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RESUMEN: Alicyclobacillus es una bacteria
esporulada &cido termdfila aislada
frecuentemente de frutas, jugos y bebidas

a base de frutas. Ocasiona grandes

pérdidas a la industria ya que soporta la
pasteurizacion y acidez alterando los jugos
sin que los consumidores puedan advertir

su alteracién hasta el momento de utilizarlos.
Con el prop6sito de aportar soluciones que
permitan controlar éste microorganismo

se ensayaron tratamientos quimicos
desinfectantes.Suspensiones de esporos

de cepas de Alicyclobacillus se mezclaron
durante dos minutos con soluciones de
hipoclorito de sodio y &cido peracético, luego
se cultivaron en medio BAM modificado de
pH 3,7 durante 7 dias a 55°C y finalmente

se contaron las UFC mL". Para ambos
compuestos se encontrd que la respuesta
frente a la cepa de coleccion usada y la cepa
procedente de frutas de quinta organica
Argentina eran similares. Ademas ninguno de
los dos sanitizantes logré disminuir mas de 1
log los recuentos en las concentraciones de
100, 250 y 500 ppm ensayadas.

PALABRAS CLAVE: Alicyclobacillus, hipoclorito de
sodio, &cido peracético, reduccion.

SUMMARY: Evaluation of the disinfectant
action on Alicyclobacillus spores
Alicyclobacillus is a sporulated acid-thermo
resistant bacterium frequently isolated
from fruits, juices and fruit-based drinks. It
undergoes traditional pasteurization and
acidity, occasionally altering the juices. In
order to provide solutions that will allow
industry to control this microorganism,
chemical disinfectant treatments

were assayed. Spore suspensions of
Alicyclobacillus strains were mixed during
two minutes with solutions of sodium
hypochlorite and peracetic acid, then
cultured in modified BAM medium pH 3.7
during seven weeks at 55°C and, finally,
the UFCmL" were counted. For both
compounds it was found that the response
front to the strain collection used and the
one coming from Argentinian organic fruit
were similar. None of the two disinfectants
could reduce the counts in the assayed
concentrations (100, 250, and 500 ppm) in
more than 1 log.

KEYWORDS: Alicyclobacillus, sodium
hypochlorite, peracetic acid, reduction.
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Introduccion

En los anos 80 se conocieron los prime-
ros casos de jugos alterados por bacterias
acido termdfilas (TAB) en Alemania, desde
la década del 90 muchas TAB se aislaron
de jugos de fruta deteriorados en Estados
Unidos, Europa, Japén y Brasil. Las mismas
fueron identificadas como Alicyclobacillus
acidoterrestris 'y A. acidocaldarius. (1, 2, 3,
4, 5, 6) aunque trabajos mas recientes citan
también a Propionibacterium cyclohexani-
cum como productora de los &cidos grasos
responsables del deterioro caracteristico
(7). Alicyclobacillus tiene una distribucion
ubicua, se puede aislar del suelo, en parti-
cular en zonas volcéanicas o con aguas ter-
males, desde donde arrastrado por el vien-
to contamina las frutas, fundamentalmente
en periodos de sequia. De esta manera in-
gresan a los establecimientos elaboradores
y alli colonizan los equipos de la parte ca-
liente del proceso como en el agua del con-
densador (8, 9).

En nuestro pais se ha aislado TAB de
frutas, jugos y aguas usadas en el proce-
so de los mismos, tanto de frutas citricas
como de manzanas, de las provincias de
Entre Rios y Rio Negro (8). Estas bacterias
son capaces de resistir la pasteurizacion y
acidez del medio, afectando luego la cali-
dad y ocasionando importantes pérdidas
econodmicas a los industriales que formulan
bebidas (10,11, 12, 13).

Si bien no afectan la salud de los consu-
midores, alteran las caracteristicas organo-
|épticas del producto y como no producen
gas (no deforman el envase), el comprador
recién notara las caracteristicas desagrada-
bles en el momento del consumo.

