esporos de G. stearothermophilus.

Como se puede apreciar en la Figura 4.3.25, el recuento se mantuvo constante a
lo largo del tratamiento, por lo que esta tecnologia, en las condiciones estudiadas, no

consiguio activar los esporos de G. stearothermophilus.

Por otro lado, se decidi6 explorar también el efecto de la acidez (pH 4,0) en
combinacion con esta tecnologia, ya que se ha descrito que la acidez en los tratamientos
de PEAV afecta a la resistencia de las células vegetativas. En Gram positivas parece

reducir su resistencia mientras que en Gram negativas la aumentaria (Lelieveld y col.,
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2007). Los resultados obtenidos mostraron que tampoco se producia activacion de

superlatentes tras tratamientos de 25 kV/cm de 100 pulsos (datos no mostrados).

- Radiaciones ultravioleta (UV)

Por ultimo, se estudié también el efecto de las radiaciones UV en la activacion de
G. stearothermophilus. Al contrario de lo que ocurre en el caso de los PEAV, esta
tecnologia si es capaz de inactivar esporos, aunque su resistencia es muy superior a la
resistencia de las células vegetativas (Nicholson y col., 2000; Soni y col., 2016). El
mecanismo de accion de las radiaciones UV es, tanto en esporos como en células
vegetativas, el dano en el material genético. Sin embargo, la mayor resistencia de los
esporos se ha relacionado principalmente con las proteinas SASPs, que modifican las
propiedades fotoquimicas del DNA, favoreciendo la formacion de compuestos menos
toxicos que los que se producen en las células vegetativas (Nicholson y col., 2000). En
cualquier caso, dada la naturaleza del mecanismo de accion, era previsible que no
ejerciera ningun efecto en la activacion. Los datos obtenidos se muestran en la Figura

4.3.26.
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Figura 4.3.26. Efecto de la radiacion UV, a distintas fluencias y pH 7, en la activacion de esporos

de G. stearothermophilus.

Como se aprecia en la Figura 4.3.26, esta tecnologia tampoco indujo la activacion

de los esporos. Por otro lado, si que consigui6 inactivar parte de la poblacion. Cabe
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destacar que la instalaciéon disponible no permitia aplicar tratamientos de menor

intensidad, con fiabilidad suficiente.

4.3.5. Discusion

En este capitulo se ha estudiado el efecto de varios agentes en la activacion de
esporos de G. stearothermophilus. Los tratamientos que consiguieron activar esporos
superlatentes, a juzgar por el aumento del recuento al inicio del tratamiento, fueron los
tratamientos térmicos, con Ca-DPA y HCI, mientras que con ninguna de las tres nuevas
tecnologias empleadas (HHP, PEAV y UV) se observo este efecto, o fue de muy pequefia

magnitud.

Cabe destacar la enorme dificultad que entrafia la interpretacion de estos estudios
debido a la presencia de dos poblaciones de esporos: latentes y superlatentes. Por tanto,
en algunos casos el recuento obtenido podria ser el resultado de dos sucesos: la activacion
de los esporos superlatentes y la inactivacion de los esporos latentes. Ademads, no se
conocen las diferencias que hay entre ambas poblaciones, lo que complica atin mas la
interpretacion de los resultados. A este respecto, parece que la teoria mas aceptada es la
presencia de un numero menor de receptores de la germinacion en los esporos
superlatentes, lo que les dificultaria la germinacion inducida por nutrientes. Esto podria
explicar el motivo por el que si que son capaces de responder a otros tratamientos como

Ca-DPA y HCL.

En el caso del calor, la mayoria de los trabajos cientificos atribuyen el fendmeno
de activacion a cambios estructurales provocados por el calor en los receptores de
nutrientes (Setlow, 2014; Zhang y col., 2009). Este cambio provocaria que un receptor
previamente en estado inactivo, adquiriera funcionalidad permitiendo asi la germinacion.
Dados los resultados obtenidos en este estudio, es evidente que dicho cambio dependeria
de la energia térmica recibida por el esporo y estaria modulada por el pH ambiental.
Tampoco se puede descartar que dicho cambio no tuviera relacion con los receptores de
nutrientes, sino que estuviera relacionado con otros aspectos de la fisiologia del esporo,
como la permeabilidad de las estructuras celulares. En este sentido, algunos autores han
descrito que a pHs de tratamiento térmico en torno a 5,0 se liberaria mas DPA que a pHs

neutros y acidos (Bevilacqua y col., 2015; Reyes y col., 2019).
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Dado el perfil observado del cambio de las constantes de activacion y de
inactivacion en funcion del pH del medio, tampoco se puede descartar que la estabilidad
de los receptores de nutrientes, o de las estructuras que determinan su funcionalidad esté

determinada por los valores pKa de determinadas proteinas.

Al margen de las posibles hipotesis basadas en la presencia de esporos
superlatentes (a los nutrientes) dentro de la poblacion de G stearothermophilus, es
importante tener en cuenta que este tipo de perfil de graficas de supervivencia pueden
aparecer también en poblaciones de otras especies microbianas esporuladas que no
presentan habitualmente fendémenos de superlatencia a los nutrientes. Por ejemplo, en el
trabajo llevado a cabo por Marcén (2018) con esporos de Bacillus subtilis, se observaron

curvas como las que se muestran en la Figura 4.3.27.
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Figura 4.3.27. Graficas de supervivencia de B. subtilis a 100 °C y pH 7,0, recuperando los

supervivientes en agar nutritivo (®) y en medio minimo (*). Extraido de Marcén (2018).

En este trabajo se demostrd que los esporos de B. subtilis perdian la capacidad de
germinar y desarrollarse en un medio minimo de manera instantanea cuando eran
sometidos a la accidn del calor, y que esta capacidad se recuperaba de manera gradual al
aumentar dicho tiempo de exposicion al calor. Este efecto, sin embargo, no se evidenciaba
si los esporos se recuperaban en un medio complejo, lo cual indicaba que los receptores
de nutrientes permanecian funcionales tras la exposicion a la energia térmica. Los perfiles
de las curvas de supervivencia obtenidas en medio minimo eran muy similares a los
perfiles de las curvas descritas en el presente trabajo, pudiéndose determinar también unas

constantes de activacion y de inactivacion, que también dependian del pH del medio de
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calentamiento, y pudiéndose describir la inactivacion a través de un modelo matematico
muy similar al descrito en la presente tesis. B. subtilis no es considerada como una especie
en la que se generen esporos superlatentes en cantidad relevante, y en este caso se dedujo
que el fendbmeno observado se podia atribuir a una pérdida de capacidad de germinacion
por vias alternativas a la iniciada por receptores de nutrientes, vias que se irian
reactivando por la accidon continuada del calor durante el propio tratamiento térmico
(Marcén, 2018). Los mecanismos moleculares ultimos que explicarian este

comportamiento también son desconocidos.

Estos fendmenos ponen de manifiesto la necesidad de obtener mayor
conocimiento cientifico profundo acerca de los mecanismos de activacion y de
germinacion de las especies esporuladas. Comprender los mecanismos de activacion y las
limitaciones de las distintas vias de germinacion resulta esencial para el desarrollo de
procesos combinados que permitan conseguir la esterilidad comercial utilizando
tratamientos térmicos de menor intensidad. En cualquier caso, el modelo desarrollado
permitiria describir con precision la cinética de activacion e inactivacion por calor de los
esporos de G. stearothermophilus, contribuyendo asi a un mejor conocimiento del

fenémeno de activacion y de los posibles mecanismos involucrados en su desarrollo.

Por otro lado, de los resultados expuestos en este capitulo se deduce que la
magnitud del fendomeno de activacion en G stearothermophilus depende de las
condiciones medioambientales aplicadas. En muchas de las condiciones utilizadas en este
estudio no se logr6 alcanzar el recuento maximo esperable para este microorganismo, si
bien se observo que la combinacién de DPA con acidez incrementaba la recuperacion de
superlatentes, llegando incluso a 1 ciclo Log. No obstante, estos resultados ponen de
manifiesto que la proporcion estimada de superlatentes depende del tratamiento aplicado,
como ya se ha descrito en la bibliografia, y que muy probablemente, esta proporcion
puede modificarse con las condiciones de almacenamiento y obtencion de las

suspensiones de esporos.
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Como es bien sabido, un aspecto fundamental de los esporos bacterianos es su
capacidad para germinar, dado que para poder multiplicarse necesitan germinar primero.
Ademas, los esporos una vez germinados, son mucho mds sensibles a todos los
tratamientos tanto fisicos como quimicos, por lo que una estrategia de inactivacion de
esporos propuesta es, o bien inhibir su germinacion, o bien inducirla para poder aplicar
un tratamiento posterior menos intenso. Es por ello que se considera fundamental estudiar

y conocer todos los aspectos que conlleva.

Este capitulo se centrd en estudiar los cambios que desencadena la germinacion
en los esporos de B. subtilis. Se decidié emplear este microorganismo por tratarse de una
especie en la que apenas hay esporos superlatentes, lo que facilitaba la interpretacion de
los resultados. Ademas, B. subtilis es la bacteria esporulada tomada como referencia en

muchos estudios de fisiologia fundamental.

Como paso previo, se decidio optimizar las condiciones de germinacion con los
diferentes agentes, explorando varias condiciones de tiempo, concentracion/intensidad de
tratamiento y temperatura para después seleccionar las mas adecuadas. Una vez
seleccionadas las condiciones de germinacion con cada agente, se comenz6 con el estudio
de distintos eventos que tienen lugar en distintas fases de la germinacion. Por un lado, se
estudiaron eventos que tienen lugar en la fase I de la germinacion: salida de DPA del
protoplasto y descenso de densidad dptica. Y, por otro lado, se estudio la permeabilidad
del cortex a un colorante especifico, el Syto16, asi como la pérdida de termorresistencia,
eventos que caracterizan la fase II de la germinacion. Ademas, se estudidé también la
permeabilidad de la membrana interna mediante tincion con IP, ya que se trata de la
barrera de permeabilidad mas importante que tienen los esporos, determinando por lo
tanto la entrada y salida de sustancias, y el lugar donde se encuentran los receptores de

nutrientes.

Como ya se coment6 en la introduccion, lo que previsiblemente desencadenaria la
germinacion en la naturaleza seria la presencia de nutrientes. Estos nutrientes, llamados
germinantes nutritivos, son especificos de cada especie y cepa e incluyen algunos
aminoacidos, aztcares y derivados de purina (Paidhungat y Setlow, 2002). La
germinacion con nutrientes comienza con la union del nutriente con los receptores de la
germinacion, que es la seial que provoca la salida de iones y de DPA. Esto a su vez activa
los enzimas liticos del cortex, que degradan el cortex y facilitan la hidratacion del

protoplasto. Una vez que el contenido en agua del protoplasto aumenta, el conjunto de
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enzimas celulares empieza a funcionar y se inicia la actividad metabdlica, para dar lugar

a la nueva célula vegetativa.

Sin embargo, pese a que en la naturaleza predomine o sea exclusiva la
germinacion por nutrientes, se han descrito otros agentes capaces de inducirla, como
pueden ser los tratamientos de altas presiones hidrostaticas y la presencia de Ca-DPA
exogeno, entre otros. Estos agentes intervendrian en distintas fases de la germinacion,
sorteando la via de germinacion habitual, es decir, la germinacion por nutrientes. Sin
embargo, todavia se desconocen muchos aspectos tanto de la germinacion por nutrientes,
como la desencadenada por otros agentes. En esta seccion se estudid la posible induccion
de la germinacion mediante exposicion a nutrientes, a acidez, a CaDPA, a altas presiones,
a PEAV y a radiaciones UV. Seguidamente se obtuvieron datos acerca de los eventos
celulares que ocurren durante la exposicion de los esporos a todos estos agentes, y se

realizaron las comparaciones correspondientes.

En todos los casos, los experimentos se llevaron a cabo a 25°C excepto cuando se
indica lo contrario en el texto. En ninglin caso se activaron térmicamente los esporos de

manera previa a la exposicion al estimulo germinante.

4.4.1.Germinacion con nutrientes

Como se ha comentado, la germinacion con nutrientes seria la forma habitual de
germinacion de los esporos, es por ello que en este estudio se tomod como referencia. Dado
que los nutrientes eficaces son dependientes del microorganismo, incluso depende de la
cepa empleada, en primer lugar se hizo una exploracion, realizando un barrido con varios
de ellos para seleccionar el mas adecuado. Este estudio se realizd midiendo el descenso
de la densidad optica, ya que se trata de una forma rapida de medir la velocidad de

germinacion.
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Figura 4.4.1. Evolucion de la germinacion de B. subtilis con varios nutrientes midiendo el

descenso en densidad optica (600 nm).

Los resultados obtenidos en este experimento (Figura 4.4.1) mostraron que no
todos los nutrientes empleados eran capaces de desencadenar la germinacion en esta cepa.
Mientras que los aminoécidos L-alanina y DL-valina resultaban muy eficaces, llegando
hasta un 60% de descenso en densidad dptica, con glucosa y con la combinacion de
asparagina, glucosa, fructosa y KCl (AGFK) apenas descendia la densidad optica, al
menos, en los tiempos estudiados. Estos resultados son opuestos a los encontrados en la
bibliografia, en los que tanto la glucosa como la combinaciéon AGFK se consideran
buenos inductores de la germinacion en B. subtilis (Moir y Smith, 1990; Setlow, 2003).
Esto puede deberse a que nuestra cepa sea deficitaria en algiin receptor de la germinacion
concreto, ya que en la germinacién desencadenada por nutrientes participan una serie de
receptores especificos de cada compuesto. Por ejemplo, en la germinacion inducida por
L-alanina es necesario el receptor gerA, mientras que la combinacion de nutrientes AGFK
se necesitan los receptores gerB, gerK y fruB (Moir y Smith, 1990). Es necesario ademas
tener en cuenta que en nuestros experimentos no se activaron los esporos térmicamente

de manera previa a la exposicion a nutrientes.

Atendiendo al hecho de que cada nutriente desencadena la germinacion a través
de unos receptores diferentes, finalmente se decidi6 utilizar, para los estudios de
germinacion con nutrientes, caldo nutritivo con extracto de levadura (CNYE), puesto que

se trata de un medio de cultivo complejo con gran variedad de nutrientes, por lo que
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podriamos conseguir inducir la germinacion de manera mas constante, en un mayor
nimero de esporos, en cepas de diferente genética, y bajo condiciones experimentales
diversas. La Figura 4.4.2 muestra la comparacion del descenso de densidad oOptica de
esporos de B. subtilis en CNYE y en DL-valina tras 1, 2 y 3 horas de incubacion. Como
se puede observar en la Figura, la germinacion en CNYE era mds rdpida inicialmente,
pero a partir de las 3 horas comenzaba a observarse una estabilizacion en la DO (datos no
mostrados), probablemente debido al inicio de la multiplicacion de los esporos
germinados, lo cual podria dificultar la interpretacion de los resultados. Sin embargo, se
comprobo mediante recuento en placa que el tiempo de estudio (maximo de 3 horas a
temperatura ambiente de 25°C) era insuficiente para permitir la multiplicacion, con lo

cual se escogieron estas condiciones para los estudios posteriores.
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Figura 4.4.2. Comparacion de la germinacion con DL-valina (barras verdes) y con caldo nutritivo
suplementado con extracto de levadura (barras moradas) midiendo el descenso en densidad optica

a 600 nm.

