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Resumen
Badilla Cambronero, Daniel Alejandro.

Evaluacion de la mezcla de jugos como estrategia potencial para la inhibicion de

Alicyclobacillus acidoterrestris en jugo de naranja

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos — San José, Costa Rica.
Badilla Cambronero, D., 2021.

60 hojas: 14 ilustraciones - 168 referencias.

La industria de jugos es una de las mas importantes del mundo, la cual representa en
Costa Rica cerca del 1% de los ingresos percibidos por exportaciones durante el afio 2019, y
de los cuales el jugo de naranja lidera el mercado en todo el mundo. Uno de los mayores
retos que enfrenta la comercializacion del jugo de naranja es el deterioro causado por
Alicyclobacillus acidoterrestris, bacteria gram positiva, acidéfila y formadora de endosporas,
capaces de sobrevivir a los tratamientos térmicos habitualmente aplicados en la industria de
jugos de frutas. Debido a las preocupaciones actuales del consumidor y la desconfianza con
el uso de aditivos, el uso de antimicrobianos naturales ha mostrado un aumento en los tiltimos
anos. Este documento tuvo como objetivo analizar el efecto de diferentes frutas tropicales
sobre el crecimiento de Alicyclobacillus acidoterrestris en jugo de naranja, como alternativa al
uso habitual de antimicrobianos comerciales.

Se eligieron tres frutas tropicales (cas, maracuya y mora) que previamente habian
sido identificadas con potencial para inhibidor el crecimiento de A. acidoterrestris. Se
procesaron hasta obtener un jugo de maracuya, y dos néctares, cas y mora, estables a
temperatura ambiente. Se llenaron botellas de vidrio por cada bebida y para cada punto de
muestro, con un espacio de cabeza del 40%, y cada una se inoculd con A. acidoterrestris
(ATCC 49025) en una poblacion de 10°-10° UFC/mL, luego de aplicar un choque térmico
(75°C por 20 min). Las botellas se incubaron a 45°C y se realizaron los recuentos de la
bacteria por el método de vaciado en placas de Petri con agar Yeast Starch Glucose (YSG)
acidificado con HCl a pH 3,7 £ 0,1. Las placas se incubaron a 45°C por 3 dias. Ademas, se
realizé una caracterizacion fisicoquimica de los jugos y néctares, estableciendo su analisis
proximal, solidos solubles, pH, glucosa, fructosa y sacarosa, acidos organicos y vitamina C,
polifenoles totales y antocianinas. Posteriormente se escogié el jugo en el cual se mostro la
mayor inhibicion, seleccionando el néctar de mora, para luego realizar sustituciones parciales
(12,5, 25 y 50%) de jugo de naranja con un jugo de mora, y comprobar si aun en dilucién

podia ejercer un efecto antimicrobiano sobre poblaciones que representan niveles de
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contaminacion natural en jugos de frutas (102-10%). Todos los andlisis se realizaron por
triplicado. Se ajustd un modelo exponencial, escogiendo como parametro de comparacién la
asintota; ademas, se comparé a nivel de poblaciones finales y tiempos para alcanzar una
poblacién critica de 5 log (UFC/mL) y se analizaron estadisticamente mediante el programa
JMP 9.

Segun la caracterizacion de los jugos, la mayoria se encuentran en rangos donde el
crecimiento de A. acidoterrestris es viable, a diferencia de los altos niveles de vitamina C en
el cas, y la presencia de polifenoles totales en cas y maracuya, y antocianinas en mora. Con
respecto a las cinéticas, se observd una disminucion en las poblaciones iniciales para las
bebidas de las tres frutas, de los cuales mora y cas presentaron el mayor efecto, sin mostrar
diferencias significativas entre ambos. Se decide utilizar la mora debido a la facilidad de
acceso y produccion nacional. La segunda etapa reveld que los niveles de sustitucion no
presentan diferencias significativas, por lo que no se puede asegurar que sustituciones
parciales con jugo de mora, inferiores al 50%, logran inhibir el crecimiento de A. acidoterrestris
en jugos de naranja contaminados y expuestos a la temperatura éptima de crecimiento de la
bacteria (45°C). La potencia (B) de le prueba para el valor de asintota y poblacion final fue de
0,30 y 0,45, respectivamente. Sin embargo, al comparar el 50% de sustituciéon de jugo de
naranja con jugo de mora versus el control (jugo de naranja sin sustitucion), se muestran
diferencias significativas, evidenciando que A. acidoterrestris no crece a los niveles de
contaminacion en mezclas de 50:50 con jugo de naranja-mora, y por ende, existe un efecto
de inhibicién de la mora atn en dilucién. En términos de tiempo, un mayor grado de sustitucion
(juego de naranja por jugo de mora) implicé un mayor tiempo para poder alcanzar la poblacion
de deterioro, aunque no se encontraron diferencias significativas.

En sintesis, con los resultados obtenidos se evidencia que es posible inhibir el
crecimiento de A. acidoterrestris en jugos donde su deterioro es inminente (jugo de naranja),
mediante la incorporacién de productos con presencia de compuestos inhibitorios, como el
jugo de mora. De este modo, es importante evaluar otras frutas y métodos para maximizar el
contenido de compuestos inhibitorios, que logren controlar el crecimiento de A. acidoterrestris
de manera natural en niveles de sustitucién aun menores.

JUGO DE NARANJA, FRUTAS TROPICALES, ANTIMICROBIANOS NATURALES,
INHIBICION, ANTOCIANINAS, ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS.

PhD. Jessie Usaga Barrientos

Escuela de Tecnologia de Alimentos
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Abreviaciones y definiciones

%: Porcentaje

A. acidoterrestris: Alicyclobacillus acidoterrestris

AlJN: Association of the Industry of Juices and Nectars (Asociaciéon de la insdustria de jugos
y néctares)

ANDEVA: Andlisis de varianza

AOAC: Association of Analytical Communities (Asociacién de las comunidades analiticas)
APE: Agua peptonada esteril

AT: Antocianinas totales

BPA: Buenas practicas agricolas

BPF: Buenas practicas fabricacién

BPM: Buenas practica manufactura

°Brix: Grados brix (s6lidos solubles)

CITA: Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de alimentos

CMN: Concentracién minima inhibitoria

COMEX: Ministerio de Comercio Exterior

DPA: Acido dipicolinico

EAG: Equivalentes de acido galico

ECG: Equivalentes de cianidin-3-glucésido

EE. UU.: Estados Unidos

EFJA: European Fruit Juice Association (Asociacion Europea de Jugos de Frutas)
FAO: Food and Agriculture Organization (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura)

FDA: Food and drug administration (Administraciéon de Alimentos y Medicamentos)
g: gramo

GRAS: Generally recognized as safe (generalmente reconocido como seguro)

h: hora

HCI: Acido clorhidrico

JFJA: Japan Fruit Juice Association (Asociacion Japonesa de Jugos de Frutas)

L: Litro

kg: kilogramo

Hg: microgramo

mg: miligramo

mL: mililitro

N: normalidad

NaClO: hipoclorito de sodio
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NEPA: Nutrition Education and Promotion Association Community
OMS: Organizacién Mundial de la Salud

ppm: partes por millén

PROCOMER: Promotora del Comercio Exterior de Costa Rica
PT: Polifenoles totales

RTCA: Reglamento Técnico Centroamericano

RTCR: Reglamento Técnico Costa Rica

TTC: cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio

UE: Uni6én Europea

UFC/mL: Unidades formadoras de colonia por mililitro

Ul: Unidades Internacionales

USDA: United States Food and Drug Administration (Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos)

VD: valor diario

YSG: Yeast Starch Glucose (Levadura Almidén Glucosa)
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1. Justificacion

Los jugos y concentrados de frutas representaron un 10% del total de exportaciones
nacionales en cuanto al ambito alimentario, esto durante el afio 2019 (PROCOMER, 2019).
Es asi como estos productos se posicionan como el segundo grupo alimentario con mayor
volumen de exportacion para Costa Rica (Alpizar et al., 2018). Ademas, durante este mismo
afio las frutas tropicales conservadas en su jugo representaron, a nivel de exportaciones, un
ingreso cercano a los 114 millones de dolares, lo que representa el 1% del total de ingresos
percibidos por exportaciones (COMEX, 2021b). Por lo tanto, es imposible no pensar en su
relevancia a nivel nacional, dado su impacto econémico. En consecuencia, es importante la
asignacion de recursos para la busqueda de nuevos métodos, que aseguren su calidad en
respuesta a las demandas actuales del mercado.

El consumo de frutas en sus diferentes presentaciones esta promovido por las diferentes
instituciones nacionales e internacionales de la salud, debido a sus multiples beneficios
(Slavin & Lloyd, 2012; Folkvord, 2020). Este grupo de alimentos se caracteriza por su alto
contenido de agua, siendo el componente predominante de los jugos de frutas. Los nutrientes
que prevalecen, después del agua, son los carbohidratos, entre ellos se incluye: sacarosa,
fructosa, glucosa y sorbitol, los cuales son fuente de energia (Gil, 2010; Septembre et al.,
2018). Sin embargo, uno de los mayores beneficios y razones por las cuales se fomenta la
ingesta de frutas y productos derivados, es la presencia de vitaminas y compuestos
fitoquimicos con propiedades funcionales (Slavin & Lloyd, 2012), que incluyen flavonoides,
fitoestrogenos, compuestos azufrados, monoterpenos y péptidos bioactivos (Estrada et al.,
2018). Los compuestos bioactivos son metabolitos secundarios sintetizados por plantas, que
tienen un impacto significativo en el mejoramiento de la salud humana (Septembre et al.,
2018). Una porciéon de 237 mL de jugo de naranja, por ejemplo, provee el 100% o mas del
valor diario (VD) recomendado de vitamina C, por lo que es una excelente fuente de esta.
Ademas, son una buena fuente de folato y potasio. El jugo de naranja también suple vitaminas
del complejo B y vitamina A, en al menos un 10% del VD. Mientras que, a nivel de minerales,
este tipo de jugo aporta magnesio, hierro y calcio, en al menos un 10% del VD (Rampersaud
& Valim, 2017).

Por las razones anteriores, las frutas y vegetales presentan una composicion densa en
nutrientes, mientras que son relativamente bajos en calorias, lo cual puede ayudar tanto a
adultos como a nifos a alcanzar y mantener un peso saludable (Rampersaud & Valim, 2017).
Asimismo, diferentes estudios constatan que su ingesta tiene efectos beneficiosos a largo
plazo en la salud, como reduccion en el riesgo de padecer cancer y enfermedades
cardiovasculares (Heyman & Abrams, 2017). Presentan fibra dietética, antioxidantes y otras

sustancias que refuerzan el sistema inmunolégico, en algunos casos se ha logrado disminuir
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la incidencia y prevalencia de enfermedades cronicas y enfermedades asociadas (obesidad,
diabetes tipo 1), favorecen un envejecimiento saludable y en casos particulares previenen la
aparicion de cataratas producto de la edad (Ministerio de Salud, 2011).

