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RESUMEN: Entre las bacterias contaminantes de jugos concentrados, los géneros Bacillus y Alicyclobacillus producen endosporos
capaces de folerar las condiciones extremas de los jugos concentrados y de mantener la viabilidad.

Se realizaron recuentos de microorganismos aerobios mesofilos lotales, aerobios acidofilos totales, bacterias esporuladas
mesofilas y terméfilas en 36 muestras de jugos de naranja concentrados congelados (JNCC) sin conservantes. Los resultados
obtenidos indican que: en la mayoria de las muestras, los recuentos de todos los grupos baclerianos estuvieron comprendidos
entre 0 y 2 logUFCg™ y sdlo en un bajo nimero de ellas los recuentos fueron mayores, no superando 3,4 logUFCg™'. La especie
esporulada aislada en mayor proporcion fue Bacillus sublilis, un reconocido contaminante ambiental. No se detectd Alicyclobacilius.
Es necesario realizar la manipulacion de los jugos bajo condiciones higiénicas y sanitarias estriclas para no afectar la calidad
microbioldgica del producto terminado, que al ser utilizado como materia prima en |a elaboracién de jugos diluidos y bebidas, podria
alterarlos provocando un riesgo para la salud del consumidor y pérdidas econdmicas importantes.
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SUMMARY: Frozen concentrated orange juices containing no preservatives: microbial load and sporulating bacteria. Vaccari,
M.C.; Benzzo, M.T.; Sanchis, J.C.; lacona, V.A. Among bacteria usually found to contaminate concentrated juice, genera Bacillus
and Alicyclobacillus are known to produce endospores able to survive under the extreme conditions posed by concentrated juice
and remain viable.

Counts to quantify total mesophilic and total acidophilic aerobic microorganisms, mesophilic and thermophilic sporulating bacteria
were carried out for 36 samples of frozen concentrated orange juice that contained no preservatives. While most samples produced
counts between 0 and 2 log CFU.g", only a few showed counts among 2 - 3.4 log CFU.g"". Bacillus subtilis (a well-known
environmental conlaminant) was the sporulating species most frequently found. Alicyclobacillus was not detected. Since it is used
to manufaclure diluted juice and other beverages, juice should be handled following strict sanitary and hygienic conditions which
ensure that the micrabiological quality of the product is not aifecied. Otherwise, the consumers' health could be at risk and
important economic losses could result.
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Introduccidn

El constante aumento del consumo de los ju-
gos citricos y de sus derivados ha impulsado lain-
dustrializacion de los mismos y 1a aplicacion de nue-
vas tecnologias cuyo objetivo principal es garantizar
la calidad e inocuidad del producto.

Por su naturaleza quimica los jugos constitu-
yen un caldo de cultive sumamente apropiado para
los microorganismos tanto alterantes como
patogenos, que contaminan los jugos no 500 a partir
de la materia prima (la fruta) sino también durante
las diferentes etapas que involucran su elaboracion.

Las barreras fisicoquimicas inherentes a su
composicion dificultan y retrasan en parte, el creci-
miento microbiano. Asi, el bajo pH de los jugos citri-
cos (entre 3,5 y 4) representa un limite que reduce la
proliferacion microbiana en gran proporcion (1, 2).
Sin embargo en determinadas ocasiones los
microorganismos logran superar los limites de esta
barrera logrando sobrevivir o incluso multiplicarse.

El jugo de naranja recién exprimido es conside-
rado un alimento altamente perecedero que debe ser
sometido a procesos de conservacion tales como el
tratamiento térmico (pasteurizacién y concentracion)
y el posterior congelamiento, que agregan otras ba-
rreras al crecimiento de los microorganismaos, no
requieren necesariamente de la adicién de
conservantes guimicos y permiten obtener un pro-
ducto estable, seguro y apto para el consumo.

Muchas industrias procesadoras de frutas ci-
tricas elaboran jugos concentrados los cuales son
utilizados como materia prima para |a elaboracion
de otros productos tales como bebidas a base de
jugo de fruta, cremogenados y néctares.

Existen microorganismos (bacterias, hongos y
levaduras) capaces de tolerar las condiciones extre-
mas de los jugos concentrados como son bajo pH,
baja a,, elevada concentracion de aziicar (65 © Brix)
y viscosidad y reduccion del oxigeno disuelto. Entre
estos microorganismos se incluyen las bacterias
esporuladas cuyas estructuras de resistencia ase-
guran su supervivencia en condiciones adversas,
germinando posteriormente si las condiciones am-
bientales se tornan favorables (3+6). Esta situacion
tiene lugar cuando los concentrados se reconstituyen
para la preparacion de néctares y bebidas
analcohdlicas, en las cuales aumenta la actividad
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acuosa (a,, ~ 0.99) y el oxigeno disuelto, y disminu-
ye la concentracion de azacar (hasta 11°Brix) y la
viscosidad. Esta supresién y/o disminucion de las
barreras fisicoquimicas al desarrollo microbiano los
torna nuevamente vulnerables al deterioro (4, 7).

Las especies bacterianas asociadas al dete-
rioro de los jugos se incluyen dentro de los géneros
Bacilfus, Clostridium, Lactobacilfus, Leuconostoc,
bacterias acetogénicas y en menor frecuencia es-
pecies de Strepiococcus y Pediococcus (8, 9). Des-
de hace algunos afos se agregd el género
Alicyclobacitius (bacilos aerobios esporulados
acidotermofilicos) aislado como contaminante de los
jugos (10,11,12). Los signos més comunes de alte-
racidn de los jugos por este microorganismo inclu-
yen: fuerte aroma y olor (descrito como a antiséptico
o desinfectante), poco 0 ningln cambio de pH, au-
sencia de produccion de gas y en ciertas ocasiones
formacion de un sedimento blanco en el fondo del
envase o turbidez. La incidencia de este microorga-
nismo en los jugos de naranja es del 14,7%. Enla
actualidad se ha sugerido que debe evaluarse su
presencia como unindicador para estimar la calidad
del producto, ya que estas bacterias se asocian a la
contaminacion de los jugos de fruta dcidos { 13-18).

Entre las bacterias contaminantes de los jugos
concentrados los géneros Bacillus y Alicyclobacilius
son capaces de generar endosporos de elevada re-
sistencia térmica lo cual reviste una particular im-
portancia en los jugos industrializados puesto que
permanecen viables luego del tratamiento térmico {
9).

El objetivo de este trabajo fue:

- Detectar y cuantificar diferentes grupos de
microorganismos que contaminan normalmente los
jugos de naranja concentrados, congelados (JNCC),
sin conservantes: microorganismos aerobios
mesofilos totales, microorganismos aerobios
acidofilos totales, bacterias aerobias esporuladas
mesdfilas y termofilas y Aficyclobacillus.

— Aislar e identificar las bacterias esporuladas
mesdfilas y termofilas presentes en las muestras.

Materiales y Métodos
Procedencia de las muestras:

Se estudiaron 36 muestras de jugo de naranja
concentrado, congelado (JNCC), sin conservantes,
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obtenidas de una planta procesadora de jugos con-
centrados de la provincia de Entre Rios, durante la
produccion 2002-2003. Todas las mugstras fueron
tomadas de los tanques de almacenamiento, los cua-
les contenian tanto jugo concentrado como mezclas
(blending) de jugos concentrados, segln los requeri-
mientos del cliente.

Las muestras se trasladaron desde la planta
procesadora, en recipientes estériles de 250 ml bajo
condiciones de refrigeracion. Una vez recibidas en el
laboratorio, se conservaron a 6°C hasta el momento
de su procesado, realizado dentro de las 24 horas de
recibidas.

Preparacidn de las muestras:

Las muestras de jugo concentrado (65°Brix) se
reconstituyeron a jugo exprimido (11° Brix) diluyen-
do 1en 5 en agua estéril o caldo BAM seglin corres-
pondiera (16).

Recuentos microhioldgicos:

Se realizaron los siguientes recuentos:

- Microorganismos aerobjos mesdfilos tota-
les: se utilizo la técnica de recuento en placa por
vertido, empleando Agar para Recuento en Placa
(APC, Merk), e incubando a 30°C por 48 horas (6).

- Microorganismos aerobios acidofilos totales:
se utilizé |a técnica de recuento en placa por vertido,
empleando Agar Suero de Naranja (OSA, Merk) e
incubando a 30°C por 48 horas (16).

- Bacterias aerobias esporuladas mesofilas y
termofifas: Una alicuota del jugo reconstituido en agua
estéril se calentd a 80°C durante 10 min (activacion).
Se utilizd la técnica de recuento en placa por vertido,
empleando Agar Soya Tripticasa (AST, Merk) adicio-
nado con 0,1 % de almidén e incubando a 30°C y
45°C, respectivamente, por 48 horas (21).

- Alicyclobacillus:

Recuento: Una alicuota del jugo reconstituido
en caldo BAM se calentd a 80°C durante 10 minutos
(activacion). Se utilizd la técnica de recuento en pla-
ca en superficie, empleando Medio para
Alicyclobacillus acidocaldarius (BAM), e incubando
a45°C por7 dias (15,16).

Deleccion: El jugo reconstituido en caldo BAM
(previamente activado por choque térmico), se incu-
bo a 45°C durante 7 dias. Luego, una alicuota del
caldo enriquecido se sembrd por duplicado en su-

perficie en Agar BAM, y se incubd a 45°C durante 7
dias (16).

Todos los recuentos se realizaron por duplica-
do, efectuando diluciones decimales con agua de
peptona al 0.1 % o caldo BAM, segun corresponda
(6,16).

Aislamiento e identificacion de bacterias
esporuladas:

De acuerdo con las normas internacionales
(6,21,22) se aislaron y purificaron un nimero repre-
sentativo de colonias con diferentes morfologias. Las
cepas purificadas, seidentificaron segun lo propuesto
por el Manual de Bergey, Gordon, Deak y col. y Equchi
y col. (16, 23-25).

Rndlisis estadistico:

La comparacion entre las medias de los re-
cuentos microbianos se calculd mediante el esta-
distico t de Student. Se considerd como significativo
una probabilidad p < 0,05. Se utilizd el programa
SPSS version 9.0 para Windows.

Resultados y Discusion

Recuentos microbiolégicos:

Enlatabla1ylas figuras 1y 2 se muestran los
recuentos microbiologicos de las 36 muestras de
JNCC sin conservantes.

Los resultados de la tabla 1 demuestran que
los recuentos fueron bajos en la mayoria de las mues-
tras analizadas para todos los grupos de
microorganismos estudiados. La legislacion vigen-
te, Codigo Alimentario Argentino (CAA) y Codex
Alimentarius, no establece ningln criterio microbio-
logico para los grupos de microorganismos evalua-
dos en el presente trabajo (26,27). EI CAA (Art.1050)
s6lo establece un maximo de 100 UFC.g"' para hon-
gos y levaduras.

Por otra parte, las especificaciones de clientes
en lo que refiere al mercado interno, fija para
microorganismos mesofilos totales en medio 0SA
hasta 100 UFC.g"' en JNCC sin conservantes (28).
Cabe aclarar que las “especificaciones de clientes”,
no corresponden a Normas, ni tienen el cardcter obli-
gatorio de Legislacion vigente, sino que son acuer-
dos que comunmente se establecen entre el cliente
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Tabla 1: Andlisis estadistico de los recuentos micrabianos en 36 muestras de JNCC sin conservantes.

Microorganismos Microorganismos Bacterias esporuladas Alicyclo
mes6filos totales acidéfilos totales (log UFC.g") bacillus
(log UFc.g"] (log UFc.u"} Mesdfilas Termofilas
Rango 0-3.4 0-3.4 0-26 0-2.4 0
Mediana 07 0 0 0 0

Figura 1: Recuento de microorganismos aerobios mesdfilos totales y aerobios acidéfilos totales en 36 muestras de
JNCC sin conservantes.
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y el proveedor o bien las exigencias impuestas por el
cliente para comprar.

Ademas, puede verse que los recuentos de
microorganismos mesofilos totales y acidofilos to-
tales evidencian un rango superior al de los recuen-
tos de bacterias esporuladas mesdfilas y terméfilas.

En la figura 1 se observan los recuentos de
microorganismos aerobios mesofilos totales y
aerobios aciddfilos totales.

Sobre un total de 36 muestras, 29 muestras
(80.6%) mostraron recuentos de microorganismos
aerobios mesdfilos totales en el rango de 0 - 2,0 log
UFC.g",5(13,9%) entre 2,1 - 3,0 log UFC.g"", y s6lo 2
de ellas (5.6%) dieron recuentos de 3.1y 3.4 log
UFC.g"" (muestras 33 y 31 respectivamente).

Analogamente, 31 muestras (86,6%) dieron re-
cuentos de microorganismos aerobios acidofilos to-
tales entre 0- 2,0 log UFC.g", 3 (8,3%) variaron entre
2,1-3,0log UFC.g", y sdlo 2 de ellas (5,6%) dieron
recuentos de 3,1y 3.4 log UFC.g™" (muestras 33 y 31
respectivamente).

Al analizar estadisticamente ambos grupos, no
se observaron diferencias significativas (p > 0,05)
entre los recuentos de microorganismos aerobios
mesdfilos totales y aciddfilos totales, por lo cual se
podria deducir que los microorganismos mesofilos
presentes en [as muestras serian también acidofilos,
debido a las condiciones o caracteristicas inheren-
tes a la composicion de los jugos citricos concentra-
dos.

Por otra parte, estudios anteriores realizados
sobre muestras de jugos de naranja concentrados y
jugos de naranja concentrados y enfriados (15°C)
obtenidos sobre la linea de produccién, hallaron que
los recuentos de microorganismos aerobios
mesofilos totales fueron nulos en todas las muestras
analizadas (29). Esto estaria indicando que la
pasteurizacion fue eficiente como proceso de des-
truccion de los microorganismos hasta por lo menos
esa etapa del procesamiento. Sin embargo, en las
muestras de JNCC sin conservantes analizadas en
este trabajo se constato la presencia de dichos
microorganismos.

Si bien se trata de producciones distintas, de
los resultados de los estudios realizados en ambas,
podria inferirse que existen posibilidades de conta-
minacion post pasteurizacion.

En la figura 2 se muestran los recuentos de
bacterias esporuladas meséfilas y terméfilas.

Sobre un total de 36 muestras, 32 (88,9%) mos-
traron recuentos de bacterias esporuladas mesafilas
enunrangode 0—2,0log UFC.g™", ysolo 4 (11,1%)
entre 2,1y 2,6 log UFC.g".

Andlogamente, en 33 muestras (91,7%) los re-
cuentos de bacterias esporuladas termdfilas varia-
ron enun rango de 0-2,0 log UFC.g", mientras que
solo en 3 de ellas (8,3%) estuvieron entre 2,1 -2 4
log UFC.g™.

Ademds se observa que las muestras que pre-
sentaron recuentos de bacterias esporuladas
termofilas también presentaron bacterias esporuladas
mesofilas, salvo la muestra 3. Esto estaria indicando
la posibilidad que las cepas terméfilas aisladas po-
drian ser facultativas respecto de la temperatura de
crecimiento, si bien esta condicién no fue compro-
bada en el presente trabajo.

El mismo estudio citado anteriormente (29)
obtuvo recuentos nulos de bacterias esporuladas
mesofilas y termdfilas en jugo de naranja concentra-
doy en jugo de naranja concentrado y enfriado (15°C),
en todas las muestras analizadas sobre la misma
linea de produccion.

Por otra parte, enla figura 3 se observa que las
muestras con mayores recuentos de bacterias
esporuladas no estan necesariamente asociadas a
los mayores recuentos de microorganismos
mesofilos totales.

El género Alicyclobacillus no fue detectado en
ninguna de las 36 muestras analizadas, aln consi-
derando el previo enriquecimiento de las mismas.
Este resultado coincide con estudios realizados por
otros autores, que hallaron una baja incidencia de
Alicyclobacillus (14,7%) en jugos de naranja (13,16).

Estos resultados indican que el tratamiento tér-
mico en la linea de produccion de los jugos permite
obtener un producto de buena calidad microbiologica
en base a las exigencias de la legislacion vigente,
aunque un bajo porcentaje de muestras no cumple
con las especificaciones de clientes mencionadas
anteriormente. La presencia de microorganismos en
algunas de las muestras indicaria que el producto se
contaming luego del procesamiento térmico. Por otra
parte, estos resultados coinciden con los hallados
en el estudio citado anteriormente (29), en el cual se
obtuvieron recuentos similares de bacterias
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Figura 3: Recuento de microorganismos aerobios mes6filos totales y promedio de los recuentos de bacterias
esporuladas mesdfilas y termdfilas en 36 muestras de JNCC sin conservantes.
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esporuladas mesofilas y termofilas en mezclas
(blending) de jugo de naranja concentrado. Lo expre-
sado en este parrafo reforzaria la hipétesis de conta-
minacion post pasteurizacion, dado que las mezclas
(blending) provienen de partidas individuales que se
almacenaron después de la pasteurizacion y poste-
riormente Se sometieron al proceso de mezclado.
Otros autores (30), indican que el almacena-
miento de los jugos congelados durante largos pe-
riodos de tiempo y su posterior descongelamiento
para realizar mezclas (blending) constituyen la cau-
sa principal de la contaminacién post-pasteurizacion.

Identificacion de las bacterias esporuladas:

De las 80 cepas de bacilos esporulados
mesofilos y termofilos aislados, las especies identi-
ficadas fueron:

Bacillus subtilis 59 cepas (73,75%), B.
licheniformis 12 cepas (15%), B. megaterium 4 ce-
pas (5%), B. cereus 4 cepas (5%), B. pumilus 1 cepa
(1,25%) (figura 4).

Las especies identificadas en este trabajo son
las que se encuentran con mayor frecuencia como
contaminantes de alimentos (31,32).

La especie aislada en mayor proporcién fue
Bacillus subtilis, un reconocido contaminante am-
biental.

El almacenamiento del jugo concentrado bajo
condiciones de congelamiento impide la accién
deteriorante de estas bacterias, dado que los esporos
dificilmente germinaran en este producto.

Sin embargo, después de la reconstitucion con
agua, el producto se vuelve susceptible a la accion
de deterioro por estos microorganismos, si los
esporos que sobrevivieron al estrés acido y al
congelamiento, encuentran mejores condiciones para
su desarrollo.

Conclusiones

Tanto las caracteristicas fisicas de los jugos de
naranja concentrados como el proceso de conserva-
cion de los mismos (pasteurizacion, concentracion)
producen la eliminacion de 1a mayor parte de los
microorganismos, asegurando un producto de bue-
na calidad microbioldgica.

Los bajos niveles de contaminacion en las
muestras después de la pasteurizacion se deberian

a la supervivencia de endosporos de elevada
termorresistencia o a la contaminacion ambiental
post-pasteurizacion.

Portodo lo expuesto se concluye que un factor
de fundamental importancia es el control de la con-
taminacion ambiental. Es necesario realizar la mani-
pulacion de los jugos bajo condiciones higiénicas y
sanitarias suficientemente controladas para no afec-
tar la calidad microbiana del producto terminado que,
al ser utilizado como materia prima en la elabora-
cion de jugos diluidos y bebidas, podria alterarse
provocando un riesgo para la salud del consumidory
pérdidas econdémicas importantes.
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