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E stata derermin:r ia la resistenza termica del1e spc-, re d i  due ceppi  dt  Bt ic i /h:  cr) ( t ! / t l t t ì ts  in passrro di  pom,, .doro I  valor i
d í  p H  d i  4 , 1 0  e  1 , 1 j .

Inolr re,  dopo I 'appl icazione di  t ratnmenr i  te lmic i  d i  d iversa ent i tà.  è stara val , - i tata la capacirà d i  s- .  i lLrppo c{e l le spore ne l1o
stesso prodoi to,  in funzione del i 'ent i rà del i ' inoculo sporale e del  pFL

I l  t empo  d i  l i d ' . r z ione  dec ima le  a  100"C (D t , to )  è  r i s r , rha to  l t g i , t a le  a?5  e  -1 . )  r l i n r i r i  g? ,6  e  i , t - ,  m in r r r i  f i s f s t1 l rà ì ì l en re
a i  v a l o r i  d i  p H  4 , 3 0  e  4 , 4 5 ,

A pH par i  a 4,4)  sono srr t i  osselver i  sv i luppo del1e sporc e a iLelazione deÌ  p.p3js i t ( l  solo qnanclo l0-  spole/g avevano subi-
lo L ln t ra l tarnento termico e. lu i l r lenie a r -Lna r iduzic ' ,ne decimale:  con inocul i  d i  err i ià  in ier iore non è sLi l i l  r iscontret \ - )  s i ' i1 , , rpp, , ,
spor:aìe .

A pH 4,10 non è stzr to osser\ , 'a tLr  accrescineir to de1le spot 'e r - re l le s iesse cor-rd iz ioni  sper iment: r l i .

HEAT RESISTANCE AND ABILITY OF BACILLAS COAGUL,AÀS TO GRO\X.
IN STRAINED TOI,IATOES FOI,LOWINC HEAT TREATNIENTS

Heat resistance of  spores of  two Baci l lus coo.grr lans stra ins was determined in sf fa ined tomatoes at  pH values 4.10 and 4.4i .
Mo , :eoveq  spore  ou tg rowth  in  s r l l j ned  to rna toes  \ \ - í j s  ex îm ined .  a f re r  ve r ious  hea i  r r ra rmen Is ,  î s  a  func t ion  o f  spoLe  inocu-

l r r m  s i t e  a n d  n F J , , a l u e .

Dec i rna l  reduc t ion  t imes  a t  100oC (Droo)  were  found  ro  be  2 . )  and  1 .5  m inu tes  and2 .6  and  1 .6  m in . fes  n f  nH -1  l 0  and
4.4),  respect ively.

At  pH 4.4)  spore outgrorvrh and product  spoi lage occurred r- ihen a heat  t leatment equivalent  to one decimal  reduct ion

was zrpplied to 104 spore/g; growth was nct observed tvhen lower inoculum sizes lvere used.

Spore outgroi ,v th was never observed at  pH 4.J0 r- rnder the same exper imental  condít ions.

iNTRODUZIONE

In precedenti lavorl (1-4) sono stati presentati
e discussi i r isultati di un'indagine sulla contami-
nazione del pomodoro da Bacillus coagulans e dr
ricerche sulla resistenza termica e sulla capacità
di accrescimento in derivati del pomodoro di un
ceppo di B. coagulúrus responsabile dell'alterazro-
ne di un campione di sugo al tonno a base di po-
modoro. Particolarmente interessanti sono state
Ia mancanza di sporificazione successiva all'ac-
crescimento e la limitata sopravvivenza cellulare
(1); queste caratteristiche potrebbero far ritenere
iI B. coagulans causa dell'alterazione di derivati
del pomodoro in cui non siano stati rinvenuti mi-
crorganismi vitali all'esame colturale (J).

