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RESUMEN: Las bacterias acido-termdfilas
(TAB) formadoras de esporos pueden
resistir a la pasteurizacién en la elaboracién
de jugos concenirados y luego crecer en
los jugos reconstituidos. Se las ha aislado
en regiones volcanicas, de aguas termales
y de jugos de frutas tratados térmicamente.
Por este motivo se decidié estudiar su
presencia en frutas y jugos citricos de
Entre Rios (aguas termales) y evaluar su
incidencia en jugos de manzana y pera de
Rio Negro (cenizas volcéanicas), estudiando
el proceso de elaboracién. Muestras de
frutas, jugos, agua y aire ambiental se
sembraron en medio BAM y K, a pH 3,7,
siete dias a 45y 55°C. Los resultados
demostraron la presencia de TAB en fruta
citrica orgénica y tradicional. La incidencia
fue 1,14% para jugos citricos y 1,86% para
jugos de manzana y pera. Se pudo aislar

TAB del agua recuperada del evaporador,
pero no del aire ambiental. Por Ultimo se
observd, que solo aparecen en el jugo
cuando se descuidan las buenas practicas
agrarias o de manufactura.

PALABRAS CLAVE: bacterias acido termdfilas,
jugos, manzana, pera, citricos, elaboracién

SUMMARY: Sporulated acido-thermofile
bacteria in the manufacture of concentrated
fruit juices coming from risk area in
Argentina

Spore-forming, thermophilic acidophilic
bacteria (TAB) have been isolated from
volcanic areas, thermal waters and fruit
juices subjected to heat treatment, surviving
then pasteurization of concentrated juices
and growing afterwards, in reconstituted
juices. For this reason, their presence in
both fruit and fruit juice from Entre Rios
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(thermal waters) and apple and pear juice
from Rio Negro (volcanic ashes) was
assessed. Samples of fruit, juice, water and
ambient air were cultured on BAM and K
medium (pH 3.7; 7 days) at 45 °C and 55
°C. TAB were shown to be present in citrus
fruit both organically and traditionally grown.
A 1.14% and 1.86% incidence were found
for citrus juice and apple and pear juice,
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respectively. In the two plants evaluated,
water recovered from the evaporator was
shown to be a reservoir of TAB. This was
not the case for ambient air. The importance
of keeping in with appropriate agrarian and
manufacturing practices was also noted.
KEY WORDS: thermophilic acidophilic bacteria,
Juices, fruits, elaboration

Introduccién:

La elaboracién de jugos de manzana,
pera, naranja y mandarina en la Republica
Argentina se caracterizan por la buena cali-
dad de los mismos. La produccién de estas
frutas y sus jugos tiene la ventaja competiti-
va internacional de la contra estacion. En la
tabla N° 1 se resumen las principales carac-
teristicas de la produccion de frutas y jugos
en Argentina. Tanto manzana y pera, como
los citricos son motores de economias re-
gionales. Para los primeros se destaca la
zona del Alto Valle de Rio Negro y para na-
ranja y mandarina, Entre Rios es una de las
provincias productoras del noreste argenti-
no (1, 2, 3,4)

Las caracteristicas fisicoguimicas de los
jugos concentrados de frutas (bajos pH,
baja actividad acuosa, elevada viscosidad,
escasa disponibilidad de oxigeno) sumado
a la pasteurizacién hacen que la mayoria
de los microorganismos patdgenos y/o al-
terantes se vean inhibidos de desarrollar (5).
La contaminacién mas frecuente se reduce
a mohos, levaduras y bacterias Acido lac-
ticas o esporuladas (6,7.89). Las bacterias
acido-termdfilas (TAB) por ser formadoras
de esporos son capaces de soportar dichas
condiciones y luego crecer en los jugos re-
constituidos. Dentro de ellas se distingue
como alterante frecuente el género Alicyclo-

bacillus. Las TAB son microorganismos cos-
mopolitas que se han aislado del suelo, en
particular en zonas de cenizas volcanicas o
con aguas termales, de compost organico,
estiércol y alimentos procesados en calien-
te. En esta (ltima década muchas TAB se
aislaron de jugos de fruta deteriorados en
Estados Unidos, Europa, Japén y Brasil.
Las mismas fueron identificadas como Ali-
cyclobacillus acidoterrestris y A. acidocalda-
rivs. (10,11,12,13,14,15, 16,17)

Estos microorganismos, no patogenos
causan el deterioro de jugos que han sido
previamente pasteurizados y que se comer-
cializan como jugos estériles sin conservan-
tes quimicos. El chogque térmico recibido du-
rante la pasteurizacion activa los esporos y
destruye los microorganismos competido-
res gue podrian limitar su desarrollo. El de-
terioro consiste en la alteracién del olor (me-
dicinal o antiséptico), color y/o formacién
de una nube o sedimento, sin formacion de
gas. Es importante destacar que se puede
aislar el microorganismo sin que los jugos
presenten alteracion visible. Desafortuna-
damente ni los productores, ni los consumi-
dores pueden advertir estas caracteristicas
hasta el momento de consumirlos, porque
estos jugos sin conservantes se expenden
en envases tipo Tetra Pack. Los jugos de fru-
ta concentrados y pasteurizados se venden
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congelados para formular bebidas, que son
nuevamente pasteurizadas y envasadas en
recipientes adecuados para su comerciali-
zacion, muchas veces sin agregado de con-
servantes. A pesar de que los procesos de
elaboracién de jugos y néctares difieren se-
gun la fruta utilizada, se han aislado TAB de
diferentes productos: uva blanca, manzana,
citrus, tomate, anang, y sus mezclas (18, 19,
20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28).

En los dltimos afios, los cambios de con-
ductas alimentarias han hecho que el-con-
sumo de jugos naturales crezca conside-
rablemente tanto a nivel interno como en la
exportacién. La presencia de estos microor-
ganismos en la fruta y otros productos ter-
minados constituye un serio problema en
toda la cadena de elaboracién, allf el inte-
rés de poder identificarlos y eliminarlos del
proceso productivo, evitando que se insta-
len en los lugares de elaboracién y contami-
nen el producto en otro momento.

Hasta el momento no se ha logrado la
normalizacién de su aislamiento e identifi-
cacidn, por ser un microorganismo de dificil
desarrollo, que se encuentra en bajas con-
centraciones. Las discrepancias centrales
son los medios de cultivos usados para ais-
larlos, temperaturas de incubacion, necesi-
dad de enriquecimiento previo, entre otros
(13,14,15,18,26,27,28,29,30)

La influencia de los procesos de elabo-
racién sobre la posibilidad de aislar TAB de
cada tipo de jugo ha sido poco documen-
tada. Las investigaciones realizadas hasta
la actualidad ameritan la profundizacion en
los estudios de aislamiento y la determina-
cion de los puntos de control en el proceso
de elaboracidn, con el proposito de lograr
una normatizacién en el hallazgo y control
de estas bacterias.

En la Patagonia la erupcién del volcan
Hudson en 1991 cubrié de cenizas al Va-

lle Fértil y en la provincia de Entre Rios han
proliferado los desarrollos turisticos que ex-
plotan aguas termales, por estos motivos
existe particular preocupacion de producto-
res y compradores por estudiar su presen-
cia en dichas regiones de nuestro pais. Por
tltimo, si se considera que por el efecto del
recalentamiento global la temperatura am-
biental seguira aumentando se puede su-
poner que las TAB seran en un futuro préxi-
mo un microorganismo frecuente,

Objetivos:

El propdsito de este estudio fue aislar
TAB a partir de frutas, jugos y agua en di-
ferentes puntos del proceso de elaboracion
procedentes de la provincia de Entre Rios,
donde hasta el momento no se han repor-
tado casos. Ademas, evaluar su presencia
en diferentes puntos del proceso en elabo-
racién de jugo de manzana y pera produci-
dos en la provincia de Rio Negro, donde ya
se las han aislado.

Materiales y Métodos:

Preparacién de las muestras: todas las
muestras analizadas en este estudio se re-
cogieron entre el 16/03/06 y el 26/12/06.

=Frutas citricas: se obtuvieron de quintas tra-
dicionales y de ofras orgénicas, cada lote co-
mesponde a una plantacion de 40 hectéreas.

*Jugos sin pasteurizar, jugos concentra-
dos y jugos concentrados de alta turbidez
(JAT) obtenidos de las frutas estudiadas,
para el caso de cftricos. Se tomaron mues-
tras en diferentes puntos del proceso.

=Jugos clarificados concentrados y sin
concentrar, pasteurizados y sin pasteuri-
zar para manzana (Red Delicious, Granny
Smith, Royal Gala, Rome, Pink Lady, Fugi) y
pera (William ‘s, Packhams Triumph, Beurre
Danjou). Se tomaron muestras durante el
envasado a diferentes tiempos.



=Agua usada en el proceso de elabora-
cién.

»Aire ambiental.

Metodologia:

*50 g de jugos clarificados de manzana
0 pera, se diluyeron con agua bufferada y se
sometieron a choque térmico de 80 °C du-
rante 10 minutos para eliminar competidores
y activar los esporos. Se filtraron a través de
filtro millipore con tamanio de poro de 0.2 mi-
cras, luego se incubaron los filtros en placas
con medio K (Agar Premium Bio Pro) pH 3,7
durante 7 dias a 45 °C. a cuyo término se
realizaron los recuentos en placa.

*50 ml de agua de diferentes etapas del
proceso fueron sometidos a la misma técni-
ca que en el punto anterior.

=25 g de cascara de frutas citricas (na-
ranja Valencia late, mandarina Ellendale,
Satsuma y Murckott) o 25 g de jugos citri-
cos se mezclaron con 100 ml de caldo BAM
(Medio para Alicyclobacillus) y se sometie-
ron a choque térmico de 80 °C durante 10
minutos. A continuacién se incubaron du-
rante 7 dias a 45 °C y 55 °C. Luego se sem-
bré 1 ml de dicho caldo enriquecido en me-
dio BAM agarizado y medio K, incubando
nuevamente 7 dias a 45 °C y 55 °C.

*El aire ambiental se muestre6 con un
impactador aire superficie SAS marca Hi-
media, modelo Hiair, India, usando medio
BAM (en caso de desarrollo las cepas ais-
ladas se someten a choque térmico). Los
puntos elegidos para la toma de muestra
fueron: zona de volcado de fruta, zona de
extractoras, zona de concentrador de JAT y
jugo y zona de envasado

Se trabajo siempre por triplicado, a pH
3,7 ajustado con 4cido mdlico esterilizado
por filtracién y con dos cepas patrén de Ali-
cyclobacillus provenientes de la Coleccion
Espariola de Cultivos Tipo (CECT N° 5137:
Alicyclobacillus sp. aislado de jugos de fru-
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tas y CECT N° 4328: Alicyclobacillus acido-
caldarius) (31).

»Las colonias se aislaron, purificaron y
se identificaron siguiendo la metodologia
de Eguchiy col. (32)

La figura N® 1 muestra el flujograma que
representa el proceso de produccion de ju-
gos concentrados de manzana y pera y la
figura N° 2 el de citricos. En el caso de ju-
gos sin concentrar se debe quitar del mis-
mo la etapa de evaporacion. Los jugos con-
centrados de alta turbidez (JAT) se elaboran
con el lavado de pulpas y cascaras recupe-
radas del proceso de elaboracion de jugos
concentrados.

Resultados:

Se pudo establecer trabajando con CECT
N° 5137 y CECT N° 4328, que para ajustar
el pH convenia utilizar 4cido madlico, en lu-
gar de acético o clorhidrico. El valor de p
tanto del test de Kruskal Wallace para los
estudios realizados con la primer cepa,
como los del test F del ANOVA, para la se-
gunda fueron menores a 0,5 mostrando di-
ferencias significativas entre acido mélico y
los otros dos ensayados.

Con respecto a la temperatura las dos
cepas de coleccién desarrollaron mejor a
55 °C, coincidiendo con lo recomendado
por el cepario de origen (31).

Las muestras de jugo de manzana y pera
se incubaron solo 45 °C y en medio K, que
son las condiciones exigidas mas frecuente-
mente por los compradores y que ya habian
permitido aislar TAB de estos jugos. En cam-
bio todas las muestras de citricos se cultiva-
ron a 45 y 55 °C, en medio BAM y K, con el
propdsito de brindar mayores oportunidades
de desarrollo ya que en estos jugos no se ha-
bia aislado TAB con anterioridad (33 y 34). Las
muestras positivas desarrollaron a las dos
temperaturas y en ambos medios de cultivo.
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La tabla N° 2 muestra los resultados ob-
tenidos del aislamiento de TAB.

Manzanas y peras no se incluyeron en el
estudio de la fruta por no tener diferencia-
das las quintas.

Las muestras de naranja y mandarina
TAB positivas correspondieron tanto a quin-
tas organicas como tradicionales. Las frutas
denominadas orgénicas provienen de quin-
tas en las que por un lapso mayor a 8 afos
han demostrado no utilizar agroquimicos.
Las mismas han cerlificado su condicion
frente a organismos Nacionales y/o Interna-
cionales (35,36)

En las quintas organicas el pie de injer-
to existente es naranijo trifoliata, el Gnico fer-
tilizante permitido fue compost orgénico y
como plaguicida de usaron soluciones cu-
pricas.

Las caracteristicas climéaticas del periodo
estudiado fueron representativas para las
medias histéricas para las frutas de pepita.
En el caso de los citricos, el ano 2006 se
caracteriz6 por una sequia en la regioén en-
trerriana. Sabiendo que el principal reservo-
rio natural de Alicyclobacillus es el suelo, las
épocas de sequia son particularmente ries-
gosas, debido a que permiten que el polvo
se fije a la superficie de las frutas. La fruta
es la principal fuente de ingreso de TAB a la
planta por lo que su lavado con agua con-
trolada es un punto critico del proceso (32).

Los jugos sin pasteurizar, concentrados y
de alta turbidez, en la mayoria de los casos
resultaron negativos para TAB, aln cuando
se prepararon a partir de frutas TAB positi-
vas. Debido a que un jugo concentrado de
mandarina dio resultado TAB positivo al final
del proceso de envasado, habiendo partido
de frutas TAB negativas, es que se decidid
analizar todo el proceso de elaboracion (ver
Fig. 2). De esta forma se pudo determinar
que el reservorio de TAB se encontraba en

el agua condensada del evaporador, la que
habia sido utilizada para ajustar los grados
Brix de dicho lote. Estos resultados coinci-
den con lo hallado por Eguchi y col., en Bra-
sil, quienes demostraron que la mayor con-
taminacion de las plantas elaboradoras de
jugos se concentraba en la parte célida del
proceso, ya que la parte inicial del mismo
se lleva a cabo a temperaturas (menores a
30°C) no adecuadas para favorecer el cre-
cimiento y proliferacion (32).

El estudio realizado en el aire ambiental
de las plantas elaboradoras evaluadas no
arrojo resultados positivos (tabla 2).

La incidencia de TAB en jugos de manza-
na y pera es muy baja del orden del 1,86%.
Al analizar el proceso de elaboracion de pera
y manzana por medio de muestreos a dife-
rentes tiempos durante el envasado, pudo
establecerse que los resultados TAB positi-
vos se observan al final del proceso de enva-
sado. En todas las muestras que resultaron
TAB positivas los valores de UFC siempre
fueron muy bajos, nunca superaron las 20
UFC/50g. Por otro lado se tuvo un compor-
tamiento analogo para los jugos de frutas ci-
tricas obteniéndose en éstos una incidencia
de TAB de 1,14 %. Estos datos constituyen
un avance con respecto a estudios anterio-
res, realizados con jugos citricos provenien-
tes de la misma region, en los cuales no se
los habia podido aislar (33 y 34).

Ademéds se pudo establecer la variacion
de los recuentos de las unidades formado-
ras de colonias luego de dos, cinco o sie-
te dias de incubacion, siendo estos Ultimos
iguales, por lo que se podrian informar re-
sultados preliminares a los 5 dias de inicia-
da la incubacién.

Conclusiones:
Se pudo demostrar la presencia de TAB
en frutas citricas de quintas organicas y tra-



dicionales, en el agua del proceso y jugos
concentrados provenientes de empresas
ubicadas en las zonas de riesgo antes men-
cionadas.

La incidencia en los jugos concentrados
es muy baja. Si bien estan en las frutas no
aparecen en el jugo salvo en casos parti-
culares, cuando se descuidan las buenas
précticas agrarias (BPA) o las buenas prac-
ticas de manufactura (BPM).

La reutilizacién del agua de condensa-
do ya sea para ajustar los °Brix, restablecer
aromas o lavar las cascaras en los JAT, pue-
de convertirse en un riesgo.
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El muestreo a lo largo del proceso de ela-
boracién demostré el incumplimiento de las
BPM, y permitié establecer las causas de
las fallas para implementar las medidas co-
rrectivas. Por este motivo es importante que
el sector cumpla eficientemente con esta
metodologia obligatoria (Codigo Alimenta-
rio Argentino)(38) , y que asi se logre ausen-
cia de TAB en jugos de acuerdo a lo reque-
rido nacional e internacionalmente por los
compradores.

Tabla 1: Caracterizacion de la produccion de frutas y jugos de Argentina

Indicadores de Pera Manzana Citricos
produccion
Produccion de 500 .000 1.300.000 Limén 1.3120.000
frutasen Argentina 1D a 30% Naranja 770.000
(toneladas/ano) considerada Mandarina 463.000
eco fruta Pomelo 175.000
Produccion de fruta | 13.000.000 43.500.000 100.000.000
Mundial (toneladas/
ano)
Importancia como Principal productor del hemisferio sur Segundo productor
productor de fruta del hemisferio sur
% de fruta 60 % 14 % Limén 230.000,
exportada sobre el Naranja 100.000,
total producido en Mandarina 40.000,
toneladas/ano Pomelo 25.000
Variedades mas Williams, Packham'’s | Red Delicious, Okitsu, Ellendale,
importantes Triumph Granny Smith, Gala | Satsuma, Murckott,
producidas en y Golden. Valencia, Navel
Argentina
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Indicadores de Pera Manzana Citricos

produccién

Principales Rio Negro, Neuquén | Rio Negro, Neuquén | NOA (Tucumén y

Regiones y Mendoza y Mendoza Salta), NEA (Entre

productoras Rios, Corrientes y
Misiones) y Buenos
Aires (San Pedro)

% de fruta destinada | 20 % 50 % 70 % de la produc.

aindustria de limén. 90 % de la
de pomelo blanco.
Naranja, mandarina
y pomelo rosado, el
principal destino es
el consumo fresco.

% destinado a jugo | 65 % 80 % 34 %

Toneladas de jugo 20.000 88.000 46.000

/ ano

Promedio en kg 7.4 (70 °Brix finales) | 6,7(70 °Brix finales) | El rendimiento

fruta/kg de jugo industrial depende

concentrado (entre otros) de la
especie a procesar,
variedad, zona de
produccién y época
del ano.

Caracteristicas dela | Ppal. productor del | Principal productor | Principal exportador

produccién de jugos

hemisferio Sur

del hemisferio Sur

mundial de jugo de
limén.

N° de puestos de 41.000 en toda la cadena 100.000
trabajo
N° de Industrias 14, (10 en Rio Negro) 16 (3 en Concordia,

Entre Rios)
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Indicadores de Pera Manzana Citricos
produc.
Tipos de jugos y Clarificado (70 - 71 Clarificado (70- 71 | Jugos
usos °Brix) industria de °Brix) industria de concentrados:
jugos jugos y endulzar Limén (60 %),
gaseosas. Naranja (22 %),
Pomelo (11 %),
Jugo ¢/ pulpa {60 Jugo ¢/ pulpa (60 Mandarina (7
°Brix), para jugos y | °Brix), para jugosy | %) Usados en
néctares. néctares. elaboracion de
bebidas sin alcohol,
jugos exprimidos
pasteurizados y
cremogenados
% del jugo 95 % 95 % 50 %
exportado

FUENTE: SAGPyA, Federcitrus, Cafi, Federfruticola (1,2,3,4)
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Tabla 2: Bacterias Acido Terméfilas (TAB) en frutas y Jugos

Tipo de muestra N° de IN° de °Brix pH
muesiras  [muesiras TAB
analizadas  [positivas
Fruta Naranja Valencia * 24 4 - -
Naranja Valencia ** |48 No detectado |- -
Mandarina * 8 No detectado |- -
Mandarina ** 16 1 - -
Jugo exprimido Naranja * 2 No detectado[10-11 3,400,20
sin concentrar Mandarina * 1 No detectado|10-12 4,34+0,12
Manzana 267 5 70-71 3,55+0,20
Pera 267 5 70-71 3,50+0,10
Jugo concentrado Naranja ** 60 No detectado |55-60 3,10+0,20
Mandarina ** 9 1 55-60 3,50+0,10
Pomelo 4 No detectado|48-52 2,98+0,10
Naranja 13 No detectado |[50-52 3,70+0,20
JAT Mandarina 1 No detectado [50-52 3,70+0,20
Pomelo 1 No detectado |45-47 3,50+0,20
Agua de arrastre Pera y manzana 2 No detectado |- 6.500,10
de frutas Citricos - - = 6,60+0,20
Agua del parque Pera y manzana 4 1 - -
industrial Citricos 4 No detectado |- 6,80+0,20
Agua de 6smosis Pera y manzana 4 No detectado |- 6.90+0,10
Agua de Pera y manzana 4 4 - 6.90+0,10
condensado Citricos 10 10 - 6,700,10
Aire Pera y Manzana 12 No detectado |- -
Citricos 12 No detectada |- -

*: Procedentes de frutas de quintas orgénicas.
**: Procedentes de frutas de quintas tradicionales

(-): No realizado
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Figura 1: Proceso de elaboracion de jugo de manzana y pera
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Figura 2: Proceso de elaboracién de jugo citrico
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