Cabe resaltar que la transformacion de las frutas enteras a los extractos en su forma de
jugo provoca que estos presenten un contenido de fibra dietética menor que las frutas enteras
y cuando se consumen en exceso, pueden aportar calorias extras a la dieta. Por tanto, al
menos la mitad de la cantidad recomendada de fruta debe provenir de frutas enteras (U.S.
Department of Health and Human Services and U.S. Department of Agriculture, 2015). No
obstante, se ha demostrado que los compuestos bioldgicos activos son mas facilmente
absorbidos y digeridos por el organismo si son ingeridos de jugos en comparacién con la fruta
entera (Gomes et al., 2020). Aun asi, el departamento de agricultura de USA (USDA)
recomienda, para una dieta de 2000 calorias, el consumo de dos tazas de fruta diariamente,
o el equivalente, donde una taza de jugo 100% fruta es homodlogo a una de esas dos
porciones. Otras instituciones, como el Servicio Nacional de Salud (National Health Service
(UK)), establece como recomendacion diaria cinco porciones de frutas y vegetales (“five a
day”), el cual puede ser sustituido adecuadamente con 150 mL de jugo 100% fruta o vegetal
(Putnik et al., 2020). En contraste, el Ministerio de Salud (2011) en Costa Rica no especifica
el niumero de porciones provenientes de las frutas, solo promueve el consumo de cinco
porciones entre vegetales y frutas diario, ademas de indicar una equivalencia inferior entre
fruta y jugo, al mencionar que medio vaso (125 mL aproximadamente) de jugo es igual a una
porcion de fruta

Los productos elaborados a partir de frutas, como las bebidas pasteurizadas, se
consideraron durante muchos afos alimentos microbiolégicamente estables debido a su bajo
pH (<4,0) (Kakagianni et al., 2018). Sin embargo, en 1982 se logré constatar uno de los
primeros deterioros en jugos de frutas acidos pasteurizados, y en ese momento se relacioné
con Bacillus acidoterrestris, esto porque las primeras cepas de Alicyclobacillus acidoterrestris
se asociaron con géneros previamente estudiados, al ser un microorganismo acido-termofilo,
aerobio, Gram positivo y productor de endosporas; calzaba con la clasificacion y
caracteristicas del género Bacillus. Estudios posteriores lograron esclarecer la existencia de
un grupo de bacterias con caracteristicas similares, dando paso al descubrimiento de un
nuevo género bacteriano denominado Alicyclobacillus (Da Costa et al., 2015).

Aunque el deterioro por Alicyclobacillus spp. anteriormente se consideraba esporadico,
una encuesta de 1998 realizada por la Asociacion Nacional de Procesadores de Alimentos
(NEPA, siglas en inglés) en los EE. UU., informd que el 35% de los fabricantes de jugos de
frutas experimentaron deterioro, causado por microorganismos acidéfilos formadores de
esporas sospechosos de ser A. acidoterrestris (Ciuffreda et al., 2015). Estudios realizados en
el 2011, en 180 muestras de concentrados de frutas tropicales y subtropicales obtenidos de
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las instalaciones de procesamiento de la empresa Florida, revelaron que 6,1% se
encontraban contaminados por esta bacteria (Tianli et al.,, 2014). Lo que revela que el
problema ha persistido a lo largo de los afios.

A la fecha, mas de 20 especies pertenecientes al género Alicyclobacillus han sido
descritas, pero solo cuatro especies (acidoterrestris, pomorum, herbarius y acidiphillus) han
sido reportadas como responsables del deterioro de jugos y bebidas de frutas. Sin embargo,
A. acidoterrestris es considerado el mas importante debido al nimero de casos de deterioro
y a su incidencia (Rajauria & Tiwari, 2018). Esta bacteria es capaz de resistir los tratamientos
téermicos normalmente aplicados en la industria de los jugos, puesto que se busca
combinaciones de tiempo y temperatura (pH <3,7, 80°C por 30 s) con una letalidad suficiente
para eliminar |a totalidad de las células vegetativas de microorganismos patégenos y que a
su vez permita conservar las propiedades de las frutas (tanto sensoriales como nutricionales).
No obstante, las endosporas de esta bacteria en particular son capaces de resistir este tipo
de tratamientos, logrando germinar en ambientes &cidos si se exponen a una temperatura
optima (>20°C), debido a su naturaleza aciddfila (Kakagianni et al., 2018).

Asimismo, uno de los mayores problemas en relacién con el deterioro causado por A.
acidoterrestris es su deteccién, pues durante su crecimiento genera un deterioro poco
perceptible, a diferencia del tipico deterioro en jugos, no se produce gas y no se presentan
cambios sustanciales en el pH. En algunos casos se puede generar un ligero sedimento y/o
turbidez. Sin embargo, su caracteristica mas importante y por la cual se debe controlar, es
debido a la generacion de sabores desagradables al alcanzar poblaciones de 10*-10°
UFC/mL, asociados con la produccién de guaiacol, 2,6-dibromofenol (2,6-DBP) y 2,6-
diclorofenol (2,6-DCP). El guaiacol es el metabolito predominante relacionado con el deterioro
de jugos de frutas contaminados con A. acidoterrestris, el cual se asocia con sabores
‘medicinales, ahumados o antisépticos”. El umbral humano para la deteccion de este
compuesto es bajo, pudiendo ser detectado en agua mediante degustaciéon en
concentraciones de 0,013 ppm (Pornpukdeewattana et al., 2019); mientras que otros autores
indican una sensibilidad de 0,002 ppm directamente en jugos mediante un panel entrenado
(Kakagianni et al., 2018). Debido a la alta sensibilidad en su deteccién, facilmente se genera
el rechazo por parte del consumidor, implicando consecuencias econémicas, asi como dafios
de la marca para el producto involucrado.

El deterioro de jugos y bebidas acidas estables a temperatura ambiente, por la accion de
este microorganismo, puede ocurrir mucho tiempo antes de la fecha de vencimiento y
usualmente los productores no se dan cuenta de los incidentes, hasta que se reciben las
quejas por parte de los consumidores (Pornpukdeewattana et al., 2019). La temperatura
durante el almacenamiento y distribucién son las variables mas importantes que afectan el
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pH inferior a 4, no se espera la germinacién de las esporas de Alicyclobacillus y su
crecimiento. Empero, el control de la temperatura durante el proceso de distribucién es algo
que se encuentra fuera del alcance de los productores, y por lo tanto, no puede controlarse
directamente (Kakagianni et al., 2018). Ademas, la aplicacién de condiciones de refrigeracion
generaria un incremento en los gastos injustificados para un producto que deberia ser estable
a temperatura ambiente. Por estas razones, debido a que el control de A. acidoterrestris
mediante los métodos comunes de acidificacion y aplicacion de tratamientos térmicos
tradicionales no es totalmente efectivo en las bebidas y jugos de frutas, es que la industria se
encuentra en la busqueda de nuevas formas de poder limitar el desarrollo de este
microorganismo en estas matrices, mediante la aplicacién de nuevos procedimientos o
técnicas, asi como nuevos ingredientes.

A raiz de los principales hallazgos reportados en antiguas investigaciones sobre A.
acidoterrestris en proyectos de graduacién de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, de la
Universidad de Costa Rica, especificamente el trabajo de Worsfold (2019) y Gamboa (2020);
es que se planted el desarrollo de esta investigacion. En el primer trabajo se obtuvo un
crecimiento nulo de esta bacteria en la mayoria de los jugos estudiados (pifia, mora, cas y
maracuya), observandose crecimiento tnicamente en jugo de naranja (Worsfold, 2019). No
obstante, la literatura reporta el crecimiento de A. acidoterrestris en algunas de estas
matrices, como lo es el caso de jugos de pifia con pH 3,3 y 13,4 °Brix (Bevilacqua et al., 2008).
Esta contradiccién de resultados generé sospechas sobre la composicién de las pulpas
utilizadas para la elaboracién de los jugos, cuya fuente correspondié a una empresa nacional
que comercializa pulpas, o bien sobre las posibles diferencias ocasionadas por la variedad
del fruto utilizado, composicién quimica o condiciones de ejecucién del experimento.

Asimismo, es gracias a la investigacién de la estudiante de Ingenieria de Alimentos, Paola
Gamboa, que se logra constatar que el uso de antimicrobianos como el benzoato de sodio,
sorbato de potasio y la nisina, en niveles aceptados por la legislacién vigente o bien por debajo
del valor sugerido segun proveedores de la bacteriocina especificamente, logra un efecto
inhibitorio sobre el microorganismo de interés (Gamboa, 2020). La sumatoria de estas
investigaciones reforzaron la sospecha de la composicion de las pulpas utilizadas en la
primera investigacion (posible presencia de compuestos antimicrobianos no reportados o en
concentraciones traza dado el ambiente de procesamiento), y el interés por confirmar si
realmente el microorganismo de interés no crece en los jugos estudiados por un efecto
inhibitorio, causado por la composicién de las frutas, o bien por la presencia no intencional o
no reportada de compuestos antimicrobianos. Como consecuencia, para el desarrollo de este
trabajo final de graduacioén, se realizaron pruebas preliminares utilizando jugos de elaboracion
propia y de composicién conocida en la planta piloto del Centro Nacional de Ciencia y
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se corroboro el efecto inhibitorio para el microorganismo en jugo de maracuya, una de las
matrices previamente estudiadas. Son estos resultados los que motivan a realizar la
determinacién de las curvas o cinéticas de muerte o sobrevivencia en el tiempo, de la bacteria,
en los jugos donde se observo un efecto de inhibicién, pues pese a conocer que puede haber
inhibicion de crecimiento, aun se desconoce si existe un efecto bactericida, es decir que
compuestos presentes en dichos jugos pueden causar la muerte del microorganismo durante
el tiempo de almacenamiento cuando se parte de una concentracion alta de A. acidoterrestris.
Asimismo, la capacidad inhibitoria previamente demostrada de estos jugos despierta el
interés por evaluar la posibilidad de generar mezclas con jugos en los que la bacteria es capaz
de crecer (naranja y manzana, por ejemplo) con aquellos que han mostrado capacidad
inhibitoria (mora, por ejemplo), esto para lograr formulaciones de jugo 100% fruta, con la
minima sustituciéon con otro jugo, y con el control sobre el crecimiento de A. acidoterrestris.
Esto, sin la necesidad de incorporar algun antimicrobiano de origen sintético, lo que abre
opciones para el desarrollo de futuras combinaciones y formulaciones de jugos o bebidas de
frutas, sin riesgo de un posible deterioro por este microorganismo y caracterizados por una
etiqueta “limpia”: libre de preservantes.

Por otro lado, como parte de los hallazgos de investigaciones previas, se evidencié el
fuerte potencial de deterioro en jugos comerciales de naranja nacional, si estos se
contaminaran con la bacteria en estudio, revelando que este inconveniente es de importancia
en nuestro pais (Gamboa, 2020). En la busqueda de resolver este problema, pero evitando
la adicién de antimicrobianos que no son bien aceptados por los consumidores (Asioli et al.,
2017); es que se propuso el presente trabajo. La propuesta responde a las tendencias
actuales en la produccién de jugos, las cuales estan centradas en el consumidor y en
introducir diferentes variedades de jugos, sabores y mezclas. Es asi como la industria de
alimentos esta experimentando un desplazamiento a productos mas “naturales”, y es en esta
linea que busca aprovechar las propiedades que se encuentran normalmente en los alimentos
para lograr resolver parte de los problemas actuales. Por estas razones, las bebidas naturales
sin aditivos o preservantes, estan liderando el mercado de jugos de frutas y vegetales
(Rajauria & Tiwari, 2018).

En este mismo eje de investigacién, se han realizado estudios similares utilizando
mezclas de jugo de manzana y granada, logrando reducciones de hasta 3,17 log UFC/mL de
A. acidoterrestris en mezclas con 40% de jugo de granada, mientras que los jugos control
(jugo de manzana) alcanzaron cargas de hasta 7,17 log UFC/mL luego de 14 dias de
incubacion a 37°C (Molva & Baysal, 2015b). No obstante, el presente proyecto, a diferencia
del resto de investigaciones existentes, se enfoco en frutas tropicales de produccion nacional
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algunos jugos sobre el deterioro causado por A. acidoterrestris en jugos de frutas
pasteurizados estables a temperatura ambiente.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

e Evaluar la mezcla de jugos de diferentes frutas tropicales como estrategia potencial
para la inhibicion de Alicyclobacillus acidoterrestris en jugo de naranja.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar las cinéticas de sobrevivencia o muerte de Alicyclobacillus acidoterrestris
en tres jugos de frutas tropicales de Costa Rica (cas, maracuya y mora) durante 11
dias de almacenamiento.

2. Evaluar el efecto inhibitorio de tres concentraciones diferentes del jugo con mayor
potencial de inhibicién, sobre el crecimiento de Alicyclobacillus acidoterrestris en jugo

de naranja.