Usualmente i trattamenti termici impartiti ai
derivati non concenftati del pomodoro sono cal-
colati in base alla resistenza termica e al livello
d'inquinamento da spore dt Clostridium pasteu-
rianum (6-S); pertanto i trattamenti letali general-
mente adottatt, pur tenendo conto della modesta
presenza di spore di B. coagulans (4), potrebbero
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non essere suffícienti a stabrhzzare tali prodotti.
D'altro canfo, i casi dr alterazione da B. coagnlans
risconrati negli ult imi decenni sono pochíssimi.
Si è quindi cercato di approfondire con il presen-
te lavoro la possibil i tà che trattamenti termici su-
bletali determinino I'inibizione dello sviluppo o
I' inattivazione delle spore del ceppo di B. cougr.t-
lans 91à, indicato e di altri due ceppi isolati recen-
temente da passato e da triturato di pomodoro al-
terati. Contemporaneamente sono state valutate
la resisten za termica e Ia capacità. di accrescimen-
to in passato di pomodoro in funzione del pH e
del livello d'inoculo.

NÍATERIALI E METODI

Identificazione dei ceppi. Gli isolati sono stati identifica-
ti secondo la metodica di Knight e Proom (9).

Sporificaziorce. Le spore dei ceppi dt B. coagulans sono
state ottenute su typtone soy agar (Oxoid), addizionato di
Mn++ (1 ppm), a 44oC dopo tre subcolture in Tryptone
soy broth (Oxoid) a 44"C per 24 h ciascuna. Dal.le piastre



l ' , t g  L - V . r l o r i d e l  L e m p o d i  r i d u z i o n e  d c c i m , r l e a l l e  L e m p e r a t u r c d j  8 E . 5 - y l  - e ì - q ( -  9 9  C a p H l . l e - { . - { ) e r e l r t i v i  v a l o r i d i ; .

incubate per sette giorni le spore sono state raccolte con ac-
qua disti l lata sterile, lavate e centritugate tre volte per 20
min a 4000 gir i /min.  Quindi  sono srate pastorvz,r ie a 80'C
per 20 min e conservate a 2-4"C.

Termoresistenza. Sono state prepafate bustine (8 x )
cm)  d i  maLer ia le  p las t i co  con tenen t i  I  m l  d i  passaro  d i  po -
modoro  a  R .O.  8o  Br i x  e  pH 4 ,30  e  4 ,45 ,  i nocu la to  con  so -
spensioni di spore.

Dopo t rat tamento in bagno termostatato a 88,5 ,91,9) ,
96 e 99"C le bustine sono state raffreddate rapidamente. 11
conregg io  de l l e  spo re  sopravv ivenr i  è  s ra ro  escgu i to  i n  TSA
( O x o i d l  a  ) 7 " C  p e r  J - 5  g i o r n i .

T d n r i  r i n , ' n n t i s o n o  l l  m e d i , r  d i  a l m e n o  d r r e  r ' ' r ' o r e. . " : . . . | - , " ' . .
Capacità di ticcrescintento ai diuersi pH. E stata deter'-

minata ia capaci tà dei  t re ceppi  a pIJ ,1,30 e 4,45 in funzio-
ne dell 'entità delf inoculo.

Nel caso dei ceppi II4 e 10-ló sono state inoculate
101 102 101 spole/g,  ment-re per i l  ceppo 1881 ne sono stare
i n o c u l a t e  s o l o  l 0 l / g .  p o i c h e  p e r  q u e s f  L r l t i m o  è  g i à  s r a L a . l i

FìISL IT,{TI E DISCLISSIO\E

Tertnoresistenzo

L'inattivazrone termica delle spore presenta-
va un andamento esponenzrale a tutte le tempe-
rature di trattamento considerate. In una prece-
dente ricerca sulla termoresistenza di B. coagu-
lans (ceppo 1881) era stata invece risconmata una
cuÍva d ' inat t ivazione non esponenziale a 88oC.
Peraltro, anche in questo caso è stata osservata
una piccola diminuzione dei valori dei tempi di
riduzione decimale (D) passando da pLI 4,45 a
4 ,30 .

Nella tabella 1 sono riportati i  valori di D ai
due pH e alle temperature considerate, nonché i
valori di z.

Sulla base di questi dati sono stati calcolati i
tempi di riduzione decimale a l"00oC per i due
ceppi ai due pH di lavoro (tab. Z). Essi risultano
di poco inferiori ai valori già riscontrati per il
ceppo 1881:  Droo =2,88 min a pH 4,3 e 3,0I  a
pH 4  ,4  0 ) .

Tas. Z - Valori del tempo di riduzione decimale calcolati a
i00oc per  i  due ceppi  a  pH 4)  e  4 ,45.

nF{ Droo

I 1 l
4 , 1 0 ) 5

) ( .

1 0 4 ó
4 , 3 0 1 5

1 . 1 5 7 6

Capacità di acuescimento in funzione del pH

Per tutti e tre i ceppi sono stati osservatt ac-
crescimento sporale e alterazrone del prodotto a
pH 4,45 anche con I'inoculo di minore entità
(101 spore/ml), mentre a pH 4,3 e con inoculo di
101 spore/ml si sono sviluppati solo i ceppi LI4 e
1046. E stata comunque accertafala capacità di
accrescimento del ceppo 1881- con un inoculo di
102 spore/ml (1).

mostrata la possibilità di sviluppo di l0z spore/g ai due pH
di lavoro (1).

Le spore, già sottoposte a shock termico a 80oC per 10
min, sono state inoculate in passato dí pomodoro a R.O. 8o
Brix e pH 4,30 e 4,45, confezionato a freddo in vasett i  di
vetro della capacità di 100 g (60 mm di altezza e provvisti
di capsula twist-off) preventivamente sterilizzati a l2loC
per 15 min.

I I  - " o . 1 ^  r l i  r r r r n t n  à  q r a r ^  r ì ^ r t 4 r ^  a  4 1 O - 4 9 - î l  m m  H o  e n n

capsulatrice da laboratorio REV-MEC ed è stato misurato
con vuotometro a doppia camera Budemberg.

Le confezioni sono state incubate a 3J"C e controllate
a intervall i settimanali per quattrc settimane.

Trattamenti termici subletali in uasetti di uetro. Vasetti
di vetro sono stati confezionati con passato di pomodoro co-
me precedentemente descritto; in questo caso gli inoculi
erano tali da ottenere concentrazioni finali di 102- 10r 104
spore/ml. Successivamente le confezioni sono state sottopo-
ste a trattamenti termici subletali in bagno aperto alla tem-
peratura di 96-97'C tali da determinare, all ' incirca, una ri-
duzione decimale delle spore nel prodotto inoculato con
102 spore/ml, una o due riduzioni decimali in quello conte-
nente 101 spore/ml e una, due o tre riduzioni in quello con
104 spore/ml.

I valori di Ft00 corispondenti sono riportati nèlle ta-
t  t l

be l le  ,  e  ) .

Per la determinazione degli effetti letali in base ai valori
di D dei singoli ceppi sono stati impiegati termocoppie
rame-costantana e un registratore ELLAB CMC 821.

I vasetti sono stati quindi incubati a 37"C per

7-I4-2I-28 giorni e sottoposti (tre per volta) settimanalmen-
te a determinaziont del1a concentrazione sporale e/o cellula-
re (tramite conteggio in piastra), del pH e del grado di vuoto
e ad esame sensoriale (odore).
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Trattamenti termici sttbletalì

Nel le esper ienze condotte a pH 4,3 non è
stato osservato accrescimento dei batteri inocula-
ti in alcuna de1le combinazioni rrattamento rer-
mico/entità delf inoculo (tab. 3).

Tae I  -  Sopravviv enza e capaci tà d i  a l terazione di  B coagtLtns
sporale e del  t rat tamento ls lppir -o imnart i tn

Nelle prove a pH 4,45 è stata rilevara altera-
zione solamente con i prodotti inoculati con 10a
spore/g di uno qualsiasi dei te ceppi e sorroposri
a trattamento termico equivalente a u.na riduzio-
ne decim a\e (tab. 4).

in  pomodoro a pI  I  I  )  in  f  unzione del  l ivel lo d i  contaminazione

Spore

i n o c u l a t e

( n  / m l ) "

Valor i  d i
Ftr, ,
(mrn)

N  d i  r i d u z i o n i

d e c i m a l i

; m h 4 " r i r -

Spore
residue
( n . / m l ) '

\ , r a s e r t i

t r a t t a t i

V a s e r r i
a l  te ra t i

1BB 1

1 , 1  x  1 0 1

1 , 6  x  l O l

1 , 0  x  1 O r

l , l  x  1 0 1

1 , i  x  i 0 '

L . l  x  1 0 2

E , ó

' , E

2, . )

t . E

2 , . )

2 .1 )

)
2

i

2

J

1

1 . 1 r  i L l

1 . - 1  r  1 { ) :

9 , . 2  ,  l O :

e\

c ) . t 1 0

6

0

0

U

t)

trì

10.+6

1 , i  x  1 0 i

i , 6  x  1 0 1

2,2 x LOq

2,2 x lO)

1 , 9  x  1 0 '

1 , 8  x  1 0 2

1 0 , 5

7 ,0

) , 5

7 , 0

l 5

) , 5

)
2

1

2

j

1 . 1 x  i 0 :

9 , 9  x  1 0 2

1 , 8  x  1 L )

2 . 0  r  1 0 1

9

T2

L2

t 2

t 2

I2

T2

0

U

0

0

0

r71

9 , 8  x  i O r

9 , 6  x  1 0 j

1 , 1  x  1 0 4

1 , 0  x  1 O j

1 , 1 x  1 0 '

1 , 0  x  1 0 2

1 , 5

t , 0

) 7

t , 0

) 5

2 . '

)
2

1

2

1

1

1 , 1 x  1 0

2 , 2  x  l A 2

1 , 7  x  1 0 . '

1 , 4  r  L 0

1 , 8  x  1 0 2

1 , 9  x  1 0

I 2

T2

12

I 2

T2

\ 2

0

0

0

0

0

0

"  Valore medio su t re vaset t i .

Tra I'altro, dai conteggi delle spore presenti
nel prodotto, eseguiti sia subito dopo rI tratta-
mento termico s1a a dtstanza di sette giorni e ri-
petuti settimanalmente fino al 28o giorno risulta
una progressiva inattivazione delle spore soprav-
viventi. Ciò è accaduto anche quando il livello
sporale era più elevato, come nel caso della com-
brnazione 104lID, in cui erano presenti ne1 pro-
dotto circa 1-01 spore/g.

Per quanto riguarda i ceppi LI4 e 1046la n-
duzione della concenrazione sporale era sensibi-
le già dopo sette giorni, mente per i1 ceppo 1881
dopo 1o stesso intervallo di tempo erano presenti
ancora circa 3 xL02 spore/g, che al 28o giorno
erano ridotte a poche unità (fig. 1).

È probabile che questo pròcesso d'inattiva-
zione sporale sia dovuto al sinergismo tra effetto
del calore e pH del passato di pomodoro, analo-
gamente a quanto osservato da altri autori nel ca-
so del succo di pomodoro (10, 11).
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C  e p p o  1 1  4

C e p p o  1 . 0 4 ó

. '  C e p p o  ì . 8 8 1

\ - - - - - - ' i ._\  ' . r - ,

o  ' l o  
G io rn i  

20  30

Ftc. 1 - Andamento dell ' inattrvazione sporale successiva a
trat tamento termico subletale a oH 4.10.

I ceppi I14 e 1046 akenvano il prodotto in
sette giorni con sviluppo di odore caratteristico.

I valori di pH a quesro stadio dei conmolli
analitici non erano sensibilmente inferiori a

r0 000

1 000

-v 100
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Tae  4  -  Capac i tàd ia l te raz ioned iB  coag t t l ans  apH 4 , ' 1>  con inocu lopar i  a  l 04spoL 'e  e  r ra t tamer ì to re rm icoequ iva len teauna
r iduzione decimale.

Tempo 0 1-{  ' '  g iorno 2  1 '  g i o r n o

J \iuoro

i m m  H o l

. i  Vuoto
i - -  I J , l

V a s e t t i

a l  ter r  r r

l n l

A \iuoto

m m  H q l

9 , 1 x  1 0 2

1 , 1 x  1 0 '

9 , 6  x  I O 2

2 R  I  o i o r n n

A Vuoto
t m m  F l o l

r00  000

t0  000

A - - -
, /H ._ l  Ceppo 104ó

\
\

o)

-9  1000)

t 0

Ftc. 2 - Yanazione della concentrazione cellulare in vasetti
a lLerar i  contenenr i  prodorro con pl l  in iz ia le 4,45.

di { c.o(tgulans in pomodoro a pH 4,+t in funzione del l ivel lo di
teÍm1co lmpart l to.

o  l o  G i o r n i  2 0

Tas. 5 - Sopravvivenza e capacità di alterazione
contaminazione sporale e del trattamento

30

Spore

inoculate

t n . / m l ) -

Valori  di
L
1  1 0 0

(min)

N. di r iduzioni
decimali
i m n a r t i r e

s,  ̂, ."-

residue
l n  / m l t '

V aset r i
t f a t t a i l

V a s e t t i

a l terat í

1 8 8  I

9,3 x l0)

1 , 4  x  1 0 4

1 , 0  x  1 0 4

1 , 1  x  1 0 j

1 , 1  x  1 0 j

2 .1  x  102

9 ,0

6 ,0

) , 0

ó ,0

3 , 0

1 , 0

)
2

1

2

1

I

1 , 2  x  1 0

1 , 6  x  i 0 2

9 , 1  x  1 0 :

1 , 2  x  I 0

1 , 6  x  1 0 2

2 , 7  x  I 0

12

1,2

I 2

t2

12

I2

0

2

0

0

0

1046

1 , 4  x  1 0 4

1 , 1  x  1 0 4

\,2 x 704

9 , 8  x  1 0 2

8,4  x  102

1 , 4  x  1 0 2

1 0 , 9

1 , )

) , 6

7 , j

) , 6

) , 6

)
2

1

2

1

1

1 , 2  x  1 0

1 , 1  x  1 0 2

1 , 1 x  1 0 1

1 , 1  x  1 0

7 , 2 v .  I 0

1 , 1  x  1 0

t2

t2

t2

t2

I 2

t2

0

0

9

0

0

0

1 1 , 4

9,5  x  10r

1 , 1 x  1 0 4

9 , 8  x  1 0 1

1 , 1  x  1 0 1

1 , 1  x  1 0 1

I . 2  x  l O 2

7 , 8

) /
2 ,6

2 ,6

2 ,6

)
2

1

2

1

1

9

1,2 x I02

9,6 x IO2

1 , 1  x  1 0

9 , 2  x  l 0

1 , 1  x  1 0

T2

l2

t 2

I2

t2

T2

0

0

1 0

0

0

0

Valore medio su tre vasett i
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quell i di partenza; essi tendevano ad abbassarsi
in misura maggiore già a1 14o giorno. La concen-
trazrone cellullare dopo i primi sette giorni era
superiore a Ix 104 e alle analisi successive risul-
tava generalmente minore (fig. 2).

Thle evenrenza può essere considerata un ri-
scontro sperimentale alf ipotesi di una rapida
inattiv azio ne ( au t o ste rlTizzazto ne) delle c ell ule di
B. coagulans Ln alimenti acidi (1).

I1 ceppo 1881, peraltro, alterava i campioni
dopo 27 giorni; il prodotto presentava rrdotfa
concentraz\one cellulare, come nei casi pre-
cedenti.

In tutti i  campioni alterati sono stati trovati
un grado di r,'uoto e un valore di pH inferiori a
quell i dei campioni normali.

Alle altre combinazioni entità delf inocu-
Ioftrattamento termico, le confezioni non hanno
mai presentato akerazroni (tab. 5).

I1 plodotlo uon inoculato, tratlato lelmica-
mente, non si è mai alterato.

(IO\CLUSIO,\I

I valori di termoresistenza dei ceppi 114 e
1046 non sono particolarmente elevati e risulta-
no paragonabil i a quell i del ceppo 1881 (J).

Trattamenti termici subletali, non frnalizzati,
cioè, a inattivare tutte le spore di B. coagulans
presenti nel prodotto, hanno stabilizzato micro-
biologicamente i l passato di pomodoro a pH 4,3
anche quando la concentrazione sporale soprav-
vivente era di I03lg.

A pH 4,45, invece, nelle stesse condizioni
sperimentali è stato rilevato accrescimento delle

spore con conseguente al terazione del  passato;  d i
contro, con concentrazioni sporali di minor enti-
tà non è stato osservato sviluppo batterico.

La possíbil i tà che trattamenti termici suble-
tali stabilrzzrno derivati non concentrati del po-
modoro rispetto a spore di B, coagulans derr'esse-
re comunque valutata eseguendo test su un nu-
mefo  COnSidereyn lman to  ^ i ì .  o io .Tg tO d i  Camp iOn i

(pack-test) .

.\ta:i,;,te sperilte;itale per lìittlustria tlelle conserue alitnetttit ' i. sede di t\n.qrì
(SA) 12 ' tc tucnbrc 199 )
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