Con objeto de poder conocer mejor la fraccion de la poblacion que respondia a los
nutrientes, se estudid la germinacién mediante recuentos microbianos en placa, tanto
recuento directo (antes de pasterizar, AP), como tras una pasterizacion posterior de 75°C
durante 10 min (TP). Con la pasterizacion se inactivarian aquellos esporos que hubiesen
germinado, por lo que, mediante la diferencia entre ambos recuentos, se podria estimar el
nimero de esporos germinados para cada tiempo de exposicion al CNYE. La Figura 4.4.3

muestra un ejemplo representativo de una curva de germinacion obtenida.
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Figura 4.4.3. Estudio de la germinacion en caldo nutritivo con extracto de levadura de B. subtilis.
Recuento directo (AP) (®) y recuento obtenido tras una pasterizacion (TP) (75°C durante 10

minutos) (=). En el eje de la derecha se representa el % de germinacion (A ).

Como se puede ver en la Figura 4.4.3, el recuento directo (circulos azules), se
mantenia constante, como era previsible, puesto que el tiempo estudiado era insuficiente
para permitir la multiplicacién de los esporos germinados. Por otro lado, en rojo
(cuadrados) se observa el descenso de recuento tras un tratamiento de pasterizacion, es
decir, muestra coémo los esporos van adquiriendo sensibilidad al calor debido a su
germinacion. La diferencia entre ambas lineas permite el calculo del porcentaje de
esporos germinados del total de la poblacion. Como se puede observar en la figura, el
porcentaje de germinacion aumentaba gradualmente con el tiempo de exposicion a los
nutrientes. Tras tres horas de exposicion, el recuento TP se redujo casi dos ciclos
logaritmicos, es decir, alrededor del 99% de los esporos habia germinado en esas

condiciones.

4.4.2.Germinacion con Ca-DPA

Otra via de induccidn de la germinacion es la exposicion a DPA exdgeno que, al
igual que el endogeno, activa los enzimas liticos del cortex (Setlow, 2003). En el
protoplasto del esporo, el DPA se encuentra quelado, en proporcion 1:1, con cationes

divalentes, principalmente Ca®".
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El dipicolinato calcico es un compuesto presente inicamente en el protoplasto de
los esporos. Durante la germinacion, tras la unién de los nutrientes a los receptores, se
produce su salida del protoplasto, lo que se ha descrito que activa el enzima litico del
cortex CwlJ. También el Ca-DPA exdgeno es capaz de activar dicho enzima, iniciando la
germinacion en la fase I1 directamente sin necesitar la sefial de induccion mediada por los
germinantes nutritivos (Riemann y Ordal, 1961). Sin embargo, pese a que este sea el
mecanismo mas probable de actuacion, no se ha conseguido demostrar hasta la fecha, y
de hecho se ha propuesto que el Ca-DPA podria no actuar sobre el enzima CwlJ, sino
sobre el peptidoglicano del cortex (Christie y Setlow, 2020), ya que se ha demostrado que
el Ca-DPA no aumenta la actividad de dicho enzima in vitro (Wu 'y col., 2015). Tampoco
se conoce con exactitud el mecanismo por el que se libera este compuesto del protoplasto
del esporo durante la germinacion, aunque se cree que seria a través de los canales
SpoVA, que son los mismos canales por los que entraria el Ca-DPA durante la
esporulacion. Estos canales se localizan en la membrana interna, al igual que los
receptores de la germinacion, lo que sugiere la importancia de la permeabilidad de esta

envoltura en el comportamiento del esporo.

En este estudio, en primer lugar, se realizd una exploracion estudiando varias

concentraciones de Ca-DPA para seleccionar la mas adecuada (Figura 4.4.4).
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Figura 4.4.4. Porcentajes de germinacion de esporos de B. subtilis tras exposicion a varias

concentraciones de Ca-DPA durante 180 minutos.
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Como muestra la Figura 4.4.4, la exposicion a concentraciones de 10 y 30 mM no
indujeron la germinacion incluso tras tres horas de exposicion. Por el contrario, un
elevado porcentaje de esporos germind en presencia de 60 y 90 mM de Ca-DPA. Dado
que las diferencias en cuanto a porcentaje de germinacion observados entre 60 y 90 mM
de Ca-DPA fueron muy pequeiias, se decidid seleccionar la concentracion de 60 mM, por
ser mas frecuentemente empleada en la bibliografia (Magge y col., 2008; Paidhungat y
col., 2001). Una vez seleccionada la concentracion de Ca-DPA, se estudi6 la germinacion
a lo largo del tiempo de exposiciéon. La Figura 4.4.5 muestra una curva tipica de

germinacion de B. subtilis.
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Figura 4.4.5. Estudio de la germinacion de B. subtilis con Ca-DPA 60 mM: recuento antes de
pasterizar (®) y tras pasterizar75°C/10 min (m). En el eje de la derecha se representa el % de

germinacion (A).

En este ejemplo, la exposicion a Ca-DPA 60 mM no afect6 al recuento directo de
los esporos (AP), es decir, no se produjo inactivacion, ni multiplicacion. Pero si que
indujo la germinacion en el 64% de los esporos, tras tres horas de exposicion.
Aparentemente este inductor de la germinacion, aunque eficaz, seria menos eficiente que
la activacion por nutrientes dado que el porcentaje de esporos germinados se estabilizaba
a partir de las dos horas, y el maximo alcanzado (Figura 4.4.5) era inferior al observado

en caldo nutritivo (Figura 4.4.3).
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4.4.3.Germinacion con altas presiones hidrostaticas (HHP)

Esta tecnologia ha demostrado ser eficaz en la induccidon de la germinacion de
esporos. Se trata de una tecnologia emergente empleada en la pasterizacion de algunos
alimentos, ya que es capaz de inactivar células vegetativas. Aunque el mecanismo de
accion que lleva a la muerte celular no se conoce con exactitud, parece que podria afectar
a varias estructuras, siendo los dafios en la membrana un aspecto clave, al menos en las
células vegetativas (Mafas y Pagéan, 2005). Por otro lado, se ha observado que también
puede causar la inactivacion de esporos bacterianos, aunque se trata de un proceso mas
complejo. Parece que se trata de una tecnologia que actuaria en dos fases, en la primera
se produciria la germinacion y posteriormente tendria lugar la inactivacion (Gould y Sale,
1970). También se ha propuesto la aplicacion simultdnea de presiones ultraclevadas
(>600 MPa) y temperaturas elevadas para inactivar esporos de diferentes géneros

(Georget y col., 2014; Sevenich y Mathys, 2018).

Ademas, parece que las altas presiones hidrostaticas pueden desencadenar la
germinacion a través de dos vias. Cuando se emplean presiones bajas, en torno a 100 —
150 MPa, y hasta 300 MPa segtin algunos autores (Borch-Pedersen y col., 2017), la via
de germinacion seria la activacion de los receptores de la germinacion, de forma similar
a como lo hacen los nutrientes (Black y col., 2005), mientras que a presiones mas elevadas
(500-600 MPa) la germinacion se induciria mediante un mecanismo diferente. Esta tiltima
via se cree que podria actuar sobre los canales de Ca-DPA, produciendo la salida de este
compuesto, asi como de pequenias moléculas (Vepachedu y col., 2007), lo que activaria
los procesos de germinacion. Se asume que a presiones intermedias podrian coexistir

ambos mecanismos.

En esta investigacion se emplearon varias presiones comprendidas entre 200 y 400
MPa. Las limitaciones del equipo utilizado no permitieron alcanzar presiones superiores
a 400 MPa. La Figura 4.4.6 muestra curvas tipicas de germinacion obtenidas para B.
subtilis en tampon de pH 7,0 y a tres presiones diferentes. La temperatura de tratamiento
en este caso, comenzo a temperatura ambiente y se modificé a lo largo de la presurizacion
debido al calentamiento adiabatico, para después descender progresivamente. De los
datos existentes en la bibliografia puede deducirse que este aumento de temperatura sera
de unos 3-4 °C cada 100 MPa; por tanto, en las condiciones experimentales empleadas en

este estudio, en el peor de los casos, el aumento de temperatura podria ser de unos 16 °C.
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Figura 4.4.6. Curvas de germinacion de B. subtilis en tampén Mcllvaine a pH 7,0 con altas
presiones hidrostaticas. Recuento antes de pasterizar (@) y tras pasterizar a 75°C/ 10 min (=); en

el eje de la derecha se representa el porcentaje de germinacion (A ).

Como se puede observar en la Figura 4.4.6, se produjo un incremento paulatino
en el porcentaje de esporos que germinaban con el tiempo de exposicion a las altas
presiones. Los datos obtenidos no permiten concluir si existe alguna tendencia en relacion

a la presion utilizada, entre 200 y 400 MPa.

Se realizé también una exploracion del efecto del pH en la germinacion de B.

subtilis por altas presiones (Figura 4.4.7).
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Figura 4.4.7. Estudio de la germinacion de B. subtilis tras 30 minutos de tratamiento con altas

presiones hidrostaticas a varias presiones y varios pHs.

Como se puede ver en la Figura 4.4.7, en los tratamientos a 200 MPa el pH no
tuvo efecto en el porcentaje de esporos que germinaban. Sin embargo, a presiones mas
elevadas, la germinacion fue mayor a pH 4,0 y 7,0, que a pH 5,0 y 6,0. Estos resultados
difieren de los publicados en la bibliografia, en los que se observo que la germinacion por
altas presiones se inhibia a pHs bajos (<5) (Wuytack y Michiels, 2001). En cualquier
caso, como se desprende de la figura, el porcentaje maximo de germinacion obtenido, con
las condiciones experimentales empleadas en este estudio, fue semejante al obtenido con

dipicolinato calcico y muy inferior al observado en caldo nutritivo.

La presion de tratamiento seleccionada fue 300 MPa, ya que fue la que consiguid
mayor porcentaje de germinacioén a pH 7,0. Se prefirié utilizar este pH, en lugar de pH

4,0, para evitar posibles interacciones que dificultasen la interpretacion de los resultados.

4.4.4.Germinacion con HCI1

Inicialmente, en este estudio se explord el efecto de la concentracion de HCI. La
Figura 4.4.8 muestra curvas tipicas de germinacion obtenidas a tres concentraciones de
HClI diferentes. En la Figura 4.4.9 se comparan los porcentajes de germinacion obtenidos

en cada condicion.

208



Resultados y discusion

0,03 N 01N
6 -100 6 - 100
5 L75 =2 5-L’_‘_‘74< L75 =2
S 4 - 50 g S 4 -50 2
g 5 8 8
3 L25 S 3- 25 S
2 T T T 0 2 T T T 0
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tiempo (min) Tiempo (min)
0,2N
6 L / %0
5{ = Tt 715 ®
S 4- - 50 g
(=]
S o
34 25 S
2 T T T 0
0 50 100 150 200
Tiempo (min)

Figura 4.4.8. Curvas de germinacion de B. subtilis con HC1 0,03 N, 0,1 N y 0,2 N. Recuento
antes de pasterizar (®) y tras pasterizar a 75°C/ 10 min (m); en el eje de la derecha se representa

el porcentaje de germinacion (A).
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Figura 4.4.9. Efecto de la concentracion de HCl en la germinacion de B. subtilis: 0,03 N (@), 0,1
Nm)y02N(").
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Como se puede observar en las Figuras 4.4.8 y 4.4.9, la velocidad de germinacion
fue dependiente de la concentracion de acido, siendo mas rapida a la concentracion mas
elevada, 0,2 N. Por otro lado, mientras que la exposicion a concentraciones de 0,1 y 0,2
N inducia un porcentaje maximo de germinacién similar, con la concentracion mas baja,
0,03 N, parece que el maximo se alcanzaba aproximadamente en el 75% de esporos
germinados. En base a estos resultados, la concentracion seleccionada para el resto de los
analisis fue 0,1 N, ya que era una concentracion igual a la utilizada previamente con G.
stearothermophilus (capitulo 4.3 de esta Tesis), el comportamiento fue similar al obtenido
con 0,2 N y, ademas, al producirse una germinacion gradual, nos permitia evaluar mejor
los posibles cambios fisiolégicos que pudieran tener lugar. No obstante, cualquiera de las

tres concentraciones hubiera sido adecuada para el objetivo de este estudio.

Por otro lado, se estudido el efecto de la temperatura de tratamiento en la
germinacion con HCI (0,1 N). Como se puede apreciar en la Figura 4.4.10, la velocidad
de germinacion fue similar en todos los casos. Sin embargo, cabe destacar que a 45 °C los
esporos también se inactivaban en mayor magnitud (2,9 ciclos log tras tres horas de
tratamiento), por lo que se rechazd esta temperatura, y se decidio emplear 25 °C, por

cuestiones practicas.
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Figura 4.4.10. Efecto de la temperatura en la germinacion de B. subtilis con HCI 0,1N: 25 °C (o),
37°C(m)y45°C ().
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La germinacién inducida por exposicion a acidos no ha sido muy estudiada. En
los afios 60 y 70 se estudi6 el efecto de la combinacién de calor con acido, es decir
tratamientos térmicos a bajos pHs en la activacion de esporos y su posterior inactivacion.
En cuanto al efecto de la acidez a temperatura ambiente en la germinacidn, son varios los
autores que han observado una menor capacidad de germinacion en los esporos tratados
con 4cido (Rode y Foster, 1966). Parece que el mecanismo por el que esto ocurre podria
estar relacionado con la lixiviacion de iones que produce el tratamiento acido, ya que si
tras el tratamiento, se expone a los esporos a elevadas concentraciones de calcio, estos

recuperan la capacidad para germinar (Rode y Foster, 1966).

Por otro lado, Lewis y col. (1960) propusieron la teoria del cortex contractil, donde
se asume que el bajo contenido en agua del protoplasto del esporo se debe a la presion
que ejerce el cortex sobre el interior, que hace salir el agua durante la maduracion del
esporo. Esta teoria seria compatible con el hecho de que el peptidoglicano del cortex
contiene un nivel bajo de enlaces cruzados (Popham y Bernhards, 2015), lo que le permite
contraerse o expandirse en respuesta a cambios de pH o fuerza idnica. En este sentido,
los tratamientos acidos podrian producir el colapso del cortex, que redujera la presion que
ejerce éste sobre el interior del esporo, lo que podria aumentar la permeabilidad de la
membrana interna, que es la barrera de permeabilidad més importante del esporo. Se ha
descrito que durante la esporulacion, los lipidos de la membrana interna se comprimen y
la envoltura se vuelve menos permeable a pequefias moléculas y, durante la germinacion,
al tiempo en el que se hidroliza el cortex, se colapsa, recuperando la movilidad y por
tanto, permitiendo el paso de moléculas (Cowan y col., 2004). Por tanto, durante los
tratamientos acidos, el bajo pH podria producir el colapso del cortex y, con ello, aumentar
la permeabilidad de la membrana interna a diferentes moléculas. Al aumentar la
permeabilidad, también podrian salir las moléculas del protoplasto y permitir la entrada

de agua en ¢él, con lo que se podria desencadenar la germinacion.

4.4.5.Germinacion con pulsos eléctricos de alto voltaje (PEAYV)

Los pulsos eléctricos de alto voltaje es una tecnologia emergente que actiia
aumentando la permeabilidad de las envolturas celulares (membrana plasmatica),
mediante un proceso conocido como electroporacion. Algunas aplicaciones de esta

tecnologia son la mejora de los procesos de extraccion de compuestos intracelulares y la
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inactivacion microbiana. En estos tratamientos, cuando la intensidad de campo eléctrico
a través de la membrana supera cierto umbral, se produce la permeabilizacion irreversible
de la célula, lo que resulta en la liberacion de los compuestos intracelulares y la lisis
celular (Raso y col., 2014). Sin embargo, resulta poco eficaz frente a los esporos
bacterianos (Lelieveld y col., 2007). Se ha descrito que los esporos latentes son resistentes
a los pulsos eléctricos de alto voltaje, pero perderian dicha resistencia en el momento en
que germinan (Hamilton y Sale, 1967). Cuando las envolturas externas se abren para
permitir la salida de la nueva célula vegetativa, la membrana citoplasmatica de la célula
hija se vuelve susceptible de ser permeabilizada (Hamilton y Sale, 1967). Otros autores
han observado el mismo efecto: Shin y col. (2010) apenas observaron 0,5 ciclos log de
inactivacion en esporos latentes de B. subtilis, incluso con elevada intensidad de campo
eléctrico (40 kV/cm), tiempos de tratamiento prolongados (1000 ps) y elevada
temperatura (50 °C). Por otro lado, Marquez y col. (1997) describieron hasta cinco ciclos
logaritmicos de inactivacién en B. cereus con 50 pulsos y una intensidad de campo
eléctrico de 50 kV/cm, y 3,4 ciclos logaritmicos en B. subtilis con 30 pulsos a la misma
intensidad. Quiza esta mayor eficacia del tratamiento en la inactivacion de esporos
bacterianos se deba a la elevada intensidad de campo eléctrico empleada por Marquez y
col. (1997). En cualquier caso, parece que los pulsos eléctricos de alto voltaje podrian
producir dafios en las capas externas de los esporos (Soni y col., 2016); si se aplican
pulsos de corta duracion, el esporo seria capaz de repararlos con el tiempo y sobrevivir,
pero si se aplican pulsos de mayor duracion, el dafio causado podria ser irreparable,

ocasionando su muerte (Barsotti y Cheftel, 1999; Soni y col., 2016).

Por otro lado, esta tecnologia parece que también induciria la germinacion de los
esporos (Shin y col., 2010), aunque este aspecto ha sido mucho menos estudiado. Resulta
razonable pensar que si los PEAV producen alteraciones en la membrana, podrian
interferir, quizas inducir, los procesos de germinacion. Asi, en esta tesis estudiamos
también el efecto de los pulsos eléctricos de alto voltaje en la germinacion de B. subtilis

(Figura 4.4.11). Se utilizé un campo eléctrico de 25 kV/cm, y temperatura ambiente.
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Figura 4.4.11. Estudio de la germinacion de B. subtilis con PEAV 25 kV/cm a pH 7,0: recuento

antes de pasterizar (@) y tras pasterizar a 75°C durante 10 min (=), y porcentaje de germinacion

(A).

Como se aprecia en la Figura 4.4.11, con este tratamiento no se observo
germinacion, ya que la pasterizacion posterior al tratamiento PEAV no inactivé ningin
esporo. Estos resultados contradicen los resultados publicados por Shin y col. (2010),
quienes observaron que el porcentaje de germinacion aumentaba con el tiempo de
tratamiento, es decir el nimero de pulsos, y también con la intensidad del campo eléctrico
y con la temperatura de tratamiento. Quizéa en nuestro caso no observamos germinacion
porque se utilizaron condiciones de tratamiento diferentes y menos agresivas: empleamos
una intensidad de campo eléctrico inferior, un nimero de pulsos menor y los tratamientos
se aplicaron a temperatura ambiente, y a pH neutro. Con objeto de aplicar condiciones de
mayor intensidad, y siendo el pH un factor esencial en el comportamiento microbiano
frente a la tecnologia PEAV, se estudié también el efecto de los PEAV en la germinacion
cuando el medio de tratamiento tenia un pH 4,0 (Figura 4.4.12). De hecho en células
vegetativas Gram positivas, de manera general, la acidez del medio reduce la resistencia

a los PEAV (Lelieveld y col., 2007).
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Figura 4.4.12. Estudio de la germinacion en B. subtilis con PEAV 25 kV/cm a pH 4,0: recuento

antes de pasterizar (azul) y tras pasterizar a 75°C durante 10 min (rojo).

Tampoco en condiciones acidas se observd germinacioén en B. subtilis (Figura
4.4.12) en las condiciones experimentales empleadas en este estudio. Tampoco se aprecid
inactivacion; es decir, los recuentos microbianos, tanto previos como posteriores a la

pasterizacion, permanecieron constantes, como en el caso de pH 7,0.

4.4.6.Germinacion con radiacion UV

La radiacion UVC ha demostrado ser muy efectiva en la inactivacion de bacterias,
virus y hongos, por lo que es muy empleada en la desinfeccion de superficies. Las
longitudes de onda empleadas en la industria alimentaria se encuentran entre 200 y 280

nm (Soni y col., 2016).

La diana celular de esta tecnologia es el ADN, donde se forman compuestos que
resultan letales para la célula si no son degradados. En los esporos se forma el
fotoproducto 5-timidil-5,6-dihidrotimina, conocido cominmente como fotoproducto de
esporos (Reineke y Mathys, 2020). Este compuesto es menos letal que el que se produce
en las células vegetativas, ya que durante la etapa de crecimiento del esporo éste dispone
de varios mecanismos de reparacion capaces de degradarlo (Setlow, 2006). Uno de los

aspectos que condiciona la formacion de dicho fotoproducto, en lugar de los compuestos
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generados en las células vegetativas, es la saturacion del ADN del esporo con las proteinas
SASPs (Setlow, 2006). Es decir, las proteinas SASPs protegen el ADN del esporo frente
a la radiacion ultravioleta, ya que favorecen la formacion de productos menos dafiinos

que los que se generan en células vegetativas.

Por otro lado, el Ca-DPA se ha descrito como fotosensibilizante; es decir, este
compuesto sensibiliza a los esporos frente a la radiacion ultravioleta (Reineke y Mathys,
2020; Setlow, 2006), por lo que se ha descrito que, paradojicamente, los esporos durante
la germinacion, tras la liberacion del Ca-DPA, podrian ser mas resistentes frente a esta

tecnologia que los esporos latentes (Setlow, 2001; Setlow y Li, 2015).

Sin embargo, no nos consta que se haya descrito el efecto de esta tecnologia en la
germinacion de los esporos, por lo que se decidi6 estudiar, al igual que en los casos
anteriores, el efecto de la radiacion ultravioleta en la germinacion de B. subtilis (Figura

4.4.13).
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Figura 4.4.13. Estudio de la germinacion de B. subtilis con UV a pH 7,0: recuento antes de

pasterizar (®) y tras pasterizar a 75°C durante 10 min (=) y porcentaje de germinacion (A ).

Como se puede apreciar en la Figura 4.4.13, la radiacion ultravioleta no indujo la
germinacion en las condiciones ensayadas. Posiblemente ello se deba a que el modo de
accion de esta tecnologia esta centrado muy especificamente en el ADN, por lo que era

previsible que no tuviera efecto en las primeras fases de la germinacion.
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Por otro lado, la radiacidn ultravioleta si que resultd eficaz en la inactivacion de
los esporos, incluso tras tiempos cortos de tratamiento, del orden de segundos (fluencias

de entre 10 y 40 KJ/cm?).

4.4.7.Analisis de la heterogeneidad y la variabilidad del fendmeno de germinacion por

diversos agentes

La germinaciéon es un proceso complejo en el que intervienen diferentes
componentes, estructuras del esporo y vias bioquimicas y metabdlicas, por tanto, parece

depender de las caracteristicas de los esporos a nivel individual.

La germinacion inducida por nutrientes se ha descrito como un proceso en dos
fases, una fase previa, llamada Ti.g, que seria la fase de latencia que se produce entre la
adicion de los nutrientes y el inicio de la liberacion del Ca-DPA, y la liberacion de Ca-
DPA, que se produce rapidamente y muestra cinéticas sigmoideas (Zhang y col., 2013).
El tiempo en el que cada esporo se encuentra en la fase Tiae €s variable, pudiendo durar
entre menos de un minuto hasta varias horas, en idénticas condiciones ambientales (Zhang
y col., 2013). Una de las posibles explicaciones de esta variabilidad fenotipica es el
nimero de receptores de la germinacion que poseen. Se ha observado que varia mucho
entre individuos de una misma poblacion (Zhang y col., 2010) y se ha descrito que la
presencia de mayores cantidades de dichos receptores supone una respuesta mas rapida
(Cabrera-Martinez y col., 2003). Por otro lado, el exceso de produccién de dichos
receptores puede afectar también negativamente a la germinacion (Cabrera-Martinez y
col., 2003). Sin embargo, parece que las diferencias en el numero de estos receptores no
justificarian completamente la heterogeneidad en la germinacion (Zhang y col., 2013),
por lo que los esporos podrian disponer de otros mecanismos que producen dicha

variabilidad.

Cabe destacar que la formacion de esporos es un mecanismo sofisticado de
resistencia a condiciones adversas que poseen algunas bacterias para garantizar la
supervivencia de la poblacion. Cuando las condiciones ambientales vuelven a ser
favorables, los esporos inician la germinacion y dan lugar a una nueva célula vegetativa
y, por tanto, pasan a ser vulnerables frente a distintos agentes, tanto fisicos como
quimicos. Ademas, los esporos no poseen la capacidad de adaptacion al ambiente que

poseen las células vegetativas, ya que carecen de metabolismo activo; por ello, el
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mecanismo probable de adaptacion a ambientes cambiantes que poseen podria ser la
diversificaciéon de fenotipos o diversificacion de apuestas “bet-hedging” (Frentz y
Dworkin, 2020; Setlow y col., 2017). De este modo, no todos los esporos de una
poblacién responderian a los mismos estimulos 0 no en el mismo momento ni con la
misma intensidad, para asegurarse asi que el conjunto de la poblaciéon no entre en los
procesos de germinacion a la vez, por si las condiciones se volvieran adversas de nuevo.
Este se cree que es el motivo por el que existe una gran heterogeneidad en la germinacion
e inactivacion de los esporos y por lo que la estrategia de inducir la germinacion, para

después inactivarlos con tratamientos menos severos, ha probado ser muy compleja.

En la Figura 4.4.14 se representan los porcentajes de esporos germinados tras
tiempos de exposicion constantes frente al agente germinante. Los datos corresponden a
la media de 6 réplicas de germinacion con CNYE, 5 réplicas con Ca-DPA, 3 con HHP y
6 con HCI, y las barras de error representan la desviacion estandar. Como se puede
apreciar en la Figura, en el caso de la exposicion a nutrientes, a CaDPA y a la acidez, la
mayor parte de los esporos germinaron en la primera hora de tratamiento, mientras el
porcentaje de esporos que germinaba fue reduciéndose a lo largo del tratamiento. Estos
datos muestran que la germinacion sigue una cinética asintotica, es decir, el porcentaje de
esporos que germina a lo largo del tratamiento va disminuyendo, pero quiza siempre
quede una pequefia fraccion de esporos latentes por germinar. Unicamente en el caso de

las HHP se observaron porcentajes similares tras tiempos de exposicidon constantes.
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Figura 4.4.14. Porcentaje de esporos que germinan en intervalos de 60 minutos con nutrientes,

Ca-DPA (60 mM) y HCI (0,1 N) y en intervalos de 10 minutos con HHP (300 MPa).

Por otro lado, en los estudios realizados en esta investigacion se encontré gran
variabilidad en la germinacion inducida por los distintos agentes en la misma poblacion
microbiana (Figura 4.4.15 y Figura 4.4.16). La Figura 4.4.15 incluye las curvas de
germinacion por exposicion a los cuatro agentes en las condiciones consideradas mas
eficaces, y la Figura 4.4.16, los ciclos Log de germinacion tras tiempos de exposicion
crecientes al agente germinante. En ambos casos, los datos corresponden a la media de 6
réplicas de germinacién con CNYE, 5 réplicas con Ca-DPA, 3 con HHP y 6 con HCI, y
las barras de error representan la desviacion estandar. Como se aprecia en las Figuras,
parece que la variabilidad fue mayor en la germinacion inducida por nutrientes y por HCI.
Ademas, se encontré mayor variabilidad en la primera hora de tratamiento, mientras que,

a partir de ese momento, como se puede observar en la Figura 4.4.14, la mayor parte de
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los esporos ya habia germinado. Estos datos muestran que, pese a que todos los esporos
se exponen a la misma concentracion de los inductores, y bajo las mismas condiciones

medioambientales, no todos ellos parecen responder al mismo tiempo o con la misma

intensidad.
Nutrientes Ca-DPA
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Figura 4.4.15. Estudio de la variabilidad en la germinacion de B. subtilis con varios agentes:

nutrientes, Ca-DPA (60 mM), HHP (300 MPa) y HCI (0,1 N).
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Figura 4.4.16. Ciclos de germinacion de esporos de B. subtilis expuestos a: nutrientes, Ca-DPA
(60 mm), HHP (300 MPa) y HCI (0,1 N).

4.4.8.Estudio comparativo de las caracteristicas fisiologicas de los esporos germinados

por los diferentes agentes

La germinacion es un proceso complejo en el que se sabe que tienen lugar varios
eventos a nivel celular y molecular, aunque no todos ellos se conocen con detalle. De
hecho, hay algunos aspectos que tradicionalmente se habian aceptado y que recientemente
se estan cuestionando, como por ejemplo el momento en el que se inicia la sintesis de
proteinas. Tradicionalmente se habia establecido que no tenia lugar hasta la fase de
desarrollo, la ultima fase de la germinacion, sin embargo, Sinai y col. (2015) afirmaron
que se iniciaba tras la salida de DPA, y que era necesaria para que la germinacion tuviera
lugar. Por otro lado, tampoco se sabe con certeza a través de qué canales se libera el DPA
durante la germinacion, ni como se produce la union entre los nutrientes y los receptores

y cémo esto desencadena el resto de eventos. En resumen, hay muchas lagunas de
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conocimiento en relacion a la germinacion, por lo que en esta tesis se decidio estudiar los
cambios que se producen en algunos aspectos fisiologicos que tienen lugar durante la

germinacion de B. subtilis iniciada por diversos estimulos.

Los aspectos que se estudiaron en esta tesis engloban fendmenos que se han
asociado a distintas fases de la germinacion. Por un lado, la fase I se midio a través del
descenso en densidad optica (DO) y la salida de DPA, mientras que el inicio de la fase I1
se estudié mediante la permeabilidad del cortex a un colorante especifico, el Syto 16 y
asumimos que la fase II se habia completado, y utilizamos como indicador de
germinacion, cuando los esporos perdian su caracteristica termorresistencia, es decir,
cuando se inactivaban con un tratamiento fijo de pasterizacion, capaz de inactivar las
células vegetativas. Es importante destacar que en la literatura cientifica no existe
informacion precisa acerca del nivel de inactivacion y/o de la intensidad del tratamiento
térmico que se considera suficiente para distinguir un esporo aun termorresistente de un
esporo ya termosensible, es decir, no se puede establecer un umbral claro que permita
hacer esta distincion. De hecho, ocasionalmente se ha descrito que durante la fase I de la
germinacion ya se produce cierta pérdida de termorresistencia, debido a la hidratacion
parcial del protoplasto (Setlow y col., 2001; Setlow, 2013). Estos aspectos seran objeto

de estudio en un capitulo posterior de esta Tesis Doctoral (Capitulo 4.5).

De forma adicional se estudié la permeabilidad de la membrana interna, mediante
la tinciéon con yoduro de propidio (IP), ya que se ha descrito como la barrera de

permeabilidad més importante que poseen los esporos (Cowan y col., 2004).

Cabe destacar la enorme dificultad que entrafian estos estudios, debido a, como se
ha descrito en la seccidon anterior, la heterogeneidad y variabilidad encontrada en la
germinacion, lo que dificulta la interpretacion de los resultados. Por otro lado, el pequefio
tamafio de los esporos dificulta e incluso impide la utilizacién de determinadas técnicas,
como la citometria de flujo, que produce resultados mucho mas robustos para células de
mayor tamafio, razon por la cual en este trabajo se hubo de optar por la microscopia de
fluorescencia, mucho mas laboriosa. Los detalles de optimizacion de las tinciones de

fluorescencia se incluyen en el capitulo 4.1 de esta Tesis Doctoral.
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Germinacién por nutrientes

En la Figura 4.4.17A se muestran los resultados correspondientes a tres réplicas
independientes. Como se ha comentado anteriormente, la variabilidad en las réplicas
individuales dificulta el tratamiento estadistico y la interpretacion de los datos
presentados, por ello, y con objeto de mostrar el comportamiento con mayor claridad, en
la Figura 4.4.17B se muestran los resultados correspondientes a una sola réplica,
representativa del comportamiento observado. El % de germinacion incluido en las
figuras corresponde al % de esporos que pierden la resistencia al tratamiento de

pasterizacion (75°C/10 min).
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Figura 4.4.17. Estudio fisiologico de la germinacion de B. subtilis con nutrientes de tres réplicas

(A) y una sola réplica representativa (B).
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Como se aprecia en la Figura 4.4.17, todos los parametros estudiados se
incrementaron con el tiempo de exposicion a los nutrientes. Los resultados obtenidos
sugieren que el descenso en densidad Optica y la salida de DPA serian los eventos que
primero tienen lugar en la germinacion, ya que tras 30 y 60 minutos, se obtuvieron
porcentajes muy elevados en estos dos parametros. Esto esta en concordancia con lo
encontrado en la bibliografia, dado que son los cambios que se producen en la fase I de
la germinacion (Paidhungat y Setlow, 2002; Setlow y col., 2003). Por otro lado, la pérdida
de termorresistencia (indicado como % de germinacion en las figuras), pese a que en un
inicio habiamos considerado que seria un indicativo de la germinacién en una fase
avanzada, final de la fase II, los resultados observados sugieren que podriamos estar
detectando el final de la fase I, es decir, cuando el protoplasto se ha hidratado
parcialmente (Setlow y col., 2001; Setlow, 2013), ya que la pérdida de termorresistencia

observada se producia de forma rapida y relacionada con los eventos de la fase 1.

Por otro lado, la tincion con Syto 16, que detecta la hidrélisis del cortex, y por
tanto la fase II, fue un proceso mas lento, es decir se inici6 mas tarde, como cabia esperar
en base a la informacion recogida en la bibliografia. No obstante, cabe destacar que
nuestros resultados sugieren que para que la tincién tenga lugar, seria necesario un

elevado grado de hidrolisis del cortex.

Por ultimo, se observo también un relativamente elevado porcentaje de esporos
tefiidos con yoduro de propidio, que, en la mayoria de los casos, aumentaba
progresivamente con el tiempo de exposicion a los nutrientes, dentro del tiempo utilizado.
Esta observacion sugiere que la membrana interna de los esporos se permeabilizaria
durante la germinacion, y ademas de forma previa a la hidrolisis del cortex, o al menos,
de forma previa a la tincidon con Syto 16. Se trata de un aspecto que no ha sido descrito
hasta la fecha, ya que de forma habitual se considera que la tincién con yoduro de propidio

tiene lugar cuando la célula ha perdido la viabilidad.

Una posible explicacion al fendémeno de permeabilizacion de la membrana interna
durante la germinacion podria ser que, para que se produzca la salida de los compuestos
del interior del protoplasto, sea necesaria cierta permeabilizacion de dicha envoltura. Es
decir, quiza la liberacion de Ca-DPA no se produzca por los canales SpoVA, como ha
sido sugerido (Setlow y col., 2017), pero no demostrado, o bien, dichos canales no serian
especificos de este compuesto y permitirian la salida y entrada de otras moléculas. No

obstante, la tincion con IP sucedia posteriormente a la salida de los compuestos de
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pequefio tamafio molecular del interior del protoplasto. Ello quizd se deba a que este

colorante tiene un mayor peso molecular (668,40 Da).

Una hipotesis que se podria desprender de los resultados obtenidos en este estudio
seria que, en primer lugar, los nutrientes activasen de alguna manera los receptores de la
germinacion, lo que podria producir cierta permeabilizacion de la membrana interna,
permitiendo la salida de DPA y cationes divalentes y la entrada de algo de agua (por lo
que los esporos perderian termorresistencia). Posteriormente, el DPA del protoplasto
activaria los enzimas liticos del cortex, lo que degradaria esta envoltura y permitiria la
expansion de la membrana interna, provocando su permeabilizacion (permitiendo la
entrada de IP). En este punto, los esporos recuperarian la actividad metabdlica y

empezarian la etapa de desarrollo, dando como resultado nuevas células vegetativas.

Germinacién por CaDPA
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Figura 4.4.18. Estudio fisiologico de la germinacion de B. subtilis con Ca-DPA (60 mM): cuatro

réplicas (A) y una réplica representativa (B).

En cuanto a la germinacion inducida por Ca-DPA, cabe destacar que no pudo
medirse el descenso de densidad oOptica a partir de 60 minutos porque se formaban
precipitados que alteraban las medidas. Tampoco en este caso se determind la liberacion
de DPA, por interferencia del propio compuesto que se afiadia de manera exoégena. Por

esta razon estas medidas no aparecen en las figuras.

Los resultados muestran que en este caso, y, al contrario de lo esperado, la tincién
con Syto 16 era de pequefia magnitud, aunque si se aprecio tincién en una pequeia
fraccion de los esporos. Es decir, al menos a través de la entrada de este colorante, no se
pudo evidenciar la hidrolisis masiva del cortex, lo cual es dificil de explicar, ya que se
asume que la germinacion inducida por CaDPA induce la degradacion del cortex. Por
otro lado, se observd un rapido incremento de la tincion con IP, lo que indicaria
permeabilizacion intensa de la membrana, pero tras tiempos prolongados de exposicion
al CaDPA, 120 minutos, este efecto revertia. Esto podria deberse a que el material
genético de los esporos cambiase de conformacion por efecto del tratamiento, lo que
modularia la unidon del colorante. No podemos descartar que esto mismo estuviese

ocurriendo con el colorante Syto 16.
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Germinacién por altas presiones hidrostaticas
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Figura 4.4.19. Estudio fisiologico de la germinacion con altas presiones hidrostaticas (300 MPa)

en B. subtilis.

La Figura 4.4.19 muestra los resultados de los tratamientos con altas presiones; en
este caso, se utilizd tnicamente el tiempo de tratamiento mas prolongado, dado que el
porcentaje de germinacion obtenido fue, bajo las condiciones experimentales utilizadas
(300 MPa, pH 7,0, durante 50 minutos), menor que en el resto de agentes germinantes
estudiados. En cualquier caso, el patron de cambios celulares observado en los esporos
germinados por altas presiones fue similar al observado en la germinacion por nutrientes
(Figura 4.4.16). Esto podria estar indicando que a la presion utilizada, los esporos estaban

germinando predominantemente a través de la activacion de los receptores de nutrientes.

Asi, en este caso también, los resultados obtenidos sugieren que existe una
relacion entre el descenso de densidad Optica, la salida de DPA vy la tincion con IP, por lo
que el tratamiento podria producir la permeabilizacion de la membrana interna y asi
permitir la liberacion de las moléculas del protoplasto. También en células vegetativas
parece que una de las dianas de esta tecnologia es la membrana citoplasmatica (Mafas y

Pagan, 2005).

Por otro lado, parece que lo que se produce en mayor medida es la pérdida de
termorresistencia, aunque este evento estaria relacionado con los anteriores, ya que la

sensibilizacion al calor se deberia a la entrada de agua en el protoplasto. Por ultimo, en
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estas condiciones, a diferencia del caso de la germinacion con nutrientes, no se observo
un grado elevado de tincidon con Syto 16, lo que implica que el tratamiento no produciria
la hidrélisis del cortex de todos los esporos que germinan. Quiza este fenomeno se deba
simplemente a que se necesita mas tiempo para que el cortex se hidrolice por completo y
permita la entrada del colorante. Como se ha mencionado anteriormente, parece que la

tincion con Syto16 requeriria un elevado grado de afectacion del cortex.

Germinacién por HCI

Tampoco en los tratamientos con HCI se observo tincion con Syto 16, en este caso,
ni siquiera se tifio el 5% de los esporos (Figura 4.4.20). Quiza se deba a que cuando los
esporos se tratan con acido, estos quedan bloqueados en la fase I de la germinacion
durante un tiempo, es decir, no es inmediato. En este caso no fue posible determinar la
salida de DPA mediante espectroscopia, lo que parece indicar que la acidez afectaba en
las medidas, incluso si se neutralizaba antes de la lectura. Este aspecto se estudid con mas
profundidad mediante una técnica fluorimétrica de determinacion del DPA, como se

detalla mas adelante en este capitulo.
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Figura 4.4.20. Estudio fisiologico de la germinacion de B. subtilis con HC (0,1 N): tres réplicas

(A) y una réplica representativa (B).

Como muestra la Figura 4.4.20, los tratamientos acidos produjeron una rapida
pérdida de termorresistencia (indicador de germinacion); tras 30 minutos el 50% de los
esporos se mostrd termosensible. Ademads, la pérdida de densidad Optica mostrd una
cinética similar. Estos eventos sugieren que los esporos alcanzan la fase I de la
germinacion rapidamente tras la exposicion a HCI. Sin embargo, en este caso apenas se
observo tincion ni con yoduro de propidio ni con Syto 16. Estas observaciones parecen
indicar que la germinacion inducida por acidez podria ser un fendémeno quimico rapido
en el cual no se producirian apenas cambios celulares. Es importante resefiar que se
comprobo que la tincién mediante los dos colorantes de fluorescencia utilizados, IP y
Syto16, era igualmente muy baja cuando se neutralizaba el medio de manera previa a la
tincion (datos no mostrados), lo cual nos permite descartar una interferencia metodologica

de la acidez.

Pulsos eléctricos de alto voltaje y radiacion ultravioleta

Por otro lado, con los tratamientos con pulsos eléctricos de alto voltaje, no se
observaron cambios fisioldgicos en los esporos, como cabia esperar, ya que no indujeron

la germinacion de los esporos, ni su inactivacion (Figura 4.4.21).
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Figura 4.4.21. Estudio fisiologico de la germinacion de B. subtilis tratado con pulsos eléctricos

de alto voltaje (25Kv, pH 7,0 y pH 4,0).

Por ultimo, en el caso de los tratamientos con radiacion ultravioleta, tampoco se
obervaron cambios fisiologicos (Figura 4.4.22), a pesar de que en este caso, si que se

producia la inactivacion del 97-98 % de los esporos.
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Figura 4.4.22. Estudio fisiolégico de la germinacion de B. subtilis tratado con radiacion

ultravioleta (254 nm).
Adicionalmente y de forma posterior a estos estudios, gracias a la reciente

aquisicion por parte del grupo de ivestigacion de un fluorimetro capaz de excitar a

longitudes de onda en la region de ultravioleta, se decidié determinar la salida de DPA
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mediante su unidon con TbCls, que da lugar a complejos Tb-DPA que producen
fluorescencia. Esta metodologia permite detectar el compuesto de forma mas selectiva
que la empleada anteriormente, ya que en las graficas anteriores las medidas podrian estar
sobrevaloradas debido precisamente a la menor especificidad. Estos estudios se realizaron
en el caso de la germinacion con nutrientes y acidez, en el caso del Ca-DPA no fue posible
determinarlo por interferencias con el propio germinante. La Figura 4.4.23 muestra los

datos de la germinacion con nutrientes y acidez.
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Figura 4.4.23. Evolucién de la salida de DPA en relacion al porcentaje de germinacion durante

la exposicion a nutrientes y acidez (HCI1 0,1 N).

Como se puede observar en la Figura 4.4.23, la salida de DPA estaba muy

relacionada con la pérdida de termorresistencia en los esporos expuestos a la germinacion

230



Resultados y discusion

por nutrientes, existiendo una muy buena correlacion hasta el 60% de esporos
germinados. Por tanto, estos resultados parecen confirmar que son eventos que estarian
relacionados. De esta forma, seria la salida de DPA la que permitiese la entrada de agua
en el protoplasto y consecuentemente, la pérdida de termorresistencia del esporo.
Probablemente la determinacion de DPA mediante lectura espectrofotométrica a 270 nm,
estaria detectando la salida de DPA y de otros compuestos de bajo peso molecular.

Por otro lado, en el caso de la germinacién con acidez, se aprecia que la salida de
DPA sucede con anterioridad a la germinacion. Estos resultados podrian apoyar la teoria
de que el pH acido produciria el colapso del cortex, lo que aumentaria la permeabilidad
de la membrana interna y permitiria la salida de los compuestos del protoplasto, entre
ellos, del DPA. Sin embargo, a pesar de que estos fendomenos también desencadenarian
la entrada de agua en el protoplasto y con ello, la pérdida de termorresistencia del esporo,
en este caso dicha pérdida de termorresistencia sucederia de forma mas lenta que la salida
de DPA.

En ambos casos se alcazaba un maximo de salida de DPA, momento a partir del
cual la germinacidon continuaba produciéndose progresivamente en un porcentaje

creciente de esporos, sin necesidad de verificarse una salida adicional de DPA.

4.4.9.Comparacion v conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la germinacion
produce cambios diversos en los esporos, que pueden ser diferentes en funcion del

tratamiento escogido para inducirla.

Tabla 4.4.1. Tabla resumen de los cambios fisiologicos que se producen en B. subtilis durante la

germinacion con distintos agentes. ND: no determinado.

Nutrientes  CaDPA HHP HcCI PEAV uv
Germinacion S S SI S NO NO
Descenso DO +++ ND +++ +H+ - -
Salida DPA +4++ ND ++ ot . .
Tincion IP +++ ++ +++ + - -
Tincion Syto 16 +++ T ++ - - -
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Con la exposicion a los nutrientes se observaron cambios fisiologicos a diversos
niveles celulares y ademas rapidamente, es decir, tras 30 min de exposicion ya se observo
una elevada pérdida de densidad Optica, salida notable de DPA y pérdida de
termorresistencia (germinacion). Pero también se observd tincion con IP en un elevado
porcentaje de la poblacidn, lo que resulta interesante puesto que hasta la fecha tan solo se
ha relacionado este fenomeno con la pérdida de viabilidad del esporo (Laflamme y col.,
2004; Mathys y col., 2007). Por lo tanto, los datos obtenidos en este estudio demuestran
que en la fase I de la germinacion con nutrientes se produce cierta permeabilizacion de la
membrana interna. Este podria ser un evento posterior a la salida de DPA y a la pérdida
de densidad oOptica y de termorresistencia, ya que parece que el porcentaje de tincion
aumenta mas lentamente. Sin embargo, dado que el colorante empleado tiene un peso
molecular elevado, no se puede descartar que la permeabilizacion de la membrana interna
sucediese de forma simultanea al resto de eventos, o bien precederlos, e incluso ser la
causa de la salida rapida de DPA. Es decir, la permeabilizacion de la membrana interna
podria estar relacionada con el intercambio de moléculas observadas entre el protoplasto
del esporo y el medio extracelular durante la germinaciéon. También se observo que la
hidrolisis del cortex seria un proceso mas lento, como cabia esperar, confirmandose que

se trata de un evento que tiene lugar en la fase II de la germinacion.

Por otro lado, con los tratamientos de Ca-DPA se observaron cambios similares a
la germinacion con nutrientes, incluida la tincidon con IP. Sin embargo, en este caso,
parece que la tincidn se perdia progresivamente tras tiempos prolongados de tratamiento,
lo que podria deberse a cambios en el ADN que impedirian la unién del colorante, ya que
es poco probable que la membrana interna recuperase de nuevo su integridad bajo esas
condiciones. En este caso se observd una tincidén con Syto 16 de menor magnitud a la
esperada, lo que podria ser porque o bien el tratamiento no produce la hidrélisis del cortex,
o es mas lenta, o bien, al igual que podria ocurrir en el caso del IP, por posibles cambios
en la conformacion del ADN que impidieran su uniéon. Tampoco se observd gran
porcentaje de tincion con Syto 16 en los tratamientos con altas presiones hidrostaticas,
por lo que parece que estos tratamientos no afectarian mucho al coértex, o al menos lo
harian en menor magnitud que en la germinacion por nutrientes. Sin embargo, si que se
observaron los cambios propios de la fase I de la germinacion, como la pérdida de
densidad 6ptica y la salida de DPA. Por otro lado, también en este caso se observoé tincion

con IP, lo que sugiere que esta tecnologia también afectaria a la membrana interna de los
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esporos. En el caso de las altas presiones, se observd una elevada pérdida de
termorresistencia, que podria deberse a la entrada de los esporos en la fase I de la
germinacion y/o a cambios adicionales causados por esta tecnologia, como
modificaciones en los enlaces hidrofébicos como han descrito algunos autores (Okazaki

y col., 2000).

Por ultimo, con los tratamientos de acidez se observo que la fase I se alcanzaba
rapidamente en un elevado porcentaje de esporos, con salida rapida de DPA, pero apenas
se observo tincidon con ninguno de los dos colorantes. Esto podria ser debido a que, como
se ha argumentado en el caso del Ca-DPA, el tratamiento produjese cambios en el ADN
de los esporos, impidiendo la unién con los colorantes. No obstante no se puede descartar
la ausencia de cambios celulares notables, y serian necesarios mas estudios para confirmar

este aspecto.

En resumen, con todos los tratamientos empleados, salvo con los pulsos eléctricos
de alto voltaje y con la radiacion ultravioleta, se consiguié inducir la germinacion de B.
subtilis. En todos los casos se observd que la entrada en fase I de germinacion fue
relativamente rapida en un elevado porcentaje de esporos, mientras que la fase II,
atendiendo a la tincion con Syto 16, se trata de un evento mas tardio. Por otro lado, la
permeabilizacion de la membrana interna parece estar relacionada con la salida de DPA
y entrada de agua al protoplasto, es decir, podria estar relacionada de alguna manera con
la germinacion de los esporos y con su pérdida de termorresistencia. Esta
permeabilizacion se detectd en mayor o menor grado en todos los casos excepto en la
germinacion inducida por acidez, y fue especialmente relevante en el caso de la

germinacion inducida por nutrientes (Figura 4.4.24).
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Figura 4.4.24. Relacion entre los porentajes de germinacion y de tincidon con IP en la germinacion

inducida por nutrientes (®), Ca-DPA (), altas presiones hidrostaticas (e) y HCI (¢).

Ademas, a pesar de que en un inicio se asume que la pérdida de termorresistencia
sucede al final de la fase II de la germinacion, los datos obtenidos sugieren que se podria
producir en la fase I, con la hidratacion parcial del protoplasto. Algunos autores han
comentado que en esta fase se produce cierta pérdida de termorresistencia, aunque no ha
sido posible encontrar datos en la bibliografia sobre cuanta termorresistencia se pierde o
en qué momento sucede. Como este aspecto, en nuestra opinon, necesitaba de un estudio

mas detallado, decidimos estudiarlo en mayor profundidad.
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De forma tradicional se ha aceptado que los esporos pierden su extrema resistencia
a distintos agentes, tanto fisicos como quimicos, cuando germinan (Kohler y col., 2018;
Setlow y Johnson, 2019). Es por ello, que una estrategia para la inactivacion de esporos
mediante tratamientos menos intensos consiste en inducir su germinacion, para
posteriormente inactivar los esporos germinados. Este planteamiento ha desencadenado
un gran esfuerzo en la investigacion de distintos mecanismos para inducir de forma
homogénea la germinacion de los esporos. Sin embargo, no se ha prestado apenas
atencion a la resistencia que poseen los esporos germinados a los distintos tratamientos.
Por ejemplo, no estd claro el momento concreto de la germinacion en la que se pierde
dicha resistencia, ni si se trata de un proceso de todo o nada o si, por el contrario, la

resistencia se va perdiendo paulatinamente.

Se ha descrito que la salida de DPA en la fase I de la germinacién permite la
entrada de algo de agua al protoplasto, lo que conlleva cierta pérdida de termorresistencia
(Setlow y col., 2001; Setlow, 2003), que se completaria con la hidrdlisis del cortex en la
fase I y la hidratacion total del protoplasto. Por otro lado, Luu y Setlow (2014)
observaron que los esporos en la etapa de compromiso (“commitment”) eran sensibles a
temperaturas no letales para los esporos latentes, debido posiblemente, seglin los autores,
a que a esas temperaturas se produce la salida de DPA en los esporos comprometidos. En
definitiva, a pesar de que se ha planteado la induccion de la germinacion y la posterior
inactivacion de los esporos germinados, como una estrategia para optimizar su
inactivacion, apenas se ha estudiado como ni en qué momento ocurre dicha pérdida de
resistencia. Tampoco se ha estudiado si los esporos pierden la resistencia a todos los
agentes al mismo tiempo o, por el contrario, cada tecnologia/agente los inactivaria en
distintas etapas de la germinacion. Ademads, tampoco se conoce con certeza si la
resistencia de los esporos parcialmente germinados es similar a la de las células

vegetativas o intermedia entre la de estas y los esporos latentes.

Por otro lado, los pulsos eléctricos de alto voltaje se han mostrado como una
tecnologia eficaz en la inactivacion de células vegetativas a bajas temperaturas, que afecta
en menor medida a las propiedades de los alimentos, por lo que se han propuesto como
una alternativa frente a los tratamientos térmicos. No obstante, pese a que algunos autores
han observado inactivacion de esporos con esta tecnologia (Marquez y col., 1997), en la
mayoria de ocasiones se ha descrito que tan solo en combinacién con calor resultaria

efectiva (Reineke y col., 2015; Siemer y col., 2014). Se ha propuesto que las proteinas de

237



Resultados y discusion

la cubierta, asi como del cortex y el protoplasto podrian ser las dianas celulares de esta
tecnologia en los esporos (Pillet y col., 2016). Se ha descrito también que la resistencia
de los esporos frente a los pulsos eléctricos de alto voltaje se perderia con la germinacion
del esporo (Hamilton y Sale, 1967). La baja efectividad de los pulsos eléctricos de alto
voltaje en la inactivaciéon de esporos podria deberse a que la diana celular de esta
tecnologia en células vegetativas es la membrana citoplasmatica (Mafias y Pagan, 2005),
que es equivalente a la membrana interna de los esporos. En el caso de los esporos, esta
envoltura tiene un diametro entre 4 y 12 veces menor que en células vegetativas, es decir,
esta mas comprimida que en las células vegetativas, por lo que se requeriria una fuerza
de campo eléctrico muy elevada para poder producir su permeabilizacion (Reineke y
Mathys, 2020). Sin embargo, cuando los esporos germinan, el didmetro de esta membrana

aumenta (Cowan y col., 2003), por lo que resultaria mas sencilla su permeabilizacion.

En cuanto a la radiacion ultravioleta, se trata de una tecnologia muy efectiva en la
inactivacion tanto de bacterias, como de virus y hongos (Guerrero-Beltran y Barbosa-
Canovas, 2004). También ha resultado ser efectiva frente a esporos bacterianos, aunque
su resistencia es entre 10 y 50 veces superior a la de las células vegetativas (Nicholson y
col., 2000; Setlow, 2006; Soni y col., 2016). Aunque el mecanismo de accioén de esta
tecnologia en las células vegetativas se sabe que es el dafio al ADN vy la interferencia en
los sistemas de transcripcion y traduccion, en los esporos inicialmente se propuso la
cubierta como la responsable de su mayor resistencia. Sin embargo, parece que la
resistencia de los esporos se debe a las caracteristicas de su DNA, sobre todo a las
proteinas SASPs, que alteran las propiedades fotoquimicas del DNA, de manera que
durante el tratamiento con UV se formarian compuestos que no son tan letales como los
que se forman en las células vegetativas (Nicholson y col., 2000; Soni y col., 2016).
Ademas, algunos esporos tienen la capacidad de reparar los dafios causados por UV
(Setlow y Li, 2015). Por otro lado, se ha descrito que el Ca-DPA actia como
fotosensibilizador, facilitando la transferencia de energia del DPA fotoexcitado a los
residuos de timina, para promover la formacion de fotoproductos de esporos (“spore
photoproduct”, SP) (Douki y col., 2005), que son las moléculas letales que se forman con
esta tecnologia en los esporos (Setlow y Li, 2015). Se ha descrito que durante la
germinacion, tras la salida de DPA, pero antes de la degradacion de las proteinas SASPs,
la resistencia a la radiacion ultravioleta de los esporos en germinacion aumenta con

respecto a los esporos latentes, debido precisamente a la liberacion de DPA (Setlow,
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2001; Setlow y Li, 2015). Por lo tanto, con esta tecnologia podria ocurrir lo contrario de
lo que ocurre con otras tecnologias y es que, durante la germinacion, los esporos podrian

ser mas resistentes.

En resumen, hay muchas cuestiones sin resolver en cuanto a la pérdida de
resistencia de los esporos durante la germinacion, por lo que este capitulo se centrd en
estudiar la resistencia de esporos tras distintos tiempos de exposicidn a varios germinantes
incluidos en el capitulo anterior (acidez, nutrientes y Ca-DPA) frente al calor, por ser la
tecnologia de referencia en la inactivacion de esporos, los pulsos eléctricos de alto voltaje,
ya que es una tecnologia emergente poco efectiva en la inactivacion de esporos, y frente
a la radiacion UV, de eficacia intermedia. Se dedic6 un mayor esfuerzo a caracterizar la
sensibilizacion frente al calor por ser esta tecnologia la mas importante desde un punto

de vista préactico.

El modo de accion de las tres tecnologias es muy diferente, lo cual podria aportar
conocimiento basico acerca de la fisiologia de los esporos germinados, y su transicion
hacia célula vegetativa. Aunque resulta dificil poder hacer comparaciones debido a la
muy diferente naturaleza de los tratamientos estudiados, se escogieron condiciones
(intensidad de tratamiento) que conseguian una inactivacion al menos dos ciclos

logaritmicos superior en las células vegetativas de B. subtilis en relacion a los esporos.

4.5.1.Estudio de la termorresistencia de esporos de B. subtilis parcialmente germinado

La pérdida de termorresistencia es un parametro importante, no solo desde un
punto de vista practico, sino que también se trata de una de las técnicas empleadas para
estudiar la germinacién. Es decir, se considera que un esporo ha germinado cuando se
inactiva con un tratamiento de pasterizacion. No obstante, tal y como se discutid en el
capitulo anterior, no se sabe con certeza en qué etapa de la germinacion se encuentra
dicho esporo. Ademads, tampoco sabemos si la termorresistencia es similar a la que
muestran las células vegetativas o es intermedia entre estas y la de los esporos latentes.
Por ello, en este capitulo se utilizaron esporos de B. subtilis a los que se expuso a tres
tratamientos germinantes: acido clorhidrico, caldo nutritivo con extracto de levadura
(CNYE) y Ca-DPA. A lo largo del tiempo de exposicion a los germinantes se realizaron

determinaciones de supervivencia a 95 °C. Se escogio esta temperatura tras experimentos
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preliminares, ya que permitia observar la evolucion del fendmeno de termosensibilizacion

con tiempos de exposicion al calor razonables.

En primer lugar, se estudio la termorresistencia de las células vegetativas de B.

subtilis para poder comparar después con los esporos germinados (Figura 4.5.1).

0 1 2 3
Tiempo (min)

Figura 4.5.1. Curvas de supervivencia de las células vegetativas de B. subtilis a 50°C (e), 55°C

(m) y 60°C (A). La linea discontinua representa el nivel de recuento fiable de la técnica utilizada.

Como muestra la Figura 4.5.1, las células vegetativas fueron muy sensibles al
calor, llegando a inactivarse casi dos ciclos logaritmicos tras dos minutos a 50 °C (valor
Dso de 1,11 minutos). Seguidamente se procedio6 a evaluar la termorresistencia a 95°C de
los esporos de B. subtilis sometidos a tratamientos de germinacion durante diferentes
tiempos. A esta temperatura, dada la termosensibilidad de las células vegetativas, éstas
deberian inactivarse en gran magnitud (>12D) de manera practicamente instantanea. Tras
cada tiempo seleccionado de exposicion a los tres agentes germinantes, se evalud la
termorresistencia a 95 °C. La Figura 4.5.2 muestra a modo de ejemplo las curvas de
supervivencia de los esporos nativos y de los parcialmente germinados tras la exposicion

durante 120 minutos a HCI.
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Figura 4.5.2. Curvas de supervivencia a 95 °C de esporos nativos () y de esporos parcialmente

germinados tras 120 minutos de exposicion a HCI (m).

El ejemplo de la figura muestra como los esporos parcialmente germinados
perdian resistencia al calor, observandose una pérdida de viabilidad inicial muy acusada,
que se manifestaba en el primer recuento obtenido tras 1 minuto a 95°C. Posteriormente,
en este caso, el resto de la poblacion superviviente se inactivaba frente al calor mas

rapidamente que la poblacion nativa.

La Figura 4.5.3 muestra todas las graficas de supervivencia correspondientes a los
esporos germinados en presencia de nutrientes, la Figura 4.5.4 a los germinados con Ca-
DPA, y la Figura 4.5.5, a los germinados por la accion del HCI. En cada caso se muestra
una sola réplica individual representativa, correspondiente a una unica curva de

germinacion, para una mejor observacion del comportamiento.

Como se puede observar en las figuras, quiza uno de los aspectos mas destacables
sea la rapida inactivacion inicial que se producia, que parecia mas relevante en el caso de
los esporos expuestos a nutrientes. Con objeto de profundizar en este aspecto, se
representaron las Figuras 4.5.6, 4.5.7 y 4.5.8 en la que se relacionan los ciclos
logaritmicos de inactivacion alcanzados tras un minuto de exposicion al tratamiento
térmico a 95°C, y los ciclos logaritmicos de germinacion en ese mismo punto, mediante

la exposicion a cada uno de los tres agentes germinantes. Como se desprende de la Figura,
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parecia existir una correlacion entre la germinacién y la inactivacion inicial,

especialmente patente en el caso de los esporos germinados por exposicion a nutrientes.

'4 T T T 1
0 10 20 30 40

Tiempo (min)

Figura 4.5.3. Curvas de supervivencia a 95 °C de esporos de B. subtilis tras distintos tiempos de
exposiciéon a nutrientes: 0 minutos (¢), 1 minuto (m), 10 minutos (4 ), 60 minutos (V) y 120

minutos (e).
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Figura 4.5.4. Curvas de supervivencia a 95 °C de esporos de B. subtilis tras distintos tiempos de

exposicion a Ca-DPA: 0 minutos (#), 1 minuto (m), 10 minutos ( 4 ), 60 minutos ( V'), 120 minutos

(®) y 240 minutos ().
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Figura 4.5.5. Curvas de supervivencia a 95 °C de esporos de B. subtilis tras distintos tiempos de

exposicion a HCI: 0 minutos (¢), 1 minuto (m), 10 minutos (4 ), 60 minutos (V) y 120 minutos

(®).

La Figura 4.5.9 incluye todas las réplicas individuales, para un analisis mas

detallado de los datos experimentales.
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Figura 4.5.6. Relacion entre los ciclos log. de germinacion (barras moradas) y de inactivacion

(barras verdes) tras 1 minuto a 95 °C en esporos de B. subtilis tras distintos tiempos de exposicion

a nutrientes.
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Figura 4.5.7. Relacion entre los ciclos log. de germinacion (barras moradas) y de inactivacion
(barras verdes) tras 1 minuto a 95 °C en esporos de B. subtilis tras distintos tiempos de exposicion

a Ca-DPA.
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Figura 4.5.8. Relacion entre los ciclos log. de germinacion (barras moradas) y de inactivacion
(barras verdes) tras 1 minuto a 95 °C en esporos de B. subtilis tras distintos tiempos de exposicion

a HCl.
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Figura 4.5.9. Relacion entre los ciclos log de germinacion y los ciclos log de inactivacion tras 1

minuto a 95 °C con los tres germinantes.

De la Figura 4.5.9 se desprende que en la germinacion con nutrientes habia mayor
correlacion entre la pérdida de termorresistencia inicial (tras un minuto de tratamiento a
95 °C) y la germinacion, siendo su coeficiente de determinacion (R?) 0,83 frente a 0,65
en el caso del HCI y 0,53 en el del Ca-DPA. Ademas, la pendiente de la recta de
correlacion se aproximaba mas al valor de 1 en el caso de la germinacion por nutrientes
(0,85) y en la germinacién por HCI (1,2), que en el caso de la germinacidn por exposicion
al Ca-DPA (0,63). Es importante tener presente que consideramos como germinados
aquellos esporos que se inactivaban con un tratamiento de diez minutos a 75 °C, que es
una combinacion de tiempo/temperatura muy superior a la necesaria para inactivar varios
ciclos de las células vegetativas (Figura 4.5.1). En el caso de la germinacioén con Ca-DPA,
también parecia existir cierta correlacion entre la germinacion y la inactivacion inicial, si
bien la mayor variabilidad encontrada disminuy¢ la significacion estadistica, y con ello

dificultaba la interpretacion de los resultados.
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Estos resultados indican que los esporos parcialmente germinados a través de
agentes diferentes presentan caracteristicas de resistencia distintas. Por ejemplo, a pesar
de que tras 120 minutos de exposicion a HCI y 180 min de exposicion a CNYE el nivel
de germinacion era similar, de alrededor de 1,5 ciclos log, el nivel de inactivacion tras un
minuto de tratamiento térmico fue diferente, 1,1 ciclos log con HCl y 1,75 ciclos log con
CNYE. Es decir, parecia que los esporos germinados con nutrientes perdian la resistencia
al calor antes que los germinados con HCI. Esto podria deberse a que, como se discutio
en el capitulo anterior, en la germinacion con nutrientes se producen numerosos cambios
celulares, y se ven claramente influidas varias estructuras, como es el caso del cortex. En
la germinacion con nutrientes se habia observado tinciéon con Syto 16, mientras que
apenas habia tincion en la germinacion con HCI, lo que indicaba que se producia la
hidrdlisis del cortex en la germinacion inducida por los nutrientes. Este fendmeno podria
justificar la rapida pérdida de termorresistencia, ya que el cortex es una de las envolturas
que se ha relacionado con la resistencia al calor (Atrih y Foster, 1999; Popham y col.,
1996). Se ha observado que, si el esporo acumula menos peptidoglicano en el cortex
durante la esporulacion, acumula mas agua en el protoplasto y, por tanto, es mas

termosensible (Imae y Strominger, 1976; Popham y Bernhards, 2015).

Por otro lado, parece que en la germinacion con HCI, la germinacion precedia a
la inactivacion térmica a 95°C (Figura 4.5.6, Figura 4.5.9), al contrario de lo que ocurria
en la germinacion con nutrientes. Dicho de otra manera, la adquisicion de
termosensibilidad en los esporos germinados por acidez se producia mas gradualmente
que en el caso de los esporos germinados por nutrientes. Quiza este fendmeno podria
deberse a que, como se comentd6 en el capitulo anterior, apenas se observaba
permeabilizacion de la membrana interna, evaluada mediante tinciéon con IP, en la
germinacion inducida por HCI. Por tanto, la permeabilizacion intensa de la membrana
interna podria estar involucrada en la rdpida pérdida de resistencia térmica. Esta
observacion estd en concordancia con los datos publicados en la bibliografia. Cortezzo y
col. (2004) observaron que los esporos con la membrana interna permeabilizada
(mediante la aplicacion de agentes oxidantes) eran mas sensibles frente a tratamientos
térmicos a temperaturas moderadas (84 °C). También Rao y col. (2020) describieron que
al tratar esporos de B. subtilis con CO, a elevadas presiones se producia cierta
permeabilizacion de la membrana interna, lo que resultaba en una menor

termorresistencia. Ademas, Griffiths y Setlow (2009) observaron que al modificar la
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composicion lipidica de la membrana interna, mediante el uso de mutantes en genes
relacionados con la biosintesis de 4cidos grasos, se producian cambios en la
termorresistencia, lo que sugiere que el estado fisico de esta envoltura esta relacionado

con la resistencia térmica de los esporos.

Por otro lado, se calcularon los valores D de los esporos parcialmente germinados,
en la porcion lineal de las curvas de supervivencia. Los resultados se muestran en la Tabla

4.5.1.

Tabla 4.5.1. Valores D a 95 °C de esporos de B. subtilis parcialmente germinados con

nutrientes, Ca-DPA y HCI.

Germinante Tiempo (min) Valor D (min) R?
0 26,023 + 6,258 0,962
1 19,373 £ 3,695 0,954
HCI 10 14,650 1,910 0,920
60 12,670 £ 1,455 0,969
120 11,753 +£1,580 0,936
0 26,023 £ 6,258 0,962
30 25,540 £+ 3,875 0,990
CNYE 60 28,223 £ 5,660 0,946
120 25,743 + 19,180 0,958
180 35,150 £ 10,136 0,952
0 26,023 £ 6,258 0,962
30 9,080 + 2,539 0,911
60 9,403 + 2,989 0,980
Ca-DPA 120 12,063 + 4,213 0,957
180 12,677 £3,017 0,995
240 9,190 + 1,508 0,991

De los datos de la Tabla 4.5.1 se desprende que los valores D se reducian con el
tiempo de exposicion al 4cido clorhidrico (p <0,05), mientras que cuando la germinacion
se inducia con nutrientes, los valores D permanecia mas o menos constantes, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Para facilitar la

interpretacion de los resultados se muestran las Figuras 4.5.10, 4.5.11 y 4.5.12.
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Figura 4.5.10. Relacion entre el porcentaje de germinacion (@) y el porcentaje de reduccion del

valor D (m) a cada tiempo de exposicion de esporos de B. subtilis a nutrientes.
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Figura 4.5.11. Relacion entre el porcentaje de germinacion (@) y el porcentaje de reduccion del

valor D (m) a cada tiempo de exposicion de esporos de B. subtilis a Ca-DPA.
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Figura 4.5.12. Relacion entre el porcentaje de germinacion (@) y el porcentaje de reduccion del

valor D (m) a cada tiempo de exposicion de esporos de B. subtilis a HCI.

Como se puede observar en las Figuras 4.5.11 y 4.5.12, en la germinacion inducida
por Ca-DPA y HCI, parece que habia cierta relacion entre los porcentajes de germinacion
y de reduccion del valor D a 95 °C. Teniendo en cuenta que el valor D es el tiempo en
minutos necesario, a una determinada temperatura, para inactivar el 90% de la poblacion,
los resultados obtenidos sugerian que, con el tiempo de exposicion a estos dos agentes, la
termorresistencia de los esporos se iba reduciendo de forma simultanea a la germinacion.
Sin embargo, en el caso de la germinacion inducida por nutrientes (Figura 4.5.10), los
valores D se mantuvieron mas o menos constantes, independientemente del tiempo de

exposicion a los mismos.

Una posible explicacion para este fendémeno podria ser que los nutrientes
desencadenaran una respuesta global en el esporo, que produjera cambios en varias
estructuras, como el coértex y la membrana interna, que redujera de forma rapida su
termorresistencia, mientras que no lograria afectar a los esporos latentes que quedaran sin
germinar. Asi, podriamos considerar la pérdida de termorresistencia como un fendmeno
de todo o nada en el caso de la germinacion por nutrientes, de manera que aquel esporo
que inicia el proceso de germinacion se inactivaria de manera practicamente instantanea,
mientras que los esporos no germinados conservarian su termorresistencia integramente,

lo cual concuerda con los resultados expuestos en las Figuras 4.5.6 y 4.5.9.

De forma contraria, los tratamientos con HCl y Ca-DPA actuarian mas
gradualmente sobre los esporos, por lo que se generarian esporos con una distribucion de

resistencia al calor, que iria modificandose con el tiempo de exposicion al germinante.
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Por ultimo, para facilitar la comparacion con las tecnologias de PEAV y UV que
se mostraran a continuacion, se muestran a modo de resumen las Figuras 4.5.13,4.5.14 y
4.5.15 en las cuales se representa la fraccion de supervivientes a un tratamiento térmico

de 5 minutos a 95°C de los esporos sometidos a los distintos tratamientos germinantes.

Fs

14

Q a» N '&Q &Q

Tiempo (min)

Figura 4.5.13. Fraccion de supervivientes tras 5 minutos a 95°C de esporos de B. subtilis

expuestos a distintos tiempos de germinacion con nutrientes.
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Figura 4.5.14. Fraccion de supervivientes tras 5 minutos a 95°C de esporos de B. subtilis

expuestos a distintos tiempos de germinacion con Ca-DPA.
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Figura 4.5.15. Fraccion de supervivientes tras 5 minutos a 95°C de esporos de B. subtilis

expuestos a distintos tiempos de germinacioén con HCI.

4.5.2.Estudio de la resistencia a los pulsos eléctricos de alto voltaje de esporos de B.

subtilis parcialmente germinado

La busqueda de tratamientos de conservacion de alimentos, alternativos a los
tratamientos térmicos, que, al contrario de lo que ocurre en estos Ultimos, no altere las
propiedades organolépticas, ha llevado al estudio de tecnologias emergentes como es el
caso de los pulsos eléctricos de alto voltaje. Como ya se vio en el capitulo anterior, esta
tecnologia en las condiciones que resultan letales para las células vegetativas, mostrarian
poca o nula eficacia en la inactivacion de esporos bacterianos (Barsotti y Cheftel, 1999).

Sin embargo, podrian tener efectos letales en los esporos una vez germinados.

Hamilton y Sale (1967) observaron que los esporos se sensibilizaban frente a esta
tecnologia al final de la germinacion, cuando empezaban a aparecer las células
vegetativas. Knorr y col. (1994) también sugirieron que, si bien esta tecnologia no
resultaba util en la inactivacion de esporos, si que podia serlo tras un tratamiento previo
que lograse germinarlos. Pol y col. (2001) observaron que, tras 50 minutos de exposicion
a nutrientes, los esporos de B. cereus empezaban a perder la resistencia a los PEAV,
aunque describieron que no todos los esporos germinados se inactivaban después con el
tratamiento de PEAV. Una posible explicacion de la tardia pérdida de resistencia en
esporos germinados podria ser que dicha resistencia seria dependiente de la degradacion
de la cubierta del esporo (Pol y col., 2001), ya que se ha descrito que esta envoltura podria

conferir resistencia a los PEAV (Pillet y col., 2016).
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En este estudio, en primer lugar se evalud la resistencia a los pulsos eléctricos de
alto voltaje de las células vegetativas de B. subtilis, para poder después compararla con
la de los esporos parcialmente germinados. Los resultados se muestran en la Figura
4.5.16. Es importante destacar que se utilizé tampon de pH éacido 4,0, ya que a pH 7,0 no

se producia la inactivacion de las células vegetativas de B. subtilis, bajo las condiciones

estudiadas.
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Figura 4.5.16. Curvas de supervivencia de células vegetativas de B. subtilis tratados en tampon

Mcllvaine pH 4 con PEAYV a tres intensidades de campo eléctrico: 15 kV, 20 kV y 25 kV.

Con esta tecnologia, a las mayores intensidades de campo eléctrico empleadas, 20
y 25 kV, y con el tiempo de tratamiento utilizado, se consigui6 inactivar entre el 99,5 y

el 99,9 % de las células vegetativas.

Para el estudio de la resistencia frente a esta tecnologia de los esporos de B. subtilis
parcialmente germinado, se emplearon los tres germinantes utilizados en el apartado
anterior: nutrientes, Ca-DPA y acidez. A lo largo del tratamiento de germinacion, se

extrajeron muestras que fueron sometidas a un tratamiento PEAV (20 kV, 100 pulsos, pH

4,0) (Figura 4.5.17).
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Figura 4.5.17. Curvas de supervivencia de esporos expuestos durante varios tiempos a: nutrientes

(m), Ca-DPA (A) y HCI (o) y tratados posteriormente con PEAV (20 kV, 100 pulsos).

Los resultados demuestran que no se observd inactivacion de los esporos
germinados. Estos resultados son contrarios a los observados por Pol y col. (2001), donde
parte de los esporos germinados, aunque no todos, se empezaban a inactivar transcurridos
50 minutos de germinacidon con nutrientes, alcanzando 0,8 ciclos log de inactivacion,
aunque la inactivacion con PEAV no llegaba al nivel de inactivacion con calor, por lo que
no todos los esporos germinados se inactivaban con esta tecnologia. Estos autores
emplearon una intensidad de campo eléctrico superior a la empleada en este estudio (27
kV) y la inactivacion se observé al mismo tiempo que el recuento control aumentaba, es
decir, cuando los esporos germinados ya habian comenzado a multiplicarse. Parece que
este fenomeno se ha relacionado con la cubierta y el cortex del esporo, es decir, estas

envolturas condicionarian la resistencia de los esporos a los PEAV (Pillet y col., 2016).
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Figura 4.5.18. Evaluacion de la resistencia a los PEAV de esporos en distintas fases de la

germinacion.

Sin embargo, como se coment6 en el capitulo anterior, en la germinacion con
nutrientes se produce la hidrélisis del cortex en un elevado porcentaje de esporos, lo que
deberia haberlos sensibilizado frente a esta tecnologia, pero no fue asi. Este resultado
sugiere que quizd el cortex no estaria tan involucrado en la resistencia de los esporos a
los PEAV o bien, que esta envoltura sea capaz de conferir la resistencia, incluso aunque
se encuentre parcialmente hidrolizada. Por otro lado, el hecho de que Pillet y col. (2016)
observaran inactivacion con PEAV al mismo tiempo en el que los esporos germinados
empezaron a multiplicarse, sugiere que quiza esta tecnologia podria actuar formando
poros en la membrana interna, una vez el esporo se ha despojado de las envolturas
externas. En estas condiciones el protoplasto se habria hidratado, lo que llevaria a una
mayor capacidad de las cargas para moverse libremente a través del él, facilitando la

accion de los PEAV.
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Sin embargo, en este estudio, los esporos parcialmente germinados con nutrientes
y Ca-DPA no fueron mas sensibles al tratamiento de pulsos aunque, como se vio en el
capitulo anterior, en estas condiciones se produce la permeabilizacion de la membrana
interna en un elevado porcentaje de esporos. Soni y col. (2020) observaron que al tratar
los esporos de B. cereus con PEAV a 9,4 kV/80 °C se producia una regulacion negativa
del gen BC2729 que codifica una proteina de union a penicilina, necesaria tanto para el
inicio de la division como para el crecimiento septal en la esporulacion, y la regulacion
positiva de un gen relacionado con la degradacion del peptidoglicano, seguido de la
permeabilizacion de las membranas interna y externa, lo que resultaba en una pérdida de

termorresistencia en los esporos.

Ademas, para estudiar si el tratamiento PEAV provocaba la germinacion adicional
de una fraccion de los esporos, se realizaron tratamientos de pasterizacion (75 °C/10 min)
tras la exposicion al germinante y tras el tratamiento con PEAV. Este enfoque podria
resultar de interés practico para disefiar tratamientos germinantes de mayor eficacia.
Como se muestra en la Figura 19, esta tecnologia no consigui6 inducir la germinacion de
los esporos, ya que los recuentros TP tras el tratamiento germinante + tratamiento de
PEAV eran practicamente coincidentes con los recuentos TP tras el tratamiento
germinante solo (p > 0,05). Por tanto, se puede concluir que la exposicion a los PEAV,
ademas de no inducir la germinacion de los esporos nativos, como se vio en el capitulo
anterior, tampoco induciria una germinacion adicional de aquellos esporos previamente

expuestos a un estimulo germinante, como es la acidez, los nutrientes o el CaDPA.
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Figura 4.5.19. Ciclos log de germinacion de esporos expuestos a distintos tiempos de nutrientes,
Ca-DPA y HCIL. En morado se muestran los ciclos log antes del tratamiento de PEAV y en verde

los ciclos log tras el tratamiento de PEAV.

Cabe recordar que la intensidad de tratamiento empleada en el presente estudio
fue menos severa que las empleadas por otros autores, por lo que quiza sea este el motivo
por el que se no se observo efecto, y quizas seria interesante emplear mayor intensidad
de tratamiento. No obstante, es importante recordar que las condiciones de tratamiento
empleadas, si eran capaces de inactivar mas de dos ciclos log de células vegetativas. En
cualquier caso, de los resultados obtenidos se puede desprender que los esporos
parcialmente germinados contintian siendo resistentes frente a los pulsos eléctricos de
alto voltaje y que quizd la pérdida de resistencia frente a los PEAV tenga lugar

posteriormente, en la fase de desarrollo del esporo germinado.
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4.5.3.Estudio de la resistencia a la radiacion ultravioleta de esporos de B. subtilis

parcialmente germinado

En este estudio, en primer lugar, se evalu6 la resistencia frente a la radiacion
ultravioleta de las células vegetativas y de los esporos de B. subtilis (Figura 4.5.20). Como
se puede ver en la Figura, con los tratamientos empleados (13,62 y 40,48 kJ/cm?), se
produjo también cierta inactivacion de la poblacion de esporos nativos (1,2 y 1,7 ciclos
log, respectivamente). No obstante, las células vegetativas fueron mucho mas sensibles a

los tratamientos, mostrando una inactivacion de 3,7 y 4,3 ciclos log, respectivamente.
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Figura 4.5.20. Evaluacion de la resistencia frente a la radiacion UV de esporos (barras moradas)

y células vegetativas (barras verdes) de B. subtilis.

El tiempo de tratamiento seleccionado para tratar posteriormente a los esporos
parcialmente germinados fueron 5 segundos (13,62 KJ/cm?), ya que incrementar la
intensidad del tratamiento no suponia una mayor diferencia en la resistencia de los
esporos nativos y las células vegetativas. Una vez seleccionadas las condiciones de
tratamiento, se estudié la resistencia de los esporos expuestos a los tres agentes

germinantes, al igual que en el caso del calor y los PEAV (Figura 4.5.21).
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Figura 4.5.21. Evolucion de la resistencia frente a la radiacion ultravioleta de esporos de B.

subtilis a distintos tiempos de germinacion con nutrientes, Ca-DPA y HCI.

Como se puede observar en la Figura 4.5.21, aunque las diferencias fueron muy
sutiles, en el caso de la germinacion con HCI, parece que al inicio la resistencia frente a
los UV disminuia ligeramente, para después aumentar. Asi tras 120 min de exposicion al
acido, con el tratamiento de ultravioleta se inactivaba 1,0 ciclo log, mientras que en los
esporos nativos la inactivacion era de 1,5 ciclos log (p < 0,05). Este fendémeno, contrario
a lo esperado, podria deberse a la liberacion de DPA que ha sido descrito como un
fotosensibilizador. Es decir, conforme se va produciendo la germinacion, tiene lugar la
salida del DPA, por lo que en ese momento y antes de la degradacion de las proteinas
SASPs, los esporos serian mas sensibles a esta tecnologia, como han descrito otros autores

(Setlow, 2001; Setlow y Li, 2015). Cabe destacar que como se observoé en el capitulo 4.4
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de esta Tesis Doctoral, el DPA en los tratamientos de acidez se libera de manera previa a

la germinacion.

Por otro lado, en el caso de la germinacion con nutrientes, parece que la resistencia
aumentaba ligeramente a los 60 min, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p > 0,05). Posteriormente los esporos se sensibilizarian al tratamiento de
UV, encontrandose diferencias significativas entre 60 y 180 min (p < 0,05), si bien de
pequefia magnitud. Este efecto podria deberse a la degradacion de las proteinas SASPs
(Setlow y Li, 2015). En cuanto a los esporos parcialmente germinados con Ca-DPA, no
se observaron diferencias de resistencia frente a la radiacion ultravioleta entre los distintos

tiempos de germinacion (p > 0,05).

Como observacion general, para los esporos germinados parcialmente por los tres
agentes estudiados, se puede concluir que no se observd una sensibilizacion relevante

frente a la radiacion UV.

4.5.4.Comparacion v conclusiones

En este capitulo se estudio la resistencia frente al calor, pulsos eléctricos de alto
voltaje y radiacion ultravioleta de esporos parcialmente germinados con tres agentes:
nutrientes, Ca-DPA y acidez. En todos los casos los esporos latentes fueron notablemente
mas resistentes que las células vegetativas, como cabia esperar. Sin embargo, se
observaron distintos comportamientos en los esporos parcialmente germinados en

funcién del tratamiento de inactivacién empleado.

En el caso del calor, un aspecto interesante fue la rapida pérdida de viabilidad tras
un minuto de tratamiento a 95 °C de los esporos, en todos los tiempos de germinacion con
los tres agentes germinantes. Ademas, se observéd correlacion entre dicha inactivacion
inicial y la cantidad de esporos germinados, evaluando la germinacion mediante un
tratamiento térmico de 10 min a 70°C, en el caso de la germinacién inducida por
nutrientes. Ademas, al estudiar las cinéticas de inactivacioén de los esporos expuestos a
los tres agentes, se observo que con acido y Ca-DPA, la termorresistencia disminuia
progresivamente, mientras que en el caso de los nutrientes, los valores D fueron similares
para todos los tiempos de exposicion estudiados. Este fenomeno podria deberse a que los

nutrientes desencadenan cambios globales en los esporos, que podrian justificar una
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sensibilizacion severa frente al calor, en un mecanismo de tipo todo o nada. Sin embargo,
en el caso de los esporos germinados mediante exposicion a la acidez y al Ca-DPA

parecian generase esporos con distinta sensibilidad al calor.

En el caso de los tratamientos con pulsos eléctricos de alto voltaje, no se observéd
inactivacion de los esporos parcialmente germinados con ninguno de los tres agentes. Por
tanto, es posible que la adquisicion de sensibilidad frente a esta tecnologia se produzca

en la fase de desarrollo de los esporos germinados, es decir, una fase mucho mas tardia.

Por tultimo, en la radiacion ultravioleta, al igual de lo observado con los
tratamientos de PEAV, no se observaron cambios relevantes en la resistencia de los
esporos germinantes. Si que se observaron pequeiios cambios en la resistencia,
posiblemente debidos al efecto sensibilizador del DPA liberado durante la germinacion,
0 a otros cambios celulares, como puede ser la degradacion de las proteinas SASPs que

protegen el DNA, pero de pequefia magnitud.

Para resumir, los resultados obtenidos en este capitulo muestran que la resistencia
de los esporos parcialmente germinados es notablemente mayor que la de las células
vegetativas. Esta afirmacion es aplicable a tres tecnologias, calor, PEAV y UV, cuyo
modo de accion es muy diferente. En el caso de los tratamientos por PEAV y por UV,
probablemente sea necesario que el proceso de germinacion se encuentre muy avanzado
para que el esporo muestre sensibilizacion. En nuestro estudio, de hecho, no hemos

podido mostrar tal sensibilizacion.

Por otro lado, y aunque estas observaciones han de tomarse con precaucion dada
la dificultad de comparar tecnologias tan diferentes en cuanto a su modo de accion y su
naturaleza, los resultados parecen indicar que los tratamientos térmicos logran inactivar
esporos germinados, que los tratamientos de PEAV y de UV no consiguen. Por lo tanto,
aquellos cambios inducidos en los esporos por efecto del proceso de germinacion parecen
tener un efecto de gran magnitud en la resistencia al calor, pero no en la resistencia a las
otras dos tecnologias. Quizas el modo de accién de cada una de ellas, multidiana en el
caso del calor, y centrado en dos estructuras muy especificas en el caso de los PEAV
(membrana) y en los UV (ADN), puedan explicar este diferente comportamiento

observado.
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La esporulacion es un proceso complejo que, al igual que el crecimiento
bacteriano, estd condicionado por las condiciones ambientales, como la temperatura, el
pH y la actividad de agua (Bressuire-Isoard y col., 2018). Las condiciones en las que se
produce la esporulacion, ademés de influir en el rendimiento, es decir el numero de
células vegetativas que finalmente esporulan, influye también en las caracteristicas del
esporo resultante. El rendimiento de la esporulacion normalmente es mayor en las
condiciones Optimas de crecimiento, ademas al alejarse de dicho dptimo la esporulacion
suele alargarse en el tiempo (Minh y col., 2011). Xu Zhou y col. (2017) observaron que
también las condiciones ambientales durante la esporulacion, como la temperatura, el pH
o la concentracién de sales, influian en el tamafio de los esporos obtenidos. Las
caracteristicas fisioldgicas de los esporos también se ven influidas por las condiciones de
esporulacion, por ejemplo, una mayor concentracion de iones en el medio de esporulacion
conlleva una menor hidratacion del protoplasto (Cazemier y col., 2001). Ramirez-Peralta
y col. (2012) observaron que, al emplear un medio pobre en nutrientes, los esporos tenian
menor cantidad de receptores de la germinacioén que los esporos esporulados en medios

mas ricos en nutrientes.

No obstante, la temperatura de esporulacion es uno de los factores que mas
condiciona las caracteristicas de los esporos (Bressuire-Isoard y col., 2018). Los esporos
preparados a mayor temperatura suelen tener el protoplasto menos hidratado (Beaman y
Gerhardt, 1986; Gerhardt, 1989; Melly y col., 2002; Minh y col., 2011). Planchon y col.
(2011) observaron que los esporos de B. cereus esporulado a 30°C contenian mayor
cantidad de DPA que los esporulados a 10°C. También el grado de mineralizacion del
protoplasto parece estar condicionado por la temperatura de esporulacion (Palop y col.,
1999). Por otro lado, Melly y col. (2002) observaron también diferencias en el cortex y la
cubierta entre esporos preparados a diferente temperatura. También el tamano de los
esporos se ve influenciado por la temperatura de esporulacion, siendo menor a mayor

temperatura (Xu Zhou y col., 2017).

Otro aspecto que varia en los esporos en funcion de la temperatura de esporulacion
es la composicion lipidica de su membrana interna. Planchon y col. (2011) observaron
que la cantidad total de 4cidos grasos anteiso (ail3, ail5 y ail7) en esporos de B. cereus
esporulados a 10 °C era significativamente mayor que la de los esporulados a 30°C y, por
tanto, la relacion entre acidos grasos anteiso/iso era mayor a menor temperatura. Esta

mayor relacion anteiso/iso a menor temperatura de esporulacion también ha sido descrita
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en esporos de B. subtilis (Cortezzo y Setlow, 2005), asi como una mayor cantidad de
acidos grasos insaturados a menor temperatura de esporulacion (Cortezzo y Setlow,
2005). Estas modificaciones en la membrana interna en funcién de la temperatura,
también se han descrito en células vegetativas y previsiblemente su funcion es mantener

la fluidez de la membrana (Bressuire-Isoard y col., 2018).

Por otro lado, dadas las modificaciones estructurales que se producen en los
esporos en funcidn de la temperatura de esporulacion, no es de extraiiar que también la
resistencia frente a diversos agentes se vea influenciada por la temperatura de
esporulacion. Los tratamientos en los que mas se ha descrito este fenomeno son los
tratamientos térmicos (Baweja y col., 2008; Beaman y Gerhardt, 1986; Minh y col., 2011;
Planchon y col., 2011). No obstante, también se ve afectada la resistencia frente a otros
agentes como el acido nitrico, que es mayor a mayor temperatura de esporulacion
(Cortezzo y Setlow, 2005). Temperaturas elevadas de esporulacion también resultan en
mayor resistencia de los esporos frente a perdxido de hidrogeno, formaldehido y

glutaraldehido, entre otros (Melly y col., 2002).

Ademas, la temperatura de esporulacion también se ha asociado con cambios en
la germinacion de los esporos. El efecto en la germinacion se da como consecuencia del
efecto en las estructuras del esporo y/o en los compuestos sintetizados durante la
germinacion y que estan directa o indirectamente relacionados con la germinacion
(Gounina-Allouane y col., 2008). La temperatura de esporulacion se ha descrito que
puede producir cambios en la cubierta de esporos de B. subtilis (Melly y col., 2002) y
estos cambios podrian producir cambios en el comportamiento de los esporos durante la
germinacion, ya que algunas proteinas de esta envoltura estdn relacionadas con la
germinacion; algunos esporos mutantes en proteinas de la cubierta muestran deficiencias
en la germinacion (Bagyan y Setlow, 2002; McPherson y col., 2005; Takamatsu y
Watabe, 2002).

Se ha asociado una elevada tasa o eficiencia de germinacién con temperaturas de
esporulacion tanto bajas como altas, en funcion de la cepa, el germinante y las
condiciones empleadas (Bressuire-Isoard y col., 2018). En B. cereus se observo que
aquellos esporos producidos a 15 y 20 °C tenian mayor capacidad para germinar con
inosina y L-alanina que los esporos producidos a 37 °C, es decir, necesitaban menor

concentracion de nutrientes para germinar (Gounina-Allouane y col., 2008). Por su parte,
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Ramirez-Peralta y col. (2012) observaron una mayor velocidad de germinacion con
nutrientes en esporos preparados a mayor temperatura, y lo asociaron con una mayor
cantidad de receptores de la germinacion en los esporos preparados a 37 °C en relacion a

los esporulados a 23 °C.

En este capitulo se estudia el efecto de la temperatura de esporulacion de B.
subtilis en la germinacion con nutrientes, Ca-DPA y acidez, utilizando para ello esporos
obtenidos a dos temperaturas, 30 y 42°C. Los experimentos se llevaron a cabo a
temperatura ambiente (25°C), a no ser que se indiquen otras condiciones en el texto.
Seguidamente se estudiaron diversas caracteristicas fisioldgicas relacionadas
principalmente con la membrana interna, con objeto de poder explicar el comportamiento

observado.

En la Figura 4.6.1 se muestran las curvas de germinacion mediante la exposicion
anutrientes (CNYE) de las suspensiones obtenidas a 30 y a 42°C. Como se puede observar
en la Figura, la germinacion con nutrientes fue mas rapida en los esporos obtenidos a 42
°C, es decir, a la temperatura mas alta (p<0,05). Este fenomeno ya ha sido descrito
previamente y parece que podria deberse a que, a mayor temperatura de esporulacion, los
esporos contienen una mayor cantidad de receptores de la germinacién (Ramirez-Peralta
y col., 2012). Sin embargo, también se ha descrito el efecto contrario, es decir que con
temperaturas mas elevadas de esporulacion se obtendrian esporos con menor capacidad
de germinacion mediante exposicion a dodecilamina y nutrientes (Cortezzo y Setlow,
2005; Gounina-Allouane y col., 2008). Por tanto, parece que hay mucha controversia
sobre el efecto de la temperatura de esporulacion en la germinacion. Una posible
explicacion seria que podria ser dependiente de la especie y de la cepa o incluso podria
estar condicionado por otros factores como la riqueza en nutrientes del medio de

esporulacion.
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Figura 4.6.1. Estudio de la germinacion en caldo nutritivo con extracto de levadura de esporos
de B. subtilis esporulados a 30 °C (rojo) y 42 °C (azul). (e) recuento directo y (m) recuento tras
pasterizacion (75 °C durante 10 minutos). La grafica de la derecha representa el porcentaje de

germinacion de esporos obtenidos a 30 °C (rojo) y 42 °C (azul).

Por otro lado, se estudi6 también el efecto de la temperatura de esporulacion en la
germinacion mediante exposicion a acido (Figura 4.6.2) y a Ca-DPA (Figura 4.6.3), ya
que estos agentes no son dependientes de los receptores de la germinacion, que es el
mecanismo por el que se ha descrito que influye en la germinaciéon con nutrientes.
Ademas, en la bibliografia no se ha encontrado apenas informacion sobre este aspecto en

la germinacion no inducida por nutrientes.
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Figura 4.6.2. Estudio de la germinacion en HCI de esporos de B. subtilis esporulados a 30 °C
(rojo) y 42 °C (azul). (e) recuento directo y (m) recuento tras pasterizacion (75 °C durante 10
minutos). La grafica de la derecha representa el porcentaje de germinacion de esporos obtenidos

a 30 °C (rojo) y 42 °C (azul).
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Figura 4.6.3. Estudio de la germinacion en Ca-DPA de esporos de B. subtilis esporulados a 30
°C (r0jo) y 42 °C (azul). (@) recuento directo y (m) recuento tras pasterizacion (75 °C durante 10
minutos). La grafica de la derecha representa el porcentaje de germinacion de esporos obtenidos

a 30 °C (rojo) y 42 °C (azul).

En ambos casos, al igual que se habia observado con la exposicién a nutrientes,
los esporos obtenidos a la temperatura mas alta germinaron de forma mas rapida (p<0,05).
Aunque el mecanismo concreto por el que esto podria ocurrir no se conoce, si que parece
que se ha aceptado la hipotesis de que la temperatura de esporulacion podria ejercer una
influencia en las estructuras del esporo, lo que podria afectar a la capacidad de
germinacion, como es el caso de las proteinas de la cubierta y la permeabilidad de la
membrana interna. Melly y col. (2002) observaron que la temperatura de esporulacion
podia afectar a la composicion de las proteinas de la cubierta de B. subtilis. Por otro lado
Black y col. (2005) observaron también cambios en la permeabilidad de la membrana

interna en esporos de B. subtilis obtenidos a distintas temperaturas.

El germinante donde fue mas evidente la diferencia de comportamiento en cuanto
a velocidad de germinacion fue en el caso los nutrientes, es por ello que fue la
seleccionada para el resto de pruebas. Para estudiar si el estado de la membrana podria
estar relacionado con la velocidad de germinacion, se decidid realizar las pruebas de
germinacion con nutrientes a otras temperaturas, 30 y 42 °C, de ambas suspensiones. Al
variar la temperatura de exposicion a los nutrientes, previsiblemente, se modificaria la
fluidez de la membrana y se observarian diferencias en la velocidad de germinacion.
Ademas, previsiblemente y de acuerdo a la teoria de adaptacion homeoviscosa, la fluidez
de una membrana obtenida a 30 °C y termostatada a 30°C, deberia ser equivalente a la
fluidez de una membrana bioldgica obtenida a 42 °C y termostatada a 42 °C. La Figura

4.6.4 muestra los resultados obtenidos. Las graficas A y B muestran la comparacion entre
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los porcentajes de germinacion de los esporos obtenidos a 30 y a 42°C expuestos a la
germinacion por nutrientes a 30°C (A) y a 42°C (B). Las graficas C y D ilustran el efecto
de la temperatura de germinacion (desde 25 hasta 42°C), tanto para aquellos esporos
obtenidos a 30° C (C) como a 42 °C (D). Por ultimo, la grafica E permite comparar los
porcentajes de germinacion de esporos obtenidos y germinados a 30° C con los obtenidos

y germinados a 42 °C, presumiblemente con un nivel equivalente de fluidez de membrana.

Como se puede apreciar en la Figura 4.6.4, en la suspension obtenida a 30 °C se
observé mayor porcentaje de germinacion cuando el tratamiento con nutrientes tuvo lugar
a 42 °C (p<0,05). Por otro lado, en los esporos obtenidos a 42 °C, las diferencias
encontradas fueron mas sutiles, aunque también en este caso la velocidad de germinaciéon
fue mayor a mayor temperatura (p<0,05 Gnicamente tras 30 minutos). De hecho, como se
puede observar en las graficas de la Figura 4.6.4, la temperatura de esporulacion ejerciod
un efecto de mayor magnitud que la temperatura de germinacion. Por otro lado, la Figura
4.6 4E sugiere que la fluidez de la membrana, bajo las condiciones utilizadas en este
estudio, no seria un factor esencial y unico que determine la velocidad de germinacion,
ya que esporos obtenidos y germinados a 42 °C germinaban mas rapidamente que esporos

obtenidos y germinados a 30°C (p<0,05).
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Figura 4.6.4. Germinacion con nutrientes a 30 °C y 42 °C de esporos producidos a 30 °C (negro)
y 42 °C (gris). Las graficas A y B muestran los porcentajes de germinacion de los esporos
obtenidos a dos temperaturas y germinados a 30 °C (A) y 42 °C (B); las graficas C y D muestran
los datos correspondientes a la germinacion a 30 y 42 °C de los esporos obtenidos a 30 °C (C) y
42 °C (D) y la grafica E corresponde a los porcentajes de germinacion de esporos obtenidos y

germinados a la misma temperatura.

Con objeto de profundizar en este aspecto, se estudid la permeabilidad y la fluidez
de la membrana interna de los esporos nativos obtenidos a las dos temperaturas objeto de
estudio. En el primer caso se utilizé la tincion con IP como indicador de permeabilidad
de membrana, y en el segundo, se realizaron medidas de anisotropia de fluorescencia de
los esporos tefiidos con la sonda lipofilica DPH (de Sarrau y col., 2012), y medidas de

polarizacion generalizada de los esporos tefiidos con la sonda Laurdan (Hofstetter y col.,

269



Resultados y discusion

2012), también lipofilica. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 4.6.5, 4.6.6,

4.6.7y4.6.38.

La Figura 4.6.5 incluye la evolucion de la tincion con IP de los esporos obtenidos
a 30 y a42 alo largo de la curva de germinacion (obtenida en condiciones estandar, es
decir, 25°C). La Figura muestra como el comportamiento fue distinto, de manera que en
los esporos obtenidos a 30°C se observaba un incremento progresivo en el porcentaje de
esporos cuya membrana interna estaba permeabilizada, mientras que en aquellos esporos
obtenidos a 42°C apenas se producian cambios. No obstante, quizas lo mas relevante de
esta comparacion es que los esporos nativos, es decir sin exponer a la accion de los
nutrientes, ya mostraban un diferente grado de permeabilidad, que se puede observar
claramente en la Figura 4.6.6. Los esporos obtenidos a 42 °C presentaban una membrana
interna mas permeable al IP (p<0,05). Este grado de permeabilizacion podria estar
relacionado con la mayor velocidad de germinacion de estos esporos bajo todas las
condiciones experimentales utilizadas, y apenas se modificaba durante el proceso de
germinacion posterior (Figura 4.6.5). Los esporos obtenidos a 30°C presentaban una
membrana interna menos permeable inicialmente, pero que se permeabilizaba

progresivamente con el curso de la germinacion.
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Figura 4.6.5. Porcentajes de germinacion (azul) y de tincion con IP (rojo) de esporos obtenidos

a 30 °C (izquierda) y 42 °C (derecha).
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Figura 4.6.6. Porcentajes de esporos nativos de B. subtilis esporulado a 30 °C (negro) y 42 °C

(gris) tefiidos con IP (izquierda).

Sin embargo, los resultados de fluidez de membrana no mostraron diferencias
entre ambas poblaciones celulares. La Figura 4.6.7 muestra los valores de anisotropia de
fluorescencia obtenidos a partir de esporos obtenidos a 30 y a 42 °C, tefiidos con el
colorante DPH, y termostatados a diferentes temperaturas entre 30 y 60°C. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas ni entre las suspensiones de
esporos obtenidos a 30 y a 42 (p>0,05), ni entre los datos obtenidos a diferentes

temperaturas (p>0,05).
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Figura 4.6.7. Medidas de anisotropia, a varias temperaturas, de esporos de B. subtilis esporulados

a30y42°C.
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También se obtuvieron datos de polarizacion generalizada de los esporos tefiidos

con Laurdan, que se muestran en la Figura 4.6.8.
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Figura 4.6.8. Espectros de absorcion de esporos esporulados con laurdan a 30 y 42 °C (A) y
valores de polarizacion generalizada de esporos obtenidos con laudan a 30 y 42 °C'y termostatados

a30y42°C(B).

La Figura 4.6.8A incluye una comparacion de los espectros de absorcion de los
esporos obtenidos en presencia de Laurdan a 30 y a 42 °C. Como se puede observar ambos
espectros practicamente se superponen, sugiriendo la inexistencia de diferencias entre
ambas poblaciones celulares. La Figura 4.6.8B incluye los valores de polarizacion
generalizada calculados para esporos obtenidos a 30 y a 42°C, y termostatados a diferentes
temperaturas. Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas

(p>0,05), al igual que en el caso de la tinciéon con DPH.

Por lo tanto, los resultados obtenidos no permiten afirmar que existan diferencias
en la fluidez de las membranas de los esporos obtenidos a 30 y a 42 °C. Tampoco se
pudieron encontrar diferencias debidas a la temperatura de medida en el rango estudiado,
aunque se observo cierta tendencia a la disminucidon de la anisotropia al aumentar la
temperatura exterior (Figura 4.6.7). Estos resultados podran deberse a que la membrana
interna se encuentra en un estado de compactacion extrema en los esporos, de manera que
no seria posible encontrar diferencias, al menos con la técnica utilizada. Por otro lado,
quizas sea necesario incrementar la temperatura externa por encima de un determinado
umbral para poder empezar a detectar cambios en la movilidad de los lipidos de la
membrana en los esporos, umbral que podria ser muy superior al de las células vegetativas

de origen.
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En cualquier caso, los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que la
fluidez de la membrana interna no seria un factor esencial en la germinacién de los
esporos de B. subtilis, si bien, no podemos descartar que otras propiedades de membrana
puedan ejercer un papel importante, dada la diferencia encontrada en la tincién con ioduro

de propidio entre esporos capaces de germinar a distinta velocidad.

Por otro lado, la temperatura de esporulacion podria afectar a otras estructuras o
composicion de los esporos, por ejemplo, Planchon y col. (2011) observaron que los
esporos de B. cereus producidos a menor temperatura (10 °C) contenian menor cantidad
de DPA que los obtenidos a temperatura mas elevada (30 °C). Ademas, los esporos
obtenidos a 10 °C respondian mejor a algunos nutrientes que los esporos de 30 °C. En esta
investigacion se decidio medir la concentracion intracelular de DPA de las dos

suspensiones de esporos (Figura 4.6.9).
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Figura 4.6.9. Concentracion de DPA (mg/ml) por unidad de esporo en esporos obtenidos a 30 y

a42°C.

Como se muestra en la Figura, los esporos obtenidos a menor temperatura
mostraban mayor contenido de DPA en su protoplasto que los esporulados a 42 °C
(p<0,05). Por tanto, los esporos que mas rapido germinaban (42 °C) eran los que
mostraban menor contenido de DPA. Estos resultados coinciden con los observados por

Planchon y col. (2011), aunque no podemos afirmar que el efecto observado en la
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germinacion se deba al mayor o menor contenido de DPA. Serdn necesarias mas
investigaciones para esclarecer el papel del contenido neto de DPA y su cinética de salida
a través de una membrana interna mas o menos permeabilizada en la capacidad de

germinacion de los esporos latentes.
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Conclusiones

La duracion de los hombros en las graficas de supervivencia es una funcién
exponencial de la temperatura de tratamiento. Existe una relacion entre los
pardmetros Sl y Dt que se mantiene constante a todas las temperaturas de
tratamiento. Esta relacion es caracteristica de la especie microbiana investigada,
siendo superior, de entre cinco especies estudiadas esporuladas en condiciones
Optimas, para G stearothermophilus.

En G. stearothermophilus, la relacion SI/Dt es maxima en los esporos obtenidos a
la temperatura Optima de esporulacion, y en este caso, independiente del pH de
tratamiento.

Los tratamientos con calor, Ca-DPA y HCI son capaces de activar los esporos
superlatentes de G. stearothermophilus, mientras que los tratamientos con HHP,
PEAV y UV, en las condiciones estudiadas, no lo son.

El modelo matematico propuesto para describir cinéticas de activacion e
inactivacién de esporos por calor muestra mejores ajustes que los modelos
encontrados en la bibliografia. Los modelos mateméaticos que pretenden
determinar el perfil de las graficas de supervivencia de esporos bacterianos
deberian considerar ademas del fendmeno de activacion, los fendmenos de dafio
y recuperacién celular.

La velocidad de activacion por calor de G. stearothermophilus es una funcién
exponencial de la temperatura de tratamiento. La velocidad de los fenémenos de
activacion y de inactivacion por el calor es diferente y su relacion es dependiente
del pH de tratamiento.

Los esporos de B. subtilis son capaces de germinar en presencia de nutrientes, asi
como con tratamientos con Ca-DPA, HHP y HCI, pero los tratamientos con PEAV
y radiaciones UV, en las condiciones utilizadas, no son capaces de inducir la
germinacion, ni cambios fisioldgicos y estructurales.

Durante la germinacién de B. subtilis la salida de DPA vy la entrada de agua en el
protoplasto, seguida de la pérdida de termorresistencia son eventos tempranos,
mientras que la degradacion del cortex es un evento mas tardio. Durante la
germinacion de B. subtilis, principalmente cuando esta mediada por nutrientes, se
produce la tincién con ioduro de propidio de algunos esporos, lo que sugiere que
la membrana interna se permeabiliza, y podria tener alguna funcién en el proceso

de germinacion.
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8. Los esporos de B. subtilis parcialmente germinados muestran una resistencia
superior a la de las células vegetativas frente al calor, PEAV y radiaciones UV.
Ademas, el momento en el que se pierde la resistencia, y la cinética de
sensibilizacion, parece depender del germinante empleado.

9. Los esporos de B. subtilis obtenidos a la temperatura mas alta, 42 °C, muestran
una mayor velocidad de germinacion que los obtenidos a 30 °C, y mayor
permeabilizaciéon de la membrana interna, atendiendo a la tincién con IP. No se
han encontrado diferencias en la fluidez de membrana entre las suspensiones de
esporos de B. subtilis preparadas a diferente temperatura, pero si diferente

contenido en DPA en el protoplasto.
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