3. Marco teédrico

3.1. Industria de jugos y concentrados de frutas a nivel global y nacional

La industria de jugos de frutas es una de las mas grandes unidades manufactureras de
alimentos (Mushtaq, 2018). EIl valor econémico de la producciéon de jugos fue confirmado
durante los ultimos 5 afios con datos estadisticos de la Unién Europea (UE), donde la
produccion de jugos no elaborados a partir de concentrados se incrementé en 5,4%, mientras
la produccién de jugos exprimidos frescos crecio un 4,8%. Simultaneamente la produccion de
néctares y otros tipos de bebidas de frutas disminuy6 en 3,8% y 1,6%, respectivamente
(Putnik et al., 2020). Las frutas que se utilizan con frecuencia para la produccion de jugo son:
citricos/naranjas, lima, maracuya, mango, manzana, pifia, uvas y bayas (Mushtaq, 2018). En
cuanto a los sabores, el jugo de naranja representa el 29,1% de la demanda mundial, mientras
que la cuota de mercado restante se divide entre el jugo de manzana (27,1%), jugo de uva
(8,5%), jugo de pifa (3,6%), jugo de pomelo (2,1%), jugos de una sola fruta o verdura (15,2%),
mezclas de jugos (9,3%), citricos (4,5%) y jugo de tomate (0,5%) (Priyadarshini &
Priyadarshini, 2018).

La industria de jugos hace uso de las frutas de menor calidad (grado C), las cuales no es

posible comercializar en su forma fresca al no cumplir con los estandares establecidos, por lo



que se destinan hacia procesos donde su transformacion permite su aprovechamiento,
logrando incrementar su valor (Mushtaq, 2018). Por lo general, las frutas son procesadas para
la obtencién de concentrados, pues presentan ventajas (Yousefi ef al., 2012) asociadas con
la reduccién del porcentaje de agua, obteniendo como resultado una disminucién en el
volumen y peso de los productos; por lo tanto, el embalaje, el transporte y los costos de
almacenamiento también se reducen. Ademas, la concentracion proporciona estabilidad
microbiolégica y el aumento de la vida util de los jugos de frutas como resultado de un
aumento en la presiéon osmotica y una reduccion en la actividad de agua (Passos & Ribeiro,
2009).

El jugo de naranja es el jugo de frutas mas consumido en todo el mundo, contiene una
amplia gama de micronutrientes y fitoquimicos a los que se le han atribuido efectos
preventivos frente al diagnéstico de varias enfermedades no transmisibles, como
enfermedades cardio metabdlicas, trastornos neurolégicos y algunos tipos de cancer. La lista
de compuestos bioactivos incluye vitamina C, polifenoles (principalmente flavanonas),
carotenoides (xantofilas, criptoxantinas, carotenos), folatos y melatonina (Castello et al.,
2020). Se estima que la produccion de naranjas frescas en todo el mundo ronda las 49361
toneladas métricas (Tm) durante el periodo 2020y 2021, de las cuales un 40% son destinadas
para su procesamiento, principalmente en forma de jugos y/o concentrados (USDA, 2021).
Los principales paises productores de jugo de naranja son Brasil, Estados Unidos, México y
la Unién Europea (UE). En este mismo orden de ideas, a nivel estadistico los principales
consumidores a nivel doméstico son la UE (49%), Estados Unidos (29%), China (6%), Canada
(5%), Brasil (5%) y Japon (4%) (USDA, 2021).

3.2. Tendencias en el mercado de jugos

Los consumidores actualmente exigen alimentos que se produzcan y se procesen de una
manera sostenible, que se consideren frescos, naturales y con alto valor nutricional (Granato
et al., 2020). Por esta razén, la industria de alimentos ha dirigido sus esfuerzos hacia la
produccién de alimentos mas saludables y que generen beneficios en la salud humana
(Estrada et al., 2018). Una manera de responder a estas necesidades del consumidor es
mediante el disefio de nuevos productos o agregando ingredientes funcionales a los
productos ya existentes (Putnik et al., 2020). Segun Granato et al. (2020), un alimento
funcional es un alimento que cuando se consume regularmente dentro de una dieta diversa,
en niveles eficaces, tiene efectos potencialmente positivos en la salud mas alla de la nutricion
basica, por lo tanto, un ingrediente funcional son todas aquellas sustancias que resultan
beneficiosas para la salud humana.

En consecuencia, la demanda de nuevos jugos funcionales esta creciendo rapidamente,
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millones de doélares, con un crecimiento promedio anual de 8,5%. A la luz de estas tendencias,
los consumidores adquieren jugos o bebidas de frutas para satisfacer sus necesidades de
nutrientes diarios y mejorar su bienestar de una manera mas facil y rapida, como respuesta
al acelerado estilo de vida, con menos tiempo para comer fruta fresca (Putnik et al., 2020).
Es asi como se prefiere en mayor medida el consumo de jugos de frutas, especialmente
“naturales” o aquellos que contienen 100% fruta, con minimo procesamiento y ausencia de
preservantes (Snyder & Worobo, 2017; Putnik et al., 2020). Las principales tendencias en los
ultimos afios son: bebidas funcionales (super frutas, omega-3, probidticos y prebiéticos),
mercadeo con nifos (alternativas saludables a bebidas carbonatadas), bebidas
embellecedoras (belleza desde el interior), jugos “gourmet” y jugos éticos (organicos y
empaque verde) (Priyadarshini & Priyadarshini, 2018).

3.3. Industria de jugos en Costa Rica

Segun el Ministerio de Comercio Exterior (COMEX) (2021a), el sector agricola
correspondié a un 39,72% de las exportaciones totales durante el afio 2019. En este mismo
afio las frutas tropicales conservadas en su jugo representaron un ingreso cercano a los 114
millones de délares, lo que representa el 1% del total de ingresos percibidos por
exportaciones (COMEX, 2021b). Segun el ultimo informe de la Camara Promotora del
Comercio (PROCOMER), en el afio 2019 los productos pertenecientes a la categoria de jugos
y concentrados de frutas abarcaron el 10% de las exportaciones del sector alimentario. Costa
Rica presenta como principales clientes los siguientes paises: Estados Unidos, Holanda,
Espana, Bélgica, Francia, China, Panama y México (PROCOMER, 2019). Ademas, Costa
Rica se encuentra en el puesto nimero 13 (0,58%) de produccion mundial de naranja fresca,
del cual un 74% se utiliza para el procesamiento, colocando al pais en el décimo puesto
(1,3%) a nivel mundial (USDA, 2021).

3.4. Definiciones de jugo y néctar de fruta

Segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por
sus siglas en inglés) un jugo de fruta es aquel que se obtiene directamente de la fruta o
vegetal, no puede ser concentrado o reconstituido, y sin la adicién de ningun otro
componente, como acidulantes o endulzantes (FDA, 2019). Asimismo, segun el Reglamento
Técnico de Costa Rica: Jugos y Néctares de Frutas, un jugo o zumo de fruta, es un liquido
sin fermentar, pero fermentable, que se obtiene de la parte comestible de frutas frescas en
buen estado y debidamente maduras. Algunos jugos podran elaborarse junto con sus
vesiculas (botellitas), semillas y cascaras, cuando no puedan eliminarse mediante las buenas
practicas de fabricacién (BPF). Ademas, los jugos deben elaborarse mediante procedimientos



que mantengan las caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriales y nutricionales de la fruta de
la que proceden (RTCR, 2005).

En cuanto a su agrupamiento, los jugos pueden ser clasificados de acuerdo con la
naturaleza de extraccion y elaboracién (jugos clarificados, concentrados, pulpas, purés,
néctares, siropes y otros) (Mushtaq, 2018), o segln la composicion, estableciendo como un
jugo de un solo tipo aquel proveniente de un solo tipo de fruta, mientras que un jugo mixto es
el producto de la mezcla de dos 0 mas jugos, o jugos y puré de diferente tipo de fruta (RTCR,
2005). Una pequena fraccién de los jugos de frutas se ha nombrado segun el tipo de beneficio
fisiolégico, como jugos deportivos o isoténicos, nutracéuticos, energéticos, herbales,
inteligentes y otros (Mushtaq, 2018). Un néctar de fruta, corresponde por su parte al producto
sin fermentar, pero fermentable, producido bajo la definicién de jugo, con la incorporacion de
agua, con o sin la adicién de azucares, miel, jarabes, y/o edulcorantes artificiales (RTCR,
2005). Es un producto destinado al consumo directo, obtenido mezclando toda la parte
comestible de la fruta finamente dividida y tamizada, con adicién de agua, con o sin adicion
de azucares y los aditivos alimentarios permitidos (RTCA, 2005).

3.5. Compuestos fendlicos

La estructura molecular de los compuestos fendlicos se caracteriza por un anillo
aromatico unido a uno o0 mas grupos hidroxilo, y pueden encontrarse como una molécula
simple o polimerizada, junto con carbohidratos simples o complejos, asi como derivados de
ésteres (Soto et al., 2017, Lima et al., 2019). Debido a su naturaleza quimica, los compuestos
fenélicos son altamente solubles en agua (Soto et al., 2017; Alappat & Alappat, 2020; Eker et
al., 2020; Rashid et al, 2020). Dentro de los compuestos fendlicos se destacan los
polifenoles, metabolitos secundarios, presentes en frutas y vegetales, que se encuentran
divididos en acidos fendlicos, flavonoides y no flavonoides (Soto et al., 2017; Soquetta et al.,
2018; Lima et al., 2019; dos Santos et al., 2020). Especificamente, los polifenoles representan
el 70% de los compuestos bioactivos encontrados en las frutas (Mattos et al.,, 2017),
estableciendose como la principal fuente de compuestos fendlicos en la dieta del ser humano
(Soto et al., 2017; Lima et al., 2019). Muchos estudios han demostrado una fuerte correlacién
entre el contenido de compuestos fendlicos y el potencial antioxidante de frutas y vegetales
(Soto et al., 2017), asi como su asociacién con beneficios en la salud humana (Khoo et al.,
2017; Lima et al., 2019; dos Santos et al., 2020). Uno de los subgrupos de los polifenoles de
mayor interés son las antocianinas.

Las antocianinas pertenecen al subgrupo de los polifenoles, llamado flavonoides
(Khoo et al., 2017; Alappat & Alappat, 2020; Eker et al., 2020). Se definen como pigmentos
no fotosintéticos sintetizados en el citoplasma, y almacenados en el lumen de las vacuolas
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especialmente flores, frutas y tallos. Se caracterizan por tener coloraciones rojas en
condiciones acidas, mientras que se perciben de forma azul en condiciones alcalinas (Khoo
et al., 2017, Nassour et al., 2020). Ademas, su contenido en los alimentos generalmente es
proporcional a la intensidad del color del producto y aumentan a medida que madura la fruta
(Septembre et al.,, 2018). Las antocianinas difieren en la posicién y el numero de grupos
hidroxilos, el grado de metilacion de grupos hidroxilos, la naturaleza y el numero de
carbohidratos unidos a la aglicona y acidos alifaticos o aromaticos unidos (Ma et al., 2019;
Eker et al., 2020). En la naturaleza, mas de 600 antocianinas y 30 antocianidinas han sido
identificadas, pero seis de estas agliconas son las mas comunes y ampliamente distribuidas
en alimentos: cianidina (50%), delfinidina (12%), pelargonidina (12%), peonidina (12%),
malvidina (7%) y petunidina (7%) (Khoo et al., 2017; Eker et al., 2020; Rashid et al., 2020).
La mayoria de las antocianinas en los alimentos son derivados de la cianidina, siendo asi que
la glucésido-3-cianidina es la forma mas ampliamente distribuida y abundante en plantas
comestibles, y consecuentemente, es el compuesto mas estudiado. Las principales fuentes
de antocianinas en la dieta son las frutas y verduras pigmentadas. Su formacién se ve
favorecida en ambientes acidos (Khoo et al., 2017; Eker et al., 2020). A pesar de que estos
compuestos se encuentran relacionados con la resistencia de las plantas ante enfermedades
(Bendokas et al., 2018), las antocianinas son generalmente reconocidas como seguras
(‘GRAS": generally regarded as safe) y toleradas en los humanos, colocandolas como uno de
los nueves colorantes aceptados bajo la clasificacion E163 en la Unidn Europea (Nassour et
al., 2020). En los alimentos, las antocianinas inhiben la oxidacion lipidica y proteica; ademas,
numerosos estudios revelan que presentan accién prebiética, al incrementar poblaciones de
bacterias beneficiosas como Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. o Actinobacteria,
potenciando la microbiota intestinal (Eker et al., 2020).