Las alteraciones més frecuentes son: el
aroma y el aspecto. El olor reportado del
jugo es medicinal o antiséptico, siendo el
metabolito responsable, el guayacol (10, 11,
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12). También puede modificarse la turbidez
dejando un sedimento no deseado (10, 5).
Estas alteraciones pueden notarse a partir de
concentraciones tan bajas de Alicyclobacillus
como de 10°UFC mL" (11). Por estos moti-
vos actualmente el comercio internacional en
muchos casos esta exigiendo a sus provee-
dores cantidades no detectables de TAB.
Actualmente muchos grupos de investi-
gacion han orientado sus estudios evaluar
los procedimientos que se deben implemen-
tar en las plantas de elaboracion para elimi-
nar la bacteria de las instalaciones. Se han
reportado la utilizaciéon de agentes fisicos
tales como la presién y la temperatura, de
agentes quimicos como el diéxido de cloro,
el hipoclorito, agua oxigenada, &cido pera-
cético, entre otros, con dispares resultados
(12,13,14,15,16,17). Por ese motivo y con el
proposito de evaluar la resistencia de los es-
poros de cepas autdctonas en el presente
trabajo se estudio la eficiencia de diferentes
tratamientos quimicos sanitizantes frente a
esporos de cepas de Alicyclobacillus.

Materiales y métodos

Microorganismos: se utilizaron dos cepas
de Alicyclobacillus una de la coleccién es-
panola CECT N° 5137 aislada de jugos de
fruta y otra aislada de cascaras de naranjas
provenientes de una quinta productora de
fruta orgéanica, de la costa del rio Uruguay,
en la provincia de Entre Rios.

Sanitizantes: se utilizaron los dos sani-
tizantes mas frecuentemente usados en la
industria de jugos y bebidas: hipoclorito de
sodio y acido peracético. El primero de in-
discutida utilidad y difusién, y el segundo,
por sus caracteristicas ventajosas como:
la particularidad de ser efectivo tanto para
bacterias y sus esporos, levaduras y mo-
hos, asi como frente a biofilms, no deja re-
siduos, es menos corrosivo, es rapido, es
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efectivo en presencia de materia organica y
de aguas duras, por requerir bajas concen-
traciones de uso su costo es muy modera-
do, préacticamente, no genera espuma, por
lo que resulta muy facil de enjuagar (18).

Procedimiento: Las cepas se inocularon
en caldo BAM modificado (2g de extrac-
to de levadura, 2 g de glucosa, 0.2 g de
(NH,),S0,, 0.5 g de MgS0,.7H,0, 0,25 g de
CaCl,.2H,0, 0,6 g KH,PO, y 1litro de agua)
esterilizado en autoclave a 121°C durante
15 minutos. El pH se ajusté a 3,7 con é&ci-
do malico 1N esterilizado por filtracion. Se
incubd en estufa a 55°C durante 15 dias. Di-
chas suspensiones se sometieron a un cho-
que térmico de 10 minutos a 80°C y asf se
obtuvo el inéculo de trabajo. Luego 1 mL
del mismo se agregd a 9 mL de disolucio-
nes de hipoclorito de sodio y acido peracé-
tico, ambos comerciales, de concentracion:
100, 250 y 500 ppm. Se dejo actuar por dos
minutos y luego se realizaron diluciones de-
cimales en caldo BAM que se sembraron en
medio BAM modificado con doble glucosay
extracto de levadura (Solucion A: igual com-
posicion que el caldo pero sin glucosa, pH
3.7y 500 ml de agua y solucién B: glucosa
29, agar 20 g y agua 500 mL, ambas solu-
ciones se mezclaron en el momento de usar
a 402C), se incubd a 55°C durante 7 dias.
En todos los casos se procedié por dupli-
cadoy las experiencias se repitieron tres ve-
ces. Se realizd el recuento en placa de las
UFC mL', al promedio de las dos placas se
les calcul6 el logaritmo decimal.

Andlisis estadistico de los resultados: Los
resultados se trataron estadisticamente con la
version libre del programa Statgraphics 5.0.

Resultados y discusion

En base a la visita a la planta elaboradora
de jugos de la que se extrajeron las mues-
tras de frutas y jugos para realizar el trabajo,
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se seleccionaron los parametros del ensa-
yo. Cuando las frutas citricas llegan a la fa-
brica procedentes de quintas o galpones de
empaque se almacenan hasta el momen-
to de ser utilizadas. Luego se vuelcan a la
batea de lavado con sanitizantes y la cinta
transportadora las conduce al enjuague por
aspersion, continla la seleccion manual, el
tamanado vy, finalmente, llegan a las expri-
midoras. A partir de ésta realidad se estimé
que el tiempo de contacto de las frutas con
el sanitizante es de dos minutos y ese fue el
tiempo que se dejo a actuar en este estu-
dio. Las concentraciones de sanitizantes se
seleccionaron en funcion de las concentra-
ciones maximas permitidas como residuo
luego del enjuague que no pueden superar
10 a 12 ppm (18), ademas porque podrian
alterar caracteres organolépticos del jugo.

El caldo y medio de cultivo utilizados se
modificaron a partir de ensayos de labora-
torio con el propdsito de obtener suspensio-
nes con numero de recuento lo més altos
posibles (orden 10 ® UFC mL'") para poder
evaluar la eficiencia del tratamiento quimico.

En la tabla 1 se resumen los resultados
obtenidos para las dos cepas estudiadas,
los mismos se expresan como logaritmos
decimales del promedio del recuento de
unidades formadoras de colonias por mili-
litro que sobreviven luego de aplicar saniti-
zante durante dos minutos y desarrollan en
medio BAM a pH 3,7 (Log N).

Para todas las experiencias se realizaron
tres repeticiones, luego se aplico el test es-
tadistico de comparacién de medias resul-
tando que no existia diferencias significati-
vas con un 95 % de confianza. Los p-valor
obtenidos fueron: para cepa control — hi-
poclorito: 0,516; cepa control — peracético:
0,9807; cepa de fruta orgénica — hipoclorito:
0,668 y para la cepa de fruta organica — pe-
racético: 0,919
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Tabla 1: Resultados Logaritmicos de los recuentos de Alicyclobacillus en medio BAM post trata-

miento de suspensiones de esporos con sanitizantes*

En la Figura 1 se puede visualizar en la
parte superior los resultados de los recuen-
tos luego del tratamiento con lavandina y en
la parte inferior los de peracético. El aumen-
to de concentracion no afecta tanto al hipo-
clorito de sodio como al peracético.

La cepa de la zona se muestra mas re-
sistente al tratamiento que la cepa de colec-
cién. Pero en ninguno de los dos casos se
puede considerar que el tratamiento resul-
te notoriamente efectivo o que siempre una
cepa fue mas sensible.

Las reducciones con los dos fueron en el
mejor de los casos de un ligeramente su-
periores a un logaritmo decimal. Con res-
pecto al tratamiento con hipoclorito los ha-
llazgos son coincidentes con los resultados

Hipoclorito de sodio (ppm) Acido Peracético (ppm)
CEPAS
Parémetros
Estadisticos | 0 100 250 500 0 100 250 500
Media 5,956 5,725 5,685 5,342 5,565 4,892 4,604 4,302
Cepa Control Varianza 0,004 0,001 0,001 0,310 0,0003 | 0,009 0,002 0,008
Rango 0,012 0,063 0,0602 |0,9675 |0,0356 |[0,1918 |0,0850 |0,1760
Minimo 5,952 5,698 5,653 4,698 5,545 4,799 4,568 4,204
Maximo 5,964 5,761 5,713 5,666 5,580 4,991 4,653 4,380
Media 5,852 5,802 5,757 5,257 5,780 5,349 5,018 4,813
Cepa de huerta
organica Varianza 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,007 0,022 0,007
Rango 0,079 0,061 0,061 0,030 0,108 0,168 0,298 0,178
Minimo 5,812 5,770 5,724 5,221 5,724 5,278 4,857 4,724
Maximo 5,892 5,832 5,785 5,287 5,832 5,447 5,155 4,903
*n=16

de Orry Beuchat (17), estos investigadores
hallaron que para concentraciones menores
a 1200 ppm durante 10 minutos las reduc-
ciones no superan las 2 log. Estos investi-
gadores también concluyeron que no exis-
tian grandes diferencias entre las 5 cepas
diferentes que testearon. Sus estudios con
un desinfectante a base de acido peracéti-
€O mostraron que a concentraciones de 160
ppm y 10 minutos de exposiciéon no se lo-
gran reducciones mayores a 1 log y no exis-
ten diferencias entre cepas.

Conclusién

El presente trabajo ha puesto de manifies-
to lo complejo que resulta para la industria
el control de TAB. Una vez que estas bac-
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Figura 1:

Logaritmos del
promedio de esporos
de Alicyclobacillus
sobrevivientes

a tratamientos

desinfectantes*
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terias llegan a la empresa ni los tratamien-
tos térmicos, ni los tratamientos quimicos
parecen resolver el problema, de alli que se
deberan seguir buscando alternativas para
llevar tranquilidad a empresarios y consumi-
dores, ademés de seguir insistiendo con la
necesidad de implementar Buenas Practi-
cas Agrarias (BPA) y de Manufactura (BPM).
Para lograr esto Ultimo se deberian realizar
capacitaciones especificas acerca de la
problematica del manejo de TAB.
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