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Bacterias esporuladas en frutas y jugos de naranja
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RESUMEN: Durante afos se considerd que los jugos de frutas sdlo eran susceptibles de ser dafiados por levaduras, hongos y
bacterias lacticas. En los Gltimos afios se han informado dafios producidos en jugos de frutas causados por bacilos aerobios
formadores de esporos, acido-termofilicos (Bacillus y Alicyclobacillus).

En este trabajo se cuantifico e identificd la presencia de bacterias esporuladas mesdfilas, termdfilas y de Alicyclobacillus en frutas
enteras, en jugos de naranja y en mezclas (blending) de jugos concentrados enfriados provenientes de una planta procesadora de
citricos.

Los resultados obtenidos indican que:

* La carga microbiana total hallada en la superficie de la fruta entera se corresponde con valores similares en el jugo exprimido
de naranja.

* Al pasteurizar el jugo y luego al concentrarlo y enfriarlo no se obtuvieron recuentos bacterianos.

* Cuando se estudiaron las mezclas (blending) de jugos concentrados enfriados, se hallaron bacterias aerobias esporuladas
mesdfilas y terméfilas.

* No se detectd Alicycfobacifius en ninguna muestra.

* Las especies de bacterias esporuladas identificadas fueron: B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. megaterium, B.
sphaericus, B. alvei, B. firmus, B.badius.

Se concluye que tanto la calidad de la fruta fresca como la higiene y sanitizacion de las instalaciones y de l0s equipos que se panen
en contacto con los jugos, determinan la necesidad de implementar y fijar puntos criticos de control, que la industria debe vigilar
estrictamente a fin de evitar las posibles fuentes de contaminacion.

Ademds, el hecho de mezclar diferentes jugos concentrados implica un alto riesgo de contaminacion, si la manipulacion de los
jugas no se realiza bajo estrictas condiciones de Buenas Practicas de Fabricacion.
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SUMMARY: Spere-forming bacterla in fruit and orange |uice. lacona, Valerla A.; Serrano, Lorena; Sanchis, Juan Carlos;
Carugh, Isabel. For many years, fruit juice was thougnt to be susceptible only to yeasts, fungi and lactic-acid bacteria. It has been
lately reported that they can also be spoiled by spore-forming, acid-thermophilic, aerobic bacilli (Bacifius and Alicyclobacillus).
Mesophilic and thermophilic sporulating bacteria as well as Alicyclobacilius strains were identified and quantified in whole fruit,
orange juice and blendings of chilled concentrated juices from a citrus fruit processing plant.

Our results show that:

* The total microbial load on the surface of whole fruits resembles that found in orange juice.

* No bacterial counts could be detecled after the juice was pasteurized, concentrated and chilled.

* When blendings of chilled concentrated juices were studied, mesophilic and thermophilic sporulating bacteria were found.

* Alicyclobacifius strains could not be recovered from any of the samples.

* The sporulating bacteria strains identified were: B. sublilis, B. licheniformis, B. pumilus, 8. megaterium, B. sphaericus, B. alvei,
B. firmus, B. badius.

Therefore, it is important that both quality of fresh fruit and cleanliness and sanitary conditions of facilities and equipment are taken
care of. They require that proper critical control points are set, which should be strictly watched over in order to avoid possible
sources of contamination.

Blending different concentrated juices involves a high risk of contamination if juices are not handled according to strict nonms of
Good Manufacturing Practices,
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Introduccidn

La Citricultura en Argentina es una de las acti-
vidades fruticolas mas importantes. Nuestro pais
ocupa el octavo lugar entre los paises productores
de fruta fresca. (1), siendo el segundo productor de
jugos citricos del hemisferio Sur. (2)

El futuro de la citricultura regional depende de
las posibilidades de exportacién y del mercado inter-
no. Ambos mercados son muy competitivos y para
poder participar en ellos es necesario ofrecer produc-
tos citricos de calidad y con mayor valor agregado.

La historia del aprovechamiento industrial de los
citricos comienza en fecha relativamente reciente.
Hasta hace algunas décadas, los citricos se vendian
sobre todo en estado fresco, ya que no era posible
conservar los jugos para llevarlos al mercado. A me-
diados de los afos cuarenta se inicid el auge propia-
mente dicho de la industria citrica, favorecido por la
aparicion de los modernos métodos de extraccion. (3)

La creciente aceptacion de las bebidas citricas
por parte de los consumidores ha originado |a nece-
sidad de brindar un producto inocuo, que conserve
las caracteristicas organolépticas originales y que
asegure el aporte de |a totalidad del valor nutricional
que poseen, dado que los citricos estdn considera-
dos entre las frutas frescas de mayor valor nutritivo.
Ello se debe a un equilibrado contenido en agua, azu-
cares, acidos, sales minerales, fibras y vitamina C.(4)

Una cuarta parte de los productos cosechados
no llegan a consumirse frescos por sufrir alteracio-
nes y son utilizadas por la industria para su procesa-
miento.

Las frutas estan expuestas a la invasion de una
gran variedad de microorganismos llevados por el
viento o arrastrados por la lluvia, que desde la at-
mosfera se depositan sobre ellas.

El peligro es aun mayor para las frutas que cre-
cen proximas al suelo, debido al riesgo de contami-
nacién por microorganismos habituales y silvestres
de la region, a los cuales se unen los patdgenos y
banales que transportan el hombre y las heces de
los animales, ya sea por abonos o por agua de riego.
Al romperse la pelicula que rodea a las frutas, aque-
Ila microflora, mas la que puede llegar de la planta
procesadora o de los manipuladores, entra en con-
tacto con su pulpa y actda sabre ella.(5)

El deterioro de las frutas frescas suele aconte-
cer durante su almacenamiento y transporte, asi
como durante |a etapa de espera antes de su proce-
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sado. Puede evitarse en parte la contaminacion ma-
siva de la fruta lavando y desinfectando cajas, ca-
nastas, cestas y otros recepticulos que las contie-
nen.(6)

El lavado previo a su industrializacion, por agi-
tacion de la fruta, tiende a distribuir por todo el con-
junto los microorganismos procedentes de piezas
deterioradas. Cuando no se realiza la renovacion
continua del agua de lavado, ésta puede ser fuente
de contaminacion que facilitard el crecimiento de
microorganismos si estas condiciones se mantie-
nen durante algdn tiempo. Dentro de las Buenas Prac-
ticas de Fabricacion (BPF), el lavado con soluciones
detergentes o germicidas y Ia separacion de frutas
deterioradas reduce el nimero de microorganismos
contaminantes.

De hecho, cualquier superficie y equipo de la
fabrica que entre en contacto con el jugo es una fuen-
te significativa de posible contaminacidn con
microorganismos patdgenos, a menos que haya sido
lo suficientemente lavada y desinfectada.(7)

Los jugos acidos tienen una singular propie-
dad: son inhibidores del desarrollo de la mayoria de
los microorganismos patdgenos que normalmente
contaminan los alimentos, Las caracteristicas fisi-
co-quimicas del jugo de naranja concentrado, pH en-
tre 3,5y 4,0, la baja actividad de agua, la concentra-
cion alta de azicar (66° brix), la viscosidad, la baja
capacidad de aireacién, el oxigeno disuelto reducido
y el tratamiento térmico del proceso de concentra-
cion, son elementos fuertemente inhibidores del cre-
cimiento de la mayoria de los microorganismos
pat6genos y/o que provocan alteraciones.(8)

Sin embargo, los jugos de fruta son sustratos
ambientales adecuados para los microorganismos
especialmente alterantes: bacterias, hongos y leva-
duras, capaces de sobrevivir a los tratamientos tér-
micos y capaces de crecer a pH bajos. Estos microor-
ganismos pueden producir el deterioro de los jugos
procesados degradando algunos de sus compues-
tos (como hidratos de carbono, proteinas y vitami-
nas), praduciendo olor y aroma indeseables, cam-
bios de color, pHy textura.

El procesamiento y almacenamiento de jugo
concentrado (alrededor de 66° Brix) bajo condicio-
nes de congelacidn inhibe la accion del deterioro. No
obstante, después de la reconstitucion con agua (al-
rededor de 11° Brix), el producto se vuelve suscepti-
ble a la contaminacién y al deterioro por los microor-
ganismos. Cuando el jugo reconstituido se pasteuriza
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como Ultimo paso antes de ser envasado, se elimi-
nan la mayaria de las formas vegetativas de los
microorganismos. (9). Sin embargo, las formas in-
activas (esporas) de algunas bacterias son resisten-
tes al proceso de la pasteurizacion y encuentran en
el jugo diluido un ambiente favorable para la
germinacion y crecimiento que, bajo ciertas condi-
ciones, pueden llevar al deterioro del producto.(10).

Las especies de bacterias que provocan el de-
terioro de los alimentos también estan asociadas a
los jugos de fruta procesados ( alimentos con pH
menor a 4,5). Incluyen microorganismos del género
Bacillus, Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc,
bacterias acetogénicas, y con menor frecuencia
Streptococcus y Pediococeus (11,12)

Las formas esporuladas tienen un rol distintivo
en los jugos industrializados. Esto es debido a la
elevada resistencia térmica de sus esporas, que en
algunas especies todavia permanecen viables luego
de los tratamientos de alta temperatura asociados
con el proceso de la pasteurizacion.

Desde hace algunos afios se detecto en jugos
de frutas deteriorados y no deteriorados, la presen-
cia de bacilos aerobios esporulados 4cido-termo-
filicos, capaces de sobrevivir a los tratamientos de
pasteurizacion. Estos microorganismos también se
aislaron del suelo, de la superficie de las frutas, del
agua utilizada en las plantas procesadoras y de los
jugos concentrados (13). Se incluyeron dentro del
género Alicyclobacillus (14,15). Laincidencia de este
microorganismo en los jugos de naranja es del 14,7%
(16). Investigaciones recientes sugieren que debe
evaluarse la presencia de Alicyclobaciffus como un
indicador para estimar la calidad del producto, ya
que estas bacterias estan siendo asociadas con la
contaminacion de jugos de fruta cidos, bebidas sua-
ves y bebidas isotonicas.(17).

Los cambios recientes en las tecnologias del
proceso de envasado y almacenado de los jugos por
periodos largos de tiempo estarian produciendo con-
taminaciones post pasteurizacion (18).

En la actualidad, se han incrementado los con-
troles microbiologicos en la industria de los jugos de
frutas procesados a fin de ofrecer un producto de alta
calidad para evitar pérdidas por reproceso y descar-
te de productos elaborados, como asi también lograr
la confiabilidad de los clientes.

El objetivo del presente trabajo ha sido cuantifi-
car e identificar la presencia de bacterias aerobias
esporuladas mesofilas, terméfilas y de Alicyclo-
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bacillus en las frutas enteras y en los jugos de frutas
durante las diferentes etapas de produccion de una
planta procesadora de jugos citricos. Asimismo, se
estudiaron mezclas (blending) de jugos concentra-
dos enfriados.

Materiales y Métodos

Muestras

Se estudiaron 63 muestras, tomadas de una
fabrica de jugos concentrados de la ciudad de Con-
cordia (Entre Rios), durante la zafra 2000 y 2001,
cuyas caracteristicas se detallan a continuacién:

= 12 muestras de fruta entera tomadas de la
playa de recepcion (5 unidades por muestra).

* 12 muestras de jugo exprimido sin concen-
trar (11°Brix), tomadas del tanque de recepcién del
jugo sin pasteurizar.

+ 12 muestras de jugo pasteurizado a 90°C, 30
segundos en intercambiador a placas, tomadas ala
salida del holding.

* 12 muestras de jugo concentrado (60-65°Brix),
tomadas a la salida del concentrador.

= 12 muestras de jugo concentrado - enfriado a
15°C, tomado del tanque de almacenaje de 5000 ki-
los.

* 3 muestras de lotes constituidos por mezclas
de jugos concentrados- enfriados.

» (de cada lote se tomaron 4 muestras indivi-
duales) tomadas del tanque de almacenaje de 5000
kilos.

Toma de muestras

Las muestras de fruta entera fueron recolecta-
das de los contenedores (bins de Tmx 1mx 0,70 m)
enla planta procesadora. Se colocaron en bolsas de
plastico estériles y se trasladaron refrigeradas hasta
el laboratorio.

Las muestras de jugo y de mezclas de jugos
concentrados fueron recolectadas en la planta pro-
cesadora en recipientes estériles de aproximada-
mente 250 ml y se trasladaron refrigeradas hasta el
laboratorio.

Todas las muestras se analizaron dentro de las
24 horas de recibidas. Durante este tiempo, se con-
servaron refrigeradas a 4°C.
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Procesamiento de las muestras

« Fruta entera: se realizé un lavado cuidadoso
de la superficie de las frutas (5 unidades), agitdndo-
1as vigorosamente dentro de bolsas de plastico esté-
riles con 160 ml de agua de peptona 0,1%, durante 5
minutos. El agua de lavado se escurrio en un reci-
piente estéril.

* Jugo exprimido sin concentrar (11°Brix) y
jugo pasteurizado: se procesaron directamente.

« Jugo concentrado (60-65°Brix), jugo concen-
trado - enfriado a 15°C y mezclas de jugos concen-
trados enfriados: Se reconstituyeron a jugo exprimi-
do (11°Brix), diluyendo 1 en 5 en agua estéril 0 en
caldo BAM, segun el recuento a realizar (19). Caldo
BAM :en g/t CL,Ca. 2 H,0 0,25g; MgS0,,7H,0 0,50g;
(NH,),50,0,2g; KH,PO, 3g; glucosa 1g; extracto de
levadura 1g; agua destilada 1litro; pH:4 (20).

Recuentos microbiolégicos
Se efectuaron los siguientes recuentos:

« Bacterias aerobias mesdfilas totales: se uti-
lizo 1a técnica de recuento en placa por vertido, em-
pleando Agar Para Recuento en Placa (APC, MercK)
e incubando a 30°C por 48 horas (21).

= Bacterias aerobias esporuladas mesdfilas y
terméfilas: se utilizd la técnica de recuento en placa
por vertido, empleando Agar Soya Tripticasa (AST,
Merck) adicionade con 0,1 % de almiddn e incuban-
doa30°Cy 45°C, respectivamente, por 48 horas (22).

= Alicyclobacillus. Recuento y deteccion: se
utilizé caldo BAM (para enriguecimiento) y agar BAM
( pararecuento y deteccién) (19).

Todos los recuentos se realizaron por duplica-
do, efectuando diluciones decimales con agua de
peptona 0,1% 6 caldo BAM, segun corresponda.

Procedimiento para el recuento

y deteccion de Alicyclobacillus

Segun el tipo de muestra se pracedio de la si-
guiente forma:

» Fruta entera: una alicuota de 5 ml de agua de
lavado se agreg6 a 100 ml de caldo BAM. Luego del
choque térmico a 90°C por 20 min., para activar los
esporos, se sembro inmediatamente y por duplicado
0,1 ml de esa dilucion en agar BAM, en superficie
(recuento). El resto de la suspension se incub6 a
45°C durante 10 dias(enriguecimiento), luego se sem-
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bré por duplicado 0,1 ml en agar BAM en superficie
(deteccion). Todas las placas se incubaron a 45°C
por 48 horas o hasta 7 dias (19).

= Jugo exprimido sin concentrar y jugo pasteu-
rizado: una alicuota de 100ml del jugo exprimida sin
concentrar se calent6 a 90°C durante 20 min (activa-
cién), mientras que 100ml del jugo pasteurizado se
calentd a 80°C durante 10 min, dado que esta mues-
tra ya sufrié un tratamiento térmico en la pas-
teurizacion. A continuacion se procedic de igual ma-
nera que para fa fruta entera.

= Jugo concentrado, jugo concentrado enfriado
a15°C y mezclas de jugos concentrados enfriados:
una alicuota de 20 g de muestra se agreg6 a 80 ml de
caldo BAM (dilucién 1 en 5). Se calenté a 80°C du-
rante 10 min (activacion). A continuacién se proce-
di6 de igual manera que para la fruta entera.

Aislamiento e identificacion

de bacterias esporuladas

De acuerdo con las normas internacionales (21-
23) se aislaron y purificaron un nimero representati-
vo de colonias con diferentes morfologias. Las ce-
pas purificadas, se identificaron segun lo propuesto
por Sneath, P H. A.; Gordon, R.; Deak y col y Eguchi
y col.(24-26,19).

Anilisis estadistico

Todos los recuentos microbioldgicos se trans-
formaron a logaritmos para el andlisis estadistico.
Se utiliz6 el programa SPSS version 6 para Windows.
Las diferencias entre las medias se calcularon por
andlisis de varianza (ANOVA). La probabilidad < 0,05
se considerd significativa.(27).

Resultados y Discusidn

LaTabla 1, presenta las medias de los recuen-
tos micrabiol6gicos de las muestras de fruta y jugos
de naranja analizadas

Se observa que no existe una diferencia signi-
ficativa (p>0,05) entre las medias de los recuentos
de bacterias aerobias mesdfilas totales en la super-
ficie de la fruta entera (4,22 log ufc/cm?) y en el jugo
exprimido de naranja (5,04 log ufc/ml).
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Tabla 1: Recuentos microbiol6gicos en muestras de fruta y jugos de naranja, Zafra 2000.
Muestras
Jugo
Recuentos Fruta exprimido Jugo
Microbioldgicos(a)  entera{b) sin Jugo Jugo concentrado
concentrar(b)  pasteurizado{b) Concentrado(b) enfriado(b)
Bacterias
Aerobias 4,22 + 0,26 5,04 = 0,59 0 0 0
Mesdfilas (3,69-4,54) {3.95-5,59)
Totales
Bacterias
Aergbias 211+£004 234%002 0 0 0
Esporuladas (2,04-2,18) (2,30-2,38)
Mesdfilas
Bacterias
Aerobias 1,92 + 0,06 2,24 = 0,06 0 0 0
Esporuladas (1,78-2,03) (2,13-2,29)
Termofilas
Alicyclobacillus 0 0 0 0 0

{a) Media + Desviacion Estandar. La media del nimero de bacterias viables se expresa como log ufc/cm?® para fruta fresca; log
ufc/ml para jugo exprimido y pasteurizado y log ufc/g para juge concentrado y concentrado enfriado. £l rango se muestra entre

paréntesis.
(b) Nomero de muestras: 12

Posteriormente, al pasteurizar el jugo y luego
al concentrarlo'y enfriarlo no se obtuvieron recuen-
tos de las citadas bacterias.

Andlogamente, no se obtuvieron diferencias
significativas (p > 0,05) para las medias de los re-
cuentos de bacterias aerobias esporuladas mesdfilas
y las terméfilas en la superficie de la fruta entera y
en el jugo exprimido de naranja.

Asimismo, tampoco se obtuvieron recuentas
de estas Ultimas bacterias en el jugo pasteurizado,
jugo concentrado, y jugo concentrado enfriado.

Estos resultados indican que la materia prima
(fruta entera) aporta un ndmero importante de
microorganismas aerobios totales y de microor-
ganismos aerobios esporulados mesdfilos y termo-
filos a través de la cascara de la fruta, que contami-

nan el jugo exprimido durante el proceso de extrac-
cion. Se observa un mayor recuento de todos los
microorganismos investigados, en el jugo exprimi-
do, lo que indicaria que existe una contaminacion del
jugo, na sdlo proveniente de la céscara, sino aporta-
da también durante |a etapa de extraccion,

Sin embargo, durante el proceso de pasteu-
rizacion, que se realiza a altas temperaturas y corto
tiempo ( 90°C 30 seg) se logra eliminar la carga
microbiana originada durante las etapas anteriores
del proceso.

Como se observa en la Tabla 2, en todos los
lotes de mezclas de jugos concentrados se hallaron
bacterias aerobias esporuladas mesdfilas (2,31 log
ufe/g, 2,07 log ufc/g y 1,91 log ufc/g), y en uno de
ellos bacterias aerobias esporuladas terméfilas (1,19
log ufc/g).
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Tabla 2: Recuentos microbiologicos en mezclas de jugos concentrados de naranja, Zafra 2001.

Muestras
Recuentos Jugo Jugo Jugo
Microbiolégicos(a) Concentrado Concentrado Concentrado
Lote N° 1 (b) Lote N° 2 (b) Lote N°3 (b)
Bacterias
Aerobias 0 0 0
Mesdfilas
Totales
Bacterias
Aerobias 231 +0,28 2,07 0,16 191 = 0,21
Esporuladas (2,70-1,70) (2,30-1,62) (2,27-1,48)
Mesdfilas
Bacterias
Aerobias 0 1,19 £ 0,33 0
Esporuladas (1,60-0,47)
Termoéfilas
Alicyclobacilus 0 0 0

(a) Media = Desviacion Estandar. La media del nimero de bacterias viables se expresa como log ufc/g, El rango se muesira entre

paréntesis.
(b) Numero de muestras: 4

No se detecto Alicyclobacillus en ninguna de
las muestras analizadas. Investigaciones recientes
citan una baja incidencia, 14,7% de Alicyclobacillus,
en jugos de naranja (16).

Un procedimiento habitual en las plantas
industrializadoras de jugos citricos, es realizar mez-
clas de jugos ya concentrados con el objetivo de
estandarizar el producto respecto de sus caracteris-
ticas fisico — quimicas ( °Brix, nitrdgeno aminico,
aziicares) y organolépticas (color, aroma, sabor) en
funcidn de los requerimientos del cliente.

Las mezclas, normalmente se realizan luego
de pasteurizar y concentrar el jugo. En general las
plantas no poseen la infraestructura suficiente para
realizar esta operacion bajo condiciones higiénicas
y sanitarias suficientemente controladas, lo que afecta
a menudo la calidad microbiana del producto termi-
nado.

Si bien la mayoria de las bacterias esporuladas
no germinana pH < 4,1 su presencia en las mezclas
de jugos concentrados implica un riesgo de deterio-
ro, cuando éstos son utilizados como materia prima
en la elaboracion de jugos diluidos, en los cuales el
pH es mayor a 4.

Internacionalmente se recomienda la. aplica-
¢ion de tratamiento térmico a los jugos citricos (ju-
gos frescos y diluidos a partir de los concentrados),
que permita la destruccion de los microorganismos
sin alterar mayormente los caracteres organolépticos
ni destruir su valor nutricional.

Sin embargo, algunas bacterias esporuladas
son lo suficientemente termorresistentes para so-
brevivir al proceso térmico de los jugos. Entre ellas
se destacan los esporos del género Alicyclobacillus,
en los cuales se determin6 un valor D a 90°C de 23
min y un valor z de 7,7°C. (28).
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Identificacion de las cepas aisladas

De los 42 bacilos Gram-positivos esporulados
aislados, las especies identificadas fueron:

B. subtilis 12 cepas (28,5 %), B. licheniformis ,
4 cepas (9,5 %); B. pumilus, 8 cepas (19,3 %); B.
megaterium, 6 cepas (14,4%); B. sphaericus, 4 ce-
pas (9,5%); B. alvei, 2 cepas (4,7%); B. firmus, 2
cepas (4,7%); B. badius, 2 cepas (4,7%), no
clasificables, 2 cepas (4,7%).

+ Cabe destacar que estas especies fueron iden-
tificadas tanto de los aislamientos de bacterias
esporuladas mesofilas como termofilas.

Sin embargo, las bacterias que desarrollaron a
45 °C crecieron también a 30 °C.

Esto demuestra que las cepas termdfilas aisla-
das son facultativas respecto de la temperatura de
crecimiento.

Conclusion

Tanto |a calidad de la fruta fresca como la higie-
ne y sanitizacion de las instalaciones y de los equi-
pos que se ponen en contacto con los jugos, determi-
nan la necesidad de implementar o fijar puntos criti-
cos de control, que la industria debe vigilar estricta-
mente a fin de evitar las posibles fuentes de conta-
minacion.

Ademds, el hecho de mezclar diferentes jugos
concentrados implica un riesgo de contaminacién,
si la manipulacion de los jugos no se realiza con
estrictas condiciones de BPF.
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