3.6. Acidos organicos

Los acidos organicos son metabolitos primarios de las plantas. Es posible encontrar
altas acumulaciones de estos compuestos en varias frutas, especialmente bayas, como mora
(Rubus spp.). El acido malico y el acido citrico pertenecen a las sustancias mas abundantes
con un papel clave en el metabolismo y fisiologia de las plantas, principalmente producidos
en el ciclo del acido tricarboxilico (Ciclo de Krebs) y en menor grado en el ciclo del glioxilato.
(Adamczak et al., 2020). Son considerados conservantes naturales y estan clasificados como
‘GRAS" y son ampliamente utilizados debido a su actividad antioxidante, capacidad
acidificante, bajo costo y propiedades antimicrobianas, que logran reducir el numero de
bacterias, tanto de deterioro como patdégenas (Oh et al., 2016; Olaimet ef al., 2018). Dentro
de los acidos organicos algunos presentan una mayor actividad antimicrobiana (Bushell et al.,
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(pKa 4,87), siendo estos dos ultimos los mas efectivos, debido a su mayor valor de pKa y
mayor porcentaje de acido sin disociar a un pH dado (Ozcelik et al., 2016), ya que para ejercer
su actividad antimicrobiana este debe difundir a través de la membrana, lo cual es posible en
su forma neutra o protonada, cuyo caracter es mas lipofilico (Amrutha et al., 2017). Sin
embargo, los acidos organicos y sus sales son considerados acidos débiles, por lo que no se
disocian por completo en agua, sino a un pH especifico, y la proporcién depende del valor de
pKa en combinacion con el pH exterior del medio (Peh et al., 2020), por lo que su efectividad
se ve potenciada por el pH del alimento, si este es igual o menor que la pKa del acido
(Radkowski et al., 2018).

3.7. Deterioro microbiolégico de jugos

El deterioro en los alimentos se describe como cambios indeseables que ocurren en los
alimentos debido al desarrollo de microorganismos (Rashid et al., 2020). Los problemas de
calidad en los alimentos, como resultado del deterioro microbiano, son un problema
significativo dentro de la industria alimentaria, que resulta en el desaprovechamiento,
insatisfaccion del cliente y una amenaza para la marca asociada. Las estimaciones mundiales
alertan que cerca del 40% del suministro de alimentos no se consume, y especificamente el
25% podria desperdiciarse debido al deterioro microbiano. Aunque las plantas poseen
sistemas de defensa contra el deterioro microbiano, después de la cosecha y la senescencia,
estas defensas se pierden y se deterioran mas faciimente, es asi como los productos frescos
y procesados de vegetales son susceptibles al deterioro (Snyder & Worobo, 2017).

Los jugos y/o bebidas de frutas, como la mayoria de los alimentos acidos, frecuentemente
llegan a deteriorarse como resultado de la contaminacién con bacterias acido-tolerantes, junto
con levaduras y mohos. Las frutas y vegetales contienen los nutrientes necesarios para
facilitar el crecimiento de microorganismos, por lo que su control oportuno es critico para
mantener la calidad a lo largo del proceso de produccion y comercializacion. Los mohos y las
levaduras toleran condiciones de alta presion osmotica, bajo pH (pH = 4,0) y pueden crecer
a temperaturas de refrigeracién (Steyn et al., 2011; Vantarakis et al., 2011). Algunas frutas,
incluidas las naranjas, son susceptibles a la contaminacién con algunas especies fungicas,
como Aspergillus, debido a su bajo pH, alta humedad y composicién de nutrientes. Asimismo,
las especies de levaduras aisladas mas frecuentemente de jugos citricos son algunas
especies de Candida, Saccharomyces, Torulaspora y Zygosaccharomyces, algunas menos
comunes pertenecen al género Rhodotorula, Pichia, Hanseniaspora y Metschnikowia
(Vantarakis et al., 2011).

Con el objetivo de controlar la prevalencia de estos microorganismos en el producto final,
la industria de jugos aplica un proceso de pasteurizacion acoplado a un llenado en caliente,

donde el producto es mantenido a una temperatura entre 86-86°C por aproximadamente 2
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min, suficiente para inactivar microrganismos mesofilos de deterioro (Steyn et al., 2011). Los
tratamientos térmicos durante la produccion de concentrados de frutas, junto con
caracteristicas fisicoquimicas inherentes, incluida la alta concentracién de azlcares (65-68
°Brix), el bajo pH (3,5-4,0), la presencia de acidos organicos, actividad de agua reducida
(0,85-0,99) y reduccién de oxigeno, resultan en una fuerte inhibicion del crecimiento de la
mayoria de los microrganismos patdgenos y de deterioro (Passos & Ribeiro, 2009; Sultan et
al., 2019). Es por ello que el deterioro en bebidas de frutas reconstituidas es restringido a un
pequerio numero de bacterias Gram positivas, formadoras de endosporas y algunas especies
de hongos termorresistentes, capaces de sobrevivir la concentracion y procesos de
pasteurizacion (Steyn et al., 2011). Como consecuencia de la presion selectiva adicional de
los jugos de frutas acidas, Alicyclobacillus corresponde a uno de los mayores problemas a
nivel de deterioro (Snyder & Worobo, 2017). Especificamente, los tratamientos térmieos
convencionales aplicados en la industria de jugos (88-96°C por 2 min (Walker & Phillips, 2008)
0 92°C por 10 s y un enfriamiento a 35°C en menos de 30 min (Spinelli et al., 2009)), en lugar
de inactivarla las endosporas, inducen a su germinacion y crecimiento. La mayoria o todas
las células vegetativas son eliminadas por el proceso térmico aplicado, mas del 99% de las
celulas vegetativas son eliminadas a 80°C por 20 min a un pH de 4,0; por lo que las
responsables del deterioro son las esporas sobrevivientes, los valores D revelan su alta
resistencia (Dgo:c 16-23 min y Des-c 0,06-5,3) (Clotteau, 2014), especificamente en jugo de
naranja (pH = 3,5) estos valores corresponden a Dgs.c 65,6 min y Dgy-c 11,9 min (Pinto et al.,
2019). Las esporas requieren de las condiciones apropiadas bajo las cuales germinar y
crecer, como un enfriamiento lento en la zona de 40-50°C (Tianli et al., 2014). A pesar de que
un procesamiento mas intenso logra inactivar las esporas, dichos tratamientos pueden
impactar adversamente el producto a nivel sensorial y nutricional, mientras se experimenta
un incremento de los costos energéticos (Osopale et al., 2019).

El suelo es considerado como el principal habitat del género Alicyclobacillus, y la fuente
mas importante de contaminacion en productos acidos (Smit et al., 2011; Pornpukdeewattana
et al., 2019). La contaminacién de jugos de frutas es tipicamente generada por residuos de
tierra en la superficie de las frutas. Se ha encontrado recuentos altos en muestras de suelo,
en el rango de 10%-10° UFC/mL (Takahashi, 2007). Los empleados también pueden acarrear
células vegetativas o esporas y representar una fuente de contaminacion (Smit et al., 2011;
Pornpukdeewattana et al., 2019). En ultimo caso, se ha observado altos niveles de
endosporas (10° UFC/mL) en el agua de irrigacion (Takahashi, 2007), y de limpieza de las
areas de procesamiento, asi como para ingrediente de los jugos (Steyn et al., 2011). De este
modo, la carga contaminante inicial puede variar segun las practicas agricolas, la higiene de
los empleados y los aspectos relacionados con el campo y las areas circundantes (Snyder &
Worobo, 2017). A pesar de que las cargas presentes en las frutas se minimicen, mediante la
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implementacién de buenas practicas agricolas (BPA) y buenas practicas de manufactura
(BPM), con la gran escala de la industria moderna de alimentos, y la distribucién a escala
mundial, un pequefio numero de microorganismos viables podrian ser suficientes para
contaminar grandes volumenes de jugo (Merle & Montville, 2012).

Los datos recopilados, revelan que la incidencia y severidad del deterioro presenta
variaciones segun el tipo de jugo, época de procesamiento, practicas de cosecha y demas
variables involucradas (Oteiza et al., 2015). Se ha observado un mayor niumero de casos
durante las épocas mas calientes, como el inicio de la primavera y verano, asociado con
procesos de distribucién inadecuados (Huang et al., 2015; Pornpukdeewattana et al., 2019).
Asi mismo, durante la época lluviosa, los recuentos obtenidos son significativamente mas
bajos al analizar los frutos (Takahashi, 2007), mientras las bajas precipitaciones o lluvias,
faciliten que el polvo se deposite en la superficie de las frutas, asi como otras bacterias termo
acidéfilas formadoras de espora (McKnight et al., 2010), aumentando la carga en los frutos, y

por ende, los niveles de contaminacion inicial.

3.8. Alicyclobacillus: generalidades del microorganismo y deterioro ocasionado

El nombre del género Alicyclobacillus deriva de la presencia de acidos grasos w aliciclicos
a nivel de membrana, los mismos contribuyen a su resistencia térmica y su naturaleza
acidéfila, siendo resistente a los tratamientos de pasteurizacion normalmente aplicados a
productos de fruta concentrados de alta acidez (Pornpukdeewattana et al., 2019). Los lipidos
que contienen acidos grasos con un anillo ciclohexano, pueden estabilizar la estructura de la
membrana, al lograr empaquetarse densamente, obteniendo una baja difusion a
temperaturas altas. Particularmente, los acidos grasos w-ciclohexano y w-cicloheptano,
forman un recubrimiento con fuertes enlaces hidrofébicos, reduciendo la permeabilidad (Merle
& Montville, 2012). En el caso especifico de A. acidoterrestris, el 90% de la membrana celular
contiene acidos grasos w-ciclohexano, especificamente 11-ciclohexilundecanoico y 13-
ciclohexiltridecanoico (da Costa et al., 2015). Otros factores que han sido asociados con la
resistencia al calor de las endosporas, es la presencia de proteinas termoestables, asi como
la mineralizacién por cationes divalentes con acido dipicolinico (DPA) (Steyn et al., 2011).

Los incidentes de deterioro por miembros del género Alicyclobacillus han sido reportados
frecuentemente e incluye un diverso rango de productos, como alimento de alta acidez,
estables a temperatura ambiente, procesados mediante llenado en caliente, pasteurizados,
enlatados, alta temperatura (“ultra heat-treatment”) o carbonatados (Steyn et al., 2011;
Pornpukdeewattana et al., 2019). Esto indica que el microorganismo es capaz de deteriorar
jugos de frutas y vegetales pasteurizados, t& embotellado, bebidas isoténicas y otras de bajo
pH, asi como productos estables a temperatura ambiente (Merle & Montville, 2012). Datos
estadisticos revelan el riesgo de contaminacion de diferentes tipos de jugos: jugo de fruta
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para mezclar (9-42,1%), concentrado de jugo de manzana (30,5-75%), concentrado de jugo
de naranja (82,1%), productos de jugos frescos (32%), concentrado de manzana (83,3%),
jugo de naranja (14,7%) y concentrados de frutas (naranja, mango, coco y pifia; 8%)
(Clotteau, 2014). Aunque la diversidad de jugos es amplia, existe una especie predominante
con respecto al deterioro de jugos, A. acidoterrestris, aunque se reportan con menor
frecuencia otras especies como A. acidocaldarius, A. acidiphilus, A. herbarius, A. hesperidum,
A. cycloheptanicus, A. pomorumy A. dauci (Pornpukdeewattana et al., 2019).

Uno de los principales retos que se enfrentan en relacién con la detecciéon de la
contaminacién de Alicyclobacillus spp. es el tipo de deterioro que experimentan los productos
(Ciuffreda et al., 2015), el cual puede ocurrir mucho tiempo antes de su fecha de expiracion
(Pornpukdeewattana et al., 2019). Este se clasifica como “flat sour” o agriado plano (Huang
et al,, 2015), por lo que los jugos deteriorados parecen normales, sin modificacion en el
envase, sefial predominante en los jugos contaminados con otros microorganismos como
alerta de contaminacién, con poco o ningun cambio en el pH (Pornpukdeewattana et al.,
2019). Algunas especies de Alicyclobacillus causan que ciertos jugos de fruta clarificados
manifiesten turbidez y/o un ligero sedimento blanco en el fondo del envase (Ciuffreda et al.,
2015); no obstante, el recuento microbiano necesario para generar aromas detectables esta
por debajo del necesario para provocar cambios del aspecto general (Snyder & Worobo,
2017). De este modo, la caracteristica mas comun de la contaminacion de Alicyclobacillus es
un mal olor identificado como ahumado, medicinal, fendlico, antiséptico, pungente o picante,
asociado con la presencia de guaiacol (2-metoxifenol) y otros halofenoles (Ciuffreda et al.,
2015; Pornpukdeewattana et al., 2019). Los compuestos asociados con mal sabor causado
por las especies de Alicyclobacillus incluye tres principales compuestos quimicos: guaiacol
(2-metoxifenol), 2,6-dibromofenol (2,6-DBF) y 2 6-diclorofenol (2,6-DCF). Guaiacol es el
metabolito principal asociado con el deterioro (mal sabor y olor) en jugos de frutas, mientras
que los otros dos han sido aislados de productos con grandes poblaciones de Alicyclobacillus
spp. (Pornpukdeewattana et al., 2019). No obstante, la produccién de guaiacol no se limita a
especies de Alicyclobacillus, sino también algunos otros géneros bacterianos (Bacillus), asi
como algunas especies de mohos y levaduras (Smit et al., 2011).

En el caso del deterioro provocado por A. acidoterrestris, existe un nivel critico de células
que debe estar presente. La concentracion de células aceptada mas ampliamente para
producir un deterioro detectable a nivel sensorial se encuentra entre 104y 10° UFC/mL (Huang
et al, 2015; Pornpukdeewattana et al., 2019). El umbral sensorial de los humanos para la
presencia de guaiacol es bajo, por lo que es facilmente detectado por evaluacion olfatoria. Se
ha reportado que la concentracion umbral de guaiacol en agua es de 0,021 ppm para olor y
0,013 ppm para la deteccion mediante degustaciéon (Pornpukdeewattana et al., 2019). Aun

asi, la sensibilidad del consumidor a estos aromas es muy variable, por lo que no existe un
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limite bien establecido en el que los consumidores rechacen el producto (Snyder & Worobo,
2017).

La ruta para la produccion de guaiacol es mediada por una conversion biolégica del acido
fertlico, compuesto comunmente encontrado en jugos de frutas, ya que se encuentra
asociado con la lignina, componente estructural de la pared celular de las células vegetales
(Hu et al., 2020). Inicialmente, el acido ferulico es descarboxilado a 4-vinilguaiacol o
transformado directamente a vanilina o acido vanilico. Si se empieza con 4-vinilguaiacol como
sustrato, este es oxidado a vanilina, y nuevamente oxidado en acido vanilico, para finalmente
ser descarboxilado a guaiacol (Tianli et al., 2014; Pornpukdeewattana et al., 2019). Ademas,
Alicyclobacillus spp. también puede convertir el acido vanilico en otros compuestos como
metoxi-hidroquinona y acido proto-catéquico (Smit et al., 2011; Ciuffreda et al., 2015).

3.9. Factores que influyen en el desarrollo de Alicyclobacillus y produccion de guaiacol

La produccion de guaiacol es una reaccion rapida bajo condiciones deseables para cada
cepa (Pornpukdeewattana et al., 2019), y depende de factores como la cantidad de bacterias
viables, tipo de cepa, temperatura de almacenamiento, concentracién de oxigeno disuelto,
uso de choque térmico, y el tipo de matriz, que se relaciona tanto con la concentracion de
precursores para la generacion guaiacol, asi como la presencia de inhibidores bacterianos
(Ciuffreda et al., 2015). Existe una correlacion positiva entre la concentracién de los sustratos
que puede usar directamente A. acidoterrestris con la cantidad final de guaiacol (Hu et al.,
2020). Algunos precursores son la vanilina, el acido vanilico y el acido ferulico, presentes en
algunas frutas y sus jugos, de estos tres solamente la vanilina o el acido vanilico pueden ser
transformados directamente por Alicyclobacillus spp. sin la participacion de otra bacteria (Hu
et al., 2020). El acido vanilico es un derivado natural de la lignina y también es introducido a
las bebidas como un ingrediente (Ciuffreda et al., 2015), por lo que el deterioro se puede dar
con facilidad. La tirosina es otro posible precursor (Tianli et al., 2014; Ciuffreda et al., 2015;
Pornpukdeewattana et al., 2019). El jugo de naranja contiene entre 3,4-13,5 pg de tirosina
por mL de jugo; sin embargo, esta reaccion -no ha sido profundamente estudiada (Ciuffreda
etal., 2015; Pornpukdeewattana et al., 2019).

El crecimiento de Alicyclobacillus sp., y su potencial deterioro se ve influenciado por la
capacidad de sobrevivencia y adaptacién a las condiciones experimentadas. Las variables

que influyen en el desarrollo de Alicyclobacillus se detallan a continuacién:

3.9.1. Temperatura de almacenamiento
La temperatura corresponde a un factor externo al jugo que afecta el crecimiento. La
mayoria de las especies presentan un crecimiento entre 20-70°, con algunas excepciones.

La temperatura mas baja de crecimiento esta reportada para la especie A. disulfidooxidans,
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la cual se encuentra en lodos de aguas residuales, capaz de crecer a 4°C. En contraste, A.
acidocaldarius es capaz de crecer a 70°C y normalmente es aislado de suelo, frutas y jarabes
(Ciuffreda et al., 2015). En el caso especifico de A. acidoterrestris, puede crecer entre 20-
55°C con un rango o6ptimo de 40-50°C (Ciuffreda et al.,, 2015). Sin embargo, se reporta
crecimiento hasta los 70°C para algunas cepas (Smit et al., 2011, Tianli et al., 2014).

3.9.2. pH

Las especies pertenecientes al género Alicyclobacillus presentan un crecimiento que
va desde un pH de 0,5 para A. disulfidooxidans, encontrada en lodos provenientes de aguas
residuales (Ciuffreda et al., 2015), hasta 7,5 en el caso de A. pohliae (Tianli et al., 2014),
especie aislada de suelo geotérmico (Glaeser et al.,, 2013). En el caso especifico de A
acidoterrestris, esta puede crecer en ambientes con un pH entre 2,0-6,0 (Bevilacqua et al.,
2008; Ciuffreda et al., 2015).

3.9.3. Contenido de sdlidos solubles

El contenido de sélidos solubles por encima de los 18-20 °Brix, inhibe la germinacién
de las esporas de Alicyclobacilus sp. (Bevilacqua et al., 2008; Steyn et al., 2011). Es asi como
el crecimiento de esta bacteria en concentrados de jugos (>40 °Brix), que contienen cargas
de 10? UFC/mL, no son asociados con deterioro (Steyn et al., 2011), pero una vez que estos
son diluidos para producir jugos mediante reconstitucion, las condiciones favorables permiten
la multiplicacién de las esporas hasta niveles suficientes para causar deterioro (Smit et al.,
2011). Se ha reportado la inhibicién de A. acidoterrestris CRA7152 en jugo de manzana (15
°Brix a un pH de 3,5) a 43°C durante 16 dias de almacenamiento (Pefia ef al.,, 2011). Los
°Brix de los jugos comerciales se encuentran entre 11 y 14 °Brix, dependiendo de la fruta
(Ubeda, 2012). Por lo tanto, los sélidos solubles en los niveles que se encuentran

normalmente no representan una barrera contra el crecimiento de esta bacteria.

3.9.4. Tipo de atmésfera

Aungue algunos estudios sugieren la tolerancia de algunas cepas por niveles de
oxigeno de 0,1%, el género Alicyclobacillus spp presenta microorganismos aerobios estrictos
y requieren de la presencia de oxigeno para crecer en bebidas de frutas (Ciuffreda et al,,
2015; Gordon, 2017). Una excepcién es la especie A. pohliae, aislada de suelo geotérmico
(Antartica), cuyo comportamiento en algunos casos es el de un microorganismo anaerobio
facultativo (Pornpukdeewattana et al., 2019). Aunque el suministro limitado de oxigeno puede
retardar el crecimiento de las células vegetativas, no previene que se alcancen altas
concentraciones del microorganismo (Smit et al., 2011) y la produccion de guaiacol puede ser

incluso mayor en estos casos (Huang et al.,, 2015). Aun asi, se promueven medidas para
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limitar la disponibilidad de oxigeno. Algunos fendmenos asociados con la cantidad de oxigeno
disponible son el espacio de cabeza, material de empaque y compuestos secuestradores.
Con respecto al espacio de cabeza, la concentracion de oxigeno confinado en este espacio
determina el oxigeno disuelto. La tasa de crecimiento en envases parcialmente llenos es
mayor en comparacion con un llenado total. En los casos que no es posible eliminar el espacio
de cabeza, la utilizacion de atmodsferas modificadas puede ralentizar el crecimiento
(Pornpukdeewattana et al.,, 2019). Por otra parte, se debe contemplar la permeabilidad del
empaque al oxigeno. De tal forma A. acidoterrestris crece mas facil en botellas PET, seguido
de empaques de carton de larga duracion (TetraPack) y por ultimo latas y botellas vidrio, cuya
transferencia producto-ambiente es practicamente nula (Takahashi, 2007). Por ultimo, la
adicion de acido ascérbico (vitamina C) puede disminuir el oxigeno disponible (Sultan et al.,
2019), el rango de 150-200 mg/L es suficiente para reducir el contenido de oxigeno a 0,1% o
crear condiciones anaeroébicas en jugo de naranja (Takahashi, 2007; Chmal & Papiewska,
2011).

3.9.5. Compuestos inhibitorios

A. acidoterrestris ve afectado su desarrollo por la presencia de extractos y aceites
esenciales de piperaceas (de Pascoli et al., 2018), saponina (Huang et al., 2015), eucalipto,
semillas de uva (Molva & Baysal, 2015a), granada, espirulina (Ciuffreda et al., 2015), citricos
y romero (Gordon, 2017). Aunque la composicién de los aceites esenciales puede variar
segun el modo de extraccién, la planta y el clima (Bevilacqua et al., 2008), los compuestos
activos que han mostrado actividad antimicrobiana contra A. acidoterrestris son: carvacrol,
cinamaldehido (100 ppm), eugenol, citral-geraniol y D-limoneno (Bevilacqua et al., 2008;
Steyn et al., 2011; Huang et al., 2015; Pornpukdeewattana et al., 2019). Otros compuestos
que ejercen control sobre el desarrollo de A. acidoterrestris son los acidos organicos (acido
benzoico (0,061 g/L) > acido caprilico (0,316 g/L) y butirico (0,303 g/L) > acido acético (0,727
g/L) >acido tartarico, lactico, malico y citrico (4,58-7,07 g/L)) (Bevilacqua et al., 2008; Tianli et
al., 2014). Ademas, Alicyclobacillus no es capaz de crecer en jugos de uva roja debido a la
presencia de polifenoles (Yokota et al., 2007). El acido cinamico y el benzaldehido también
representa una barrera (McKnight et al., 2010; Cai et al., 2015). Por otra parte, la presencia
de bacteriocinas, como la nisina (efecto esporo-estatico en jugo de naranja a 25-100 IU/mL o
15,62 pg/mL), la enterocina, la bificina C6165, paracina C, bacteriocina RC y bovicina HCS5,
también han demostrado ser una barrera para el crecimiento de Alicyclobacillus (Bevilacqua
et al., 2008; Steyn et al., 2011; Ciuffreda et al., 2015; Huang et al., 2015; de Pascoli et al.,
2018; Pornpukdeewattana et al,, 2019). Otros agentes inhibidores son los emulsificantes
(Monolaurina, 5-7 mg/L) (Bevilacqua et al, 2008; Clotteau, 2014; Huang et al., 2015) y

enzimas como la lisozima (0,25-2 g/L) (Bevilacqua et al., 2008; Clotteau, 2014), la papaina
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(0,98 pg/mL) y la bromelina (62,5 pg/mL) (Dos Anjos et al., 2016; Pornpukdeewattana et al.,
2019). Por ultimo, el lactato de calcio, usado en la industria de jugos para la fortificacion
(Clotteau, 2014), asi como el quitosano (1,4g/L) (Pornpukdeewattana et al., 2019), el arginato
laurico y la e-polisina (Rui ef al., 2015; Hu, 2020), inhiben el desarrollo de Alicyclobacillus.

4. Materiales y métodos

4.1 Localizacion

Todas las determinaciones experimentales se llevaron a cabo en las instalaciones del
Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) y de la Escuela de Tecnologia
de Alimentos, especificamente los laboratorios de microbiologia y quimica, asi como la planta
piloto. Ambas instituciones se encuentran localizadas en la Ciudad Universitaria Rodrigo
Facio de la Universidad de Costa Rica, San Pedro, Montes de Oca.

4.2 Elaboracion de los jugos de fruta

Se preparé un lote de jugo de cada una de las 3 frutas seleccionadas (cas, maracuya
y mora), para obtener un jugo 100% fruta, estable a temperatura ambiente. El jugo de
maracuya se preparé segun la definicion de la FDA, la cual indica que para que un jugo sea
considerado como 100% fruta, debe ser obtenido directamente de la fruta o vegetal, no puede
ser concentrado o reconstituido, y sin la adicién de ningun otro componente, como acidulantes
o endulzantes (FDA, 2019). Para la preparacion de los jugos, se siguid el procedimiento
descrito en la Figura 1. Es importante aclarar que, para el cas y la mora del primer objetivo
se incorporé agua en un 15y 20% con respecto a la masa inicial de fruta luego del pelado y
troceado, y como resultado, luego de la molienda se obtuvo un néctar, producto de
preparacion similar a un jugo con la distincidn que presenta agua afiadida, con un porcentaje
mayor al que presenta la fruta normalmente, con o sin endulzantes (RTCA, 2005; RTCR,
2005). No obstante, para el objetivo 2, el jugo de mora utilizado si corresponde a un jugo
100%. Por otra parte, para el jugo de naranja se utilizé un jugo comercial al 100% de la marca
Tropicana y tipo Grovestand (con mucha pulpa), dado que en una investigacion previa se
determiné que, de los jugos de naranja comercializados en Costa Rica, éste representa la

matriz comercial con el mejor perfil para el crecimiento de A. acidoterrestris (Gamboa, 2020).
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Fruta (entera)

Fruta
(ln:pEechgr?lvci'stalj —> (deteriorada),
ramas y hojas
Y
LAVADO Y DESINFECCION Agua
Agua potable —p| (Manual, agua, cepillos; inmersién, |—= (NaClO, residuos
200 ppm NaClO, 15 min) organicos)
Y
PELADO y TROCEADO Céscaras
(Manual, tabla y cuchillo) g (partes externas)
1]
MOLIENDA
(Licuadora)
Y
o PRENSADO
Envase de \nd'no (976 mL) (Hidroprensa, 2,5 bar) —B Fibra
sucio
¥ L]

LAVADO Y DESINFECCION
(Manual, agua y jabon, cepillo;
enjuague, EtOH 70%)

MEDICION DE PH
(pHmetro, 20°C)

L] L]
ALMACENAMIENTO CALENTAMIENTO
(Temperatura ambiente, {Manual, marmita, agitacion,
hasta sequedad, visual) 281°C x 3 min)
] L]
Envases de vidrio (976 mL) limpio y LE":::’;;':' g;;'cf'" =
tapa metélica (plastisol) . espacio de cabeza 6%)
Y

INVERSION DEL ENVASE
(Manual, 25 min)

¥
ALMACENAMIENTO
(Temperatura ambiente,
cajas de cartén, sin luz)

v

Jugo 100% de fruta
comercialmente estéril
(estable a temperatura ambiente)

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de jugos de frutas estables a

temperatura ambiente.

Para reducir la carga microbiolégica en el producto, las frutas se sometieron a las
etapas de lavado y desinfeccion, ya que el dimensionamiento de un tratamiento térmico esta

relacionado con la carga microbioldgica inicial de un alimento (Liu et al., 2019). Por esta razon,
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se realizd una desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaClO), desinfectante mas utilizado en
la industria alimentaria para el lavado de frutas y vegetales (Gil et al., 2009; Garcia et al.,
2017). Se utilizé 200 ppm, maxima concentracién permitida para disoluciones en contacto
directo con alimentos (FDA, 2019b), bajo las condiciones propuestas por Tanaro et al. (2019),
pH neutro y un tiempo de exposicién de 15 min. Para el jugo de mora no se realiz6 el proceso
de desinfeccién, solo lavado con agua, debido a la naturaleza del producto.

Para estabilizar microbiolégicamente los jugos preparados, se aplico el tratamiento
térmico recomendado por Padilla-Zakour (2008) para productos acidos, con pH menor a 3,9,
calentando a 81°C por 3 min, y realizando un llenado a una temperatura 281°C, seguido de
la inversion de los envases por 5 min, para lograr esterilizar la totalidad del envase y la tapa.
Se determiné el pH de cada bebida antes y después de aplicar calor, para corroborar que el
tratamiento térmico fue el adecuado.

Como la generacion de vacio se ve afectada por el espacio de cabeza, se utilizé un
valor de al menos un 6% de la capacidad maxima (con un maximo de 10%) (Tucker &
Featherstone, 2010). Al seguir estas indicaciones, correspondientes a un proceso de llenado
en caliente, se obtuvo un producto comercialmente estéril, alimento libre de microorganismos
capaces de reproducirse bajo condiciones normales no refrigeradas de almacenamiento y
distribucién (Chhabra, 2017). Alcanzar este estado es necesario para realizar una inoculacion
controlada.

En cuanto a los envases, se utilizaron envases de vidrio (Ashurst, 2016), a los cuales
se les realizé una desinfeccién con alcohol al 70% (Russel et al., 1999; Rodriguez et al., 2011;
Graziano et al., 2013). Una vez envasados los jugos, estos fueron almacenados en un lugar
oscuro (cajas de carton) (Navia et al., 2014) a temperatura no superior a 35°C.

Para corroborar la efectividad de todas las medidas anteriormente descritas y
confirmar la esterilidad comercial de los jugos, se realizaron dos tipos de analisis. El primero
corresponde al recuento total aerobio de mesdfilos, el cual se realizd segun los
procedimientos del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), “P-SA-MM-
001", basado en los métodos de Da Silva et al. (2013) y Salfinger & Lou (2015). Se implemento6
el metodo de vaciado con agar estandar (aproximadamente 20 mL). Luego de agitar y
solidificar el agar, se incub6 a 35°C por 48 horas (CITA, 2017a). Una modificacion que se
realizo fue la adicién de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) para impartir un color rojizo a
las colonias y facilitar el proceso de conteo (Vardanian et al., 2017). El segundo analisis que
se realizé fue el recuento total de mohos y levaduras, contaminantes comunmente
encontrados en jugos (Sperber & Doyle, 2009). Igualmente, se realizé, de acuerdo con los
procedimientos del CITA, “"P-SA-MM-007", basado en los métodos de Da Silva ef al. (2013) y
Salfinger & Lou (2015), con algunas modificaciones. Se llevd a cabo mediante el método de
vaciado en sustitucién del esparcimiento en agar papa dextrosa acidificado (pH 3,5, acido
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tartarico) (CITA, 2017b), seguido de una incubacion a 30°C por 48 horas, metodologia
utilizada por Splittstoesser & Churrey (1989) y Tandon et al. (2003), logrando reducir los
tiempos de incubacién de cinco a dos dias al aumentar la temperatura de 25°C a 30°C, esta
medida facilité la programacion de las actividades en el laboratorio, lo cual era requisito
producto de la pandemia por COVID-19. Ambos métodos se realizaron para cada lote de jugo
por triplicado, utilizando directamente la muestra (sin diluciones), pues se esperaba ausencia
de microorganismos.

4.3 Pruebas preliminares

Prueba 1: Comportamiento de los jugos sospechosos. Se realizé un montaje de
tres muestras de jugos elaborados en planta piloto a partir de fruta fresca para corroborar el
crecimiento de A. acidoterrestris en jugo maracuya y pifia. Con ese objetivo, se elaboraron
dos de esos jugos (maracuya y pifia) estables a temperatura ambiente (pH <3,9, tratados a
81°C por 3 min, seguido de un llenado en caliente a 81°C e inversion de los envases por 25
min) en las instalaciones de la planta piloto del CITA y se utilizé un tercer jugo comercial de
naranja, marca Tropicana, como control positivo.

Una vez listos los jugos, se prepard un inéculo a partir de colonias crecidas en agar
“Yeast Starch Glucose” (YSG), pH 3,7 £ 0,1 (HCI 1 N), incubado a 45°C por 5 dias, en placas
invertidas y colocadas dentro de bolsas plasticas para evitar deshidratacién y agrietamiento
del agar. Se tomo, con un asa bacteriolégica, una colonia y se dispersé en 10 mL de agua
peptonada al 0,1%. Seguidamente, se realizé un choque térmico (75°C por 20 min, midiendo
la temperatura interna en el punto frio de un tubo con el mismo nivel de agua) en un bario de
agua con circulacion, para inactivar las células vegetativas y activar las esporas presentes, y
de esta manera lograr una suspension de células viables y de carga conocida.

Se realizaron los célculos correspondientes para inocular 200 mL de jugo y obtener
una carga final de 3 log UFC/mL (aproximadamente). Por lo tanto, se adiciond 1,5 mL de
inéculo en botellas de vidrio estériles de 225 mL, seguido de los 200 mL de jugo. Una vez
homogeneizados, se tomaron 50 mL del jugo y se colocaron en tubos de centrifuga estériles
con tapa y se almacenaron a 45°C hasta su muestreo. Las determinaciones de los recuentos
se realizaron durante los dias 0 (carga inicial), 3 y 6. Para lo cual se realizaron las diluciones
pertinentes, seguido de la técnica de vaciado en agar YSG (pH 3,7) y una incubacién a 45°C
por 3 dias, para finalmente contabilizar visualmente aquellas colonias de color blanco-crema.

Prueba 2: Estandarizacion del inéculo (carga de 6 log a partir de 1 mL de indculo
en 135 mL de muestra). Una vez listos los jugos, se preparo un indculo a partir de colonias
crecidas en agar “Yeast Starch Glucose” (YSG), pH 3,7 £ 0,1 (HCI 1 N), incubado a 45°C por
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3 dias, en placas invertidas y colocadas dentro de bolsas plasticas para evitar deshidratacion
y agrietamiento del agar. Se tomd, con un asa bacterioldgica, toda la biomasa de una placa
entera y se dispersé en 9 mL de agua peptonada al 0,1%. Seguidamente, se realizd un
choque térmico (75°C por 20 min, midiendo la temperatura interna en el punto frio de un tubo
con el mismo nivel de agua) en un bafio de agua con circulacion, para inactivar las células
vegetativas y activar las esporas presentes, y de esta manera lograr una suspensiéon de
celulas viables y de carga conocida.

Se realizaron los calculos correspondientes para inocular 135 mL de jugo y obtener
una carga final de 6 log UFC/mL (aproximadamente). Por lo tanto, se adicioné 1 mL de inéculo
en botellas de vidrio estériles de 225 mL, seguido de los 134 mL de jugo. Una vez
homogeneizados, se almacenaron a 45°C hasta su muestreo. Las determinaciones de los
recuentos se realizaron durante los dias 0 (carga inicial), 3, 5y 7. Para lo cual se realizaron
las diluciones pertinentes, seguido de la técnica de vaciado en agar YSG (pH 3,7) y una
incubacion a 45°C por 3 dias, para finalmente contabilizar visualmente aquellas colonias de
color blanco-crema.

Para ambas pruebas preliminares solo se realizé una repeticion de los ensayos

4.4 Caracterizacion fisicoquimica de los jugos de fruta tropicales

Se determiné la composicion fisicoquimica de los diferentes jugos elaborados (cas,
maracuya y mora), para poder asociar sus caracteristicas al crecimiento o inhibicion del
microorganismo de interés, A. acidoterrestris. Los analisis se realizaron por triplicado y se
reportaron como un promedio de los datos, junto con su desviacién estandar (n=3). Estos
andlisis fisicoquimicos fueron realizados por el Laboratorio de Quimica del CITA.

4.4.1 Determinacion de pH

Se determiné el pH a cada uno de los jugos elaborados (cas, maracuya y mora), segun
el procedimiento “P-SA-MQ-012" (CITA, 2020d), basado en el método numero 981.12 de la
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (2005).

4.4.2 Determinacion de solidos solubles

Se determiné la concentracion de sélidos solubles, expresada como Brix, de cada uno
de los jugos elaborados (cas, maracuya y mora, segun el procedimiento “P-SA-MQ-046"
(CITA, 2019d), basado en el método niumero 932.12 de la AOAC (2012).
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4.4.3 Determinacion de aztcares: fructosa, glucosa y sacarosa

Se determiné el contenido de azucares (fructosa, glucosa y sacarosa) a cada uno de
los jugos elaborados (cas, maracuya y mora), segun el procedimiento “P-SA-MQ-011" (CITA,
2020a) basado en los métodos de Pirisino (1983) y Sullivan & Carpenter (1993).

4.4.4 Determinacion de acidos organicos

La concentraciéon de los acidos: ascorbico, citrico, malico, férmico, succinico y
tartarico, es la mas utilizada para la determinacién de la autenticidad de los jugos (Correa &
Rivera, 2018). De estos, el acido citrico, malico y tartarico son regulados en jugos de fruta
comerciales por el Codigo de Practicas del AIUN (AlJN-European Fruit Juice Association)
(Sokolowska et al., 2013). En consecuencia, se realizd la determinacion de cuatro acidos
organicos (citrico, malico, succinico y ascérbico) a cada uno de los jugos elaborados (cas,
maracuya y mora), segun el procedimiento “P-SA-MQ-051" (CITA, 2019a) basado en los
meétodos de Fernandez & McGregor (1994), Nozal et al. (2003) y Gokturk (2006). Cabe
aclarar, que la determinacion del acido ascorbico se realizé mediante otra metodologia, que
permite cuantificar las dos especies en las que se encuentra (acido L-ascérbico y acido L-
dehidroascérbico) (ver apartado 4.4.5).

4.4.5 Determinacion de vitamina C

Se determiné la concentracion de acido L-ascorbico y acido L-dehidroascérbico a cada
uno de los jugos elaborados (cas, maracuya y mora), siguiendo el procedimiento del CITA
(2018b) “P-SA-MQ-024" basado en los métodos de Hemandez y cols. (2006), Lykkesfeldt
(2000), Mertz (2009) y Wechtersbach (2007). Este método permite obtener ambos
compuestos. Es importante conocer la concentracion de vitamina C debido a su efecto
potenciador (50-100 mg/L) e inhibidor (150-200 mg/L) sobre A. acidoterrestris (Chmal &
Papiewska, 2011).

4.4.6 Determinacion de polifenoles totales

Se determino el contenido de polifenoles totales a cada uno de los jugos elaborados
(cas, maracuya y mora), segun el procedimiento "P-SA-MQ-048" (CITA, 2019c), basado en
los métodos de Slinkard & Singleton (1977), Georgé & Brat (2005), y se reportd como mg
equivalentes de acido galico (EAG).

23



4.4.7 Determinacion de antocianinas totales

Se determiné el contenido de antocianinas totales a cada uno de los jugos elaborados
(cas, maracuya y mora), segun el procedimiento “P-SA-MQ-047" (CITA, 2019b) basado en el
método de Guisti y Wrolstad (2001), y se reporté como mg equivalentes de cianidin-3-
glucésido (ECG).

4.4.9 Determinacion del analisis proximal

Se determind el contenido de humedad, grasa, proteina, cenizas y carbohidratos
totales (por diferencia) para cada uno de los jugos elaborados (cas, maracuyay mora), segun
los procedimientos del CITA: Humedad: P-SA-MQ-002 (CITA, 2020e) basado en el método
nuamero 920.151 de la AOAC (s.f.). Grasa cruda por extracto etéreo: P-SA-MQ-005 (CITA,
2019e) basado en el método de Carpenter et al. (1993). Proteina mediante la determinacion
de nitrégeno total por el método Kjeldahl utilizando equipos Foss Tecator, P-SA-MQ-003
(CITA, 2016) basado en el método niumero 920.152 de la AOAC (s.f.). Cenizas totales: P-SA-
MQ-004 (CITA, 2020c) basado en el método niumero 940.26 de la AOAC (s.f.).

4.4.10 Disefio y analisis estadistico

Los resultados de los analisis fisicoquimicos se reportan como el promedio de los valores
obtenidos de tres repeticiones, junto con su desviaciéon estandar (n=3).

4.5 Objetivo especifico 1: Determinacion de las cinéticas de sobrevivencia o muerte de
A. acidoterrestris en jugos y néctares de frutas tropicales de Costa Rica (cas, maracuya
y mora) durante 11 dias de almacenamiento.

4.5.1 Seleccion de la bacteria

Se utilizé Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC 49025 correspondiente a una cepa
comercial aislada de una muestra de tierra en Alemania. El microorganismo se encontraba
almacenado a -20 + 3°C en viales con glicerol (10%) y caldo enriquecido (cerebro-corazén)
para mantener su viabilidad hasta la ejecucion del experimento (Coté, 2011).

4.5.2 Preparacion del inéculo

Para obtener la concentracion de células viables deseada, se realizaron dos etapas.
Se inicio por retirar del congelador las reservas de bacterias que se encontraban en los viales

a -20 + 3°C en caldo enriquecido, hasta lograr obtener un caldo en estado liquido a

24



temperatura ambiente. Seguidamente, con el asa microbioldgica estéril se tomé una asada y
se rayo la totalidad de una placa con agar YSG, uno de los medios mas sensibles para la
recuperacion de esporas de A. acidoterrestris (Henczka et al., 2013), acidificado segun Smit
et al. (2011), con 1 N HCI hasta un pH de (3,7 = 0,1). Las placas se incubaron a 45°C,
temperatura reportada como éptima por Tayefe et al. (2014), por 72 horas, dentro de bolsas
plasticas para evitar deshidratacion y agrietamiento del medio, e invertidas.

En la segunda etapa, basado en pruebas preliminares, con un asa bacterioldgica
estéril se tomé toda la biomasa de una placa con la bacteria crecida en agar YSG y se
disperso en 9 mL de agua peptonada estéril (APE) al 0,1%. Listos los tubos necesarios, estos
se colocaron en un bano de agua caliente con recirculacion. Se agregé un tubo extra con el
mismo volumen de APE, para introducir un termémetro en el punto frio del tubo (sin tocar las
paredes), y de esta forma asegurar la exposicion de temperatura durante el tiempo
especificado, necesario para eliminar las células vegetativas y activar las esporas en estado
de latencia (Smit et al,, 2011). En respuesta a la metodologia seguida por Worsfold (2019),
se utilizé 75°C por 20 min, combinacion reportada por Gocmen et al. (2005). Luego del choque
térmico, los diferentes tubos se unificaron en otro recipiente estéril, para estandarizar la
poblacién del microorganismo que se agrego a los diferentes jugos, cuyo valor se encontraba
entre 7 y 8 log UFC/mL (concentracién del indculo).

4.5.2.1 Recuento de A. acidoterrestris

La determinacién de la poblacion inicial de A. acidoterrestris se realizé a partir de los
jugos inoculados en el dia 0, esto para cada jugo (cas, maracuya y mora), mediante la técnica
de vaciado, utilizando agar YSG acidificado (pH 3,7 £ 0,1, HCI 1 N). Se agité manualmente la
botella con el jugo inoculado para asegurar una mayor representatividad, ya que de acuerdo
con los resultados obtenidos por Walker & Phillips (2005) y Pornpukdeewattana et al. (2019),
si la muestra es agitada antes del muestreo, la deteccion del crecimiento de A. acidoterrestris
es generalmente mayor que si el envase no se mueve y se muestrea del fondo o superficie.
Siguiendo con el proceso, se realizaron diluciones seriadas con APE al 0,1% y las mismas se
platearon utilizando la técnica de vaciado en agar YSG. Cada placa conté con su duplicado y
se incubaron a 45°C por 3 dias (Murray et al., 2007) dentro de bolsas plasticas para evitar
deshidratacién y agrietamiento del agar, de forma invertida. Pasado el tiempo de incubacion,
se efectué el conteo de colonias, de color blanco crema, amarillentas, opacas y traslucidas
(Smitetal., 2011) y se reporté como carga inicial segun las placas con un numero de colonias
dentro del rango contable, entre 25-250 colonias. Por ultimo, se multiplicd por el inverso de la
dilucién a la que correspondian.
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4.5.3 Preparacion e inoculacion de las muestras

Las muestras fueron transferidas de los frascos en los que se envasaron en caliente
a botellas pequefias, de forma aséptica, donde se llevé a cabo la incubacion una vez
inoculadas. Para minimizar el riesgo de contaminacion, se utilizé la camara de flujo laminar
para este proceso. Se utilizo botellas de vidrio estériles con capacidad para 225 mL, las cuales
presentaron un volumen total de 135 mL (134 mL de jugo + 1 mL de in6culo), para obtener
un espacio de cabeza del 40%, y asi favorecer el crecimiento de A. acidoterrestris durante el
tiempo de almacenamiento (Worsfold, 2019). Ademas, con ese volumen de inéculo se logrd
obtener una carga final cercana a los 6 log UFC/mL en las muestras de jugo inoculados, valor
utilizado por Molva & Baysal (2015b) para corroborar un efecto de inhibicién contra A.
acidoterrestris. Listas las muestras, estas fueron tapadas con papel aluminio estéril para evitar
desecacion, y agitadas manualmente para asegurar una distribucion homogénea del
microorganismo en la matriz en estudio. Las muestras inoculadas se incubaron a 45°C hasta
el momento de su muestreo. Ademas, se conservd una botella de cada jugo sin inocular
(control negativo), la cual se muestre6 hasta el ultimo dia de incubacién para corroborar la
ausencia de A. acidoterrestris en los jugos elaborados.

4.5.4 Muestreo de A. acidoterrestris durante el estudio

La determinacion del recuento de la bacteria presente en los jugos inoculados se
ejecuto de acuerdo con lo descrito en el apartado 4.5.2.1, con las siguientes variaciones. Se
realizaron diluciones seriadas con APE al 0,1%. Los muestreos se llevaron a cabos los dias
0, 3, 8y 11, tomando como referencia pruebas preliminares.

Una vez finalizado el periodo establecido, se tomd una muestra del Gltimo jugo, esto
por cada lote, y se realizé un analisis para comprobar la presencia de A. acidoterrestris. Se
utilizo el método de crecimiento diferenciado por temperatura reportado en la metodologia
japonesa The unified detection method of thermoacidophilic bacteria in raw materials of fruit
Juice (JFJA, 2003). Este consiste en inocular una asada de colonias sobre dos placas de agar
YSG, las cuales se deben incubarunaa 45+ 1 °Cy laotraa 65 £ 1 °C por 18-20 horas. El
crecimiento debe presentarse solo en la de 45°C para confirmar la presencia de A.
acidoterrestris. Ademas, para el tltimo dia de muestreo, se realizé un recuento directo (sin
dilucién) en agar YSG, de los respectivos controles negativos (jugo sin inocular, pero
incubado a 45°C), para comprobar la ausencia de A. acidoterrestris en los jugos utilizados
previo a la inoculacion.
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4.5.5 Diseio y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental irrestricto aleatorio unifactorial. El factor corresponde
al tipo de fruta, con tres tratamientos (cas, maracuya y mora), realizando tres repeticiones del
experimento. Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) para asegurar que las poblaciones
del inéculo inicial no fueran significativamente diferentes entre las tres frutas, estableciendo
diferencias significativas con valores de P menores a 0,05.

Por otra parte, los datos de las curvas fueron ajustados a un modelo exponencial (no
lineal), y se selecciond para el analisis el parametro “a”.

log(poblacién) = a+ b - Exp(c - Tiempo)
a: Asintota
b: Escalar
c: Tasa de crecimiento

A partir de las asintotas se realizd un ANDEVA para comparar los valores obtenidos
para cada tratamiento. Al encontrar diferencias significativas (P < 0,05), se aplico una
comparacion de medias utilizando la prueba Tukey.

Para todos los analisis se utilizo el programa JMP 9 y se establecié un nivel de
confianza del 95%.

4.6 Objetivo especifico 2: Evaluacion del efecto inhibitorio del jugo con mayor potencial
de inhibicion de A. acidoterrestris en jugo de naranja.

Este apartado se realiz6 con el jugo de mora considerando los resultados del objetivo
1. Se realizaron mezclas mediante la sustitucion parcial de jugo de naranja 100%, de la marca
Tropicana y tipo Grovestand (con mucha pulpa), tomando como punto de partida la mayor
concentracion posible sin que represente la mayoria de la formulacion (50% de jugo con
potencial inhibitorio). Ademas, se evaluaron dos concentraciones adicionales
correspondientes al 25 y 12,5% de sustituciéon de jugo de naranja con el jugo de mora.

4.6.1 Preparacion del inoculo

Se realizé de manera similar al apartado 4.5.2, con las siguientes variaciones. Se
utilizaron colonias luego de 5 dias de incubacién, de las cuales se tomaron dos colonias y se
dispersaron en 10 mL de APE al 0,1%.
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4.6.2 Preparacion e inoculacion de las muestras

Se coloco el volumen necesario de cada jugo para lograr las concentraciones finales
establecidas (12.5, 25 y 50% de jugo de mora) y las condiciones de espacio de cabeza e
inoculacion, mencionadas en el apartado 4.5.3, para una carga final entre 2 y 3 log UFC/mL
en las muestras de jugo inoculadas, carga comunmente encontrada en concentrados de jugos
contaminados con esta bacteria (Pefia & de Massaguer, 2006; Oteiza et al., 2015). Ademas,
se contemplo un control positivo, correspondiente al jugo comercial de naranja 100% marca
Tropicana, tipo Grovestand (con mucha pulpa), inoculado con la bacteria de interés, A.
acidoterrestris.

4.6.3 Recuento de A. acidoterrestris durante el estudio

Esta determinacion se realizd similar al apartado 4.5.4, con las siguientes variaciones.
Se realizé6 un muestreo el dia 0 para determinar la carga inicial, seguido de los dias 2, 4, 7,
10, 14, 21 y 28, posterior a la inoculacién. Debido a que el deterioro causado por A.
acidoterrestris se genera a partir de una concentracion de células superior a 104-10° UFC/mL
(Tianli et al., 2014), se utilizé el valor superior de 10° UFC/mL para el célculo pues
corresponde al valor que se reporta con mayor frecuencia en la literatura como necesario
para que una poblacion de A. acidoterrestris genere compuestos asociados al deterioro en
jugos. Esta determinacién se realizé por triplicado. Por ultimo, en el caso de las placas donde
no se logré detectar colonias, se reporté el limite de cuantificacién, que corresponde a 25
colonias en 1 mL del jugo sin diluir, equivalente a 1,4 log UFC/mL.

4.6.4 Diseno y analisis experimental

El disefio experimental corresponde a un irrestricto aleatorio unifactorial. El factor
corresponde a la concentracion de jugo con potencial inhibitorio, con cuatro tratamientos
(sustitucion de 50, 25, 12,5 y 0% jugo de mora), y tres repeticiones. Se realizé un ANDEVA
para asegurar que las poblaciones del in6culo inicial no fueran significativamente diferentes
entre las mezclas y el control, estableciendo diferencias significativas con valores de P
menores a 0,05 (P < 0,05).

Por otra parte, los datos de las curvas fueron ajustados a un modelo exponencial (no
lineal), y se selecciond para el analisis el parametro “a”".

log(poblacion) = a + b - Exp(c - Tiempo)
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a: Asintota
b: Escalar
c: Tasa de crecimiento

Se hizo una prediccién de los tiempos necesarios para alcanzar una poblacién critica
de 5,0 log (UFC/mL) segun el modelo de ajuste, utilizando la funcion “Solver’ de Excel. A
partir de las asintotas, las poblaciones finales y el tiempo de poblacién critica, se realizé un
ANDEVA para comparar los valores de cada tratamiento. Al no encontrarse diferencias
significativas, se reporta la potencia de la prueba (valor B) segun el método descrito por
Pearson y Hartley (1951), empleando el nimero de tratamientos (k=4) y repeticiones (n=3),
un valor de a de 0.05, una diferencia minima relevante por detectar (8) de 2 log UFC/mL para
la asintota y poblacion final, asumiendo como varianza (s?) el error experimental obtenido
(CME). Es importante aclarar que la diferencia minima relevante se seleccioné de forma
arbitraria considerando factores tales como la alta variabilidad de los resultados.

Ademas, se realizé6 de manera aislada (sin los tratamientos 12,5 y 25% mora) un
ANDEVA entre el jugo control (jugo de naranja 100%) y la mezcla mas concentrada (50%
mora), comparando las poblaciones finales y el valor de asintota.

Para todos los analisis se utilizé el programa JMP 9 y se establecid un nivel de
confianza del 95%.
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5. Resultados y discusion

5.1 Pruebas preliminares

Se ejecutaron dos pruebas preliminares con objetivos y tiempos de ejecucion
diferentes. La primera se realizé para eliminar las sospechas originales vinculadas a la
composicién de los jugos (presencia potencial de antimicrobianos no declarados) y la
segunda para corroborar que el indculo lograra la carga de 6 log (UFC/mL), cuya metodologia
no se conocia con precision.

Se realizdé un montaje de tres muestras de jugos elaborados en planta piloto a partir
de fruta fresca, para corroborar los resultados obtenidos por Worsfold (2019), sobre el
crecimiento nulo de A. acidoterrestris en jugo de cas, maracuya, mora y pifia. No obstante,
se utilizé unicamente pifia y maracuyd, porque para el jugo de pifia si existen reportes previos
de crecimiento (Bevilacqua et al., 2008); y en el caso del jugo de maracuya, a pesar de
presentar un perfil 6ptimo para el crecimiento (Worsfold, 2019), no existe abundante evidencia
sobre su efecto en el crecimiento de A. acidoterrestris. En el caso de la mora y el cas, la
primera presenta un perfil similar al jugo de uva roja, donde la presencia de polifenoles ha
mostrado una inhibicién del crecimiento de A. acidoterrestris (Smit et al., 2011), por lo que se
esperaba un resultado similar. Respecto al cas, no se logré conseguir fruta fresca para
elaborar el jugo, dado el periodo de cultivo y cosecha, lo cual era estrictamente necesario
para asegurar la composicion 100% fruta (sin preservantes, acidulantes u otros aditivos), lo

que si se logr6 en los jugos evaluados (maracuya y pifa).

Los resultados se reportan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Recuentos de prueba de crecimiento o viabilidad de A. acidoterrestris (ATCC
49025) en 3 jugos, durante un almacenamiento de 6 dias a 45°C.

Jugo Tiempo de incubacién (dias) Recuento (log UFC/mL)
3,5
53 (E%
58
3,3
2,5 (E)
2.2 (E)
3,6
26
2,7

Naranja comercial

Maracuya

Pina

D WoMwo|dhwo

* E: estimado

A partir de estos resultados se concluy6 lo siguiente:

e El cédlculo realizado permitia predecir la carga microbiolégica requerida en el jugo
previo a la ejecucion del experimento y luego de aplicar el tratamiento térmico.
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e El jugo 100% de maracuya presenta un efecto potencialmente inhibitorio contra A.
acidoterrestris; resultado en concordancia con lo reportado por Worsfold (2019).

e La composicion de la matriz afecta el manejo de volumenes (jugo 100% de pifa,
contiene mucha fibra, volumen dispensado en puntas de pipeta y pipetas plasticas, es
menor al medido). En consecuencia, se decidio aplicar un proceso de prensado de la
fruta, utilizando una membrana (manta) para obtener un jugo con menor presencia de
fibra.

La segunda prueba se realizd como una manera de corroborar que la metodologia
planteada permitia obtener un recuento de 6 log UFC/mL en la muestra inicial, asi como
observar el comportamiento de la poblacién a lo largo de 3 dias de muestreo (D3, D5 y D7)

en tres jugos (cas, mora y pifia).

—e—Cas =—e—Mora —e—Pifa

Poblacion log (UFC/mL)

Tiempo (dias)

Figura 2. Curva de sobrevivencia o muerte de Alicyclobacillus acidoterrestris (ATCC 49025)

en jugos tropicales (cas, mora y pina) almacenados a 45°C.

A partir de estos resultados se concluyd la siguiente informacion:

e Los jugos de cas y mora presentan el comportamiento esperado (disminucion en la
poblacion bacteriana), lo cual revela su potencial uso en la inhibicion de A.
acidoterrestris.

e El jugo de pina mantuvo una pobiacion cercana a los 6 log UFC/mL (recuento
inoculado), indicando la sobrevivencia de A. acidoterrestris. Resultado acorde con

algunos reportes previos en la literatura.
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e La poblacién de A. acidoterrestris, para las muestras (cas y mora) y condiciones
evaluadas (almacenamiento a 45°C), mostré una disminucion leve a lo largo del
tiempo.

En el caso del jugo de pifia, aunque se ha identificado la incapacidad de A.
acidoterrestris de sobrevivir y crecer en esta matriz (ver Figura 2), observando una
disminucién en las poblaciones bacterianas (McKnight et al., 2010), otros autores destacan la
habilidad de soportar el crecimiento de esta bacteria (Osopale et al., 2019). No obstante, la
viabilidad depende del nivel de contaminacion inicial y principalmente de las caracteristicas
del jugo (McKnight et al., 2010). Por tanto, a pesar de que los primeros resultados revelan
una disminucién de casi 1 log en la poblacién bacteriana (ver Cuadro 1), los resultados de
esta segunda prueba, los cuales responden a una situacion mas real a la planteada, revelan
que la composicion del jugo no es suficiente barrera para inhibir la bacteria de interés. Como
consecuencia, se decidié eliminar el jugo de pifia para la realizacién del estudio.

Ademas, como consecuencia del comportamiento observado, los tiempos de
muestreo se definieron mas distanciados, pues no se observé una disminucién abrupta en las
poblaciones de A. acidoterrestris durante los primeros 7 dias de incubacién de la bebida.

Por ultimo, esta segunda prueba preliminar no analizé el jugo de maracuya debido a
problemas en la compra y la elaboracién del jugo asociados a la realidad nacional y
limitaciones de acceso a la fruta producto de la pandemia por COVID-19. A diferencia de la
pifia, maracuya presentd un mejor efecto de inhibicion en la primera prueba preliminar (ver
Cuadro 1) y por tanto se decidi6 utilizar para las pruebas definitivas.

5.2 Objetivo especifico 1: “Determinar las cinéticas de sobrevivencia o muerte de
Alicyclobacillus acidoterrestris en 3 jugos de frutas tropicales de Costa Rica (cas,

maracuya y mora) durante 14 dias de almacenamiento”.

Como se muestra en el Cuadro 2, el agua y los carbohidratos corresponden a los
compuestos mayoritarios de las muestras, lo cual coincide con la gran parte de las frutas,
cerca de 88 + 0,10 g es agua, y 10,20 + 4,70 g carbohidratos totales, de cada 100 g de fruta
fresca (Hernandez et al., 2020). De los tres productos, el jugo de mora presento la mayor
proporcién de humedad, asociado a la naturaleza de la fruta y la proporcion de agua utilizada
durante el procesamiento de molienda (ver apartado 4.2), cuyo valor fue el mayor, con un
20% de agua anadida respecto al material vegetal inicial, seguido de un 15% para el cas, y
0% para el maracuya. Normalmente la mora presenta valores de humedad entre 92,80-93,30
g de agua y 5,60 g de carbohidratos (Farinango, 2010), ligeramente por debajo del valor

obtenido.
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Respecto al contenido de proteina, este fue un poco inferior en los néctares, de
acuerdo con lo reportado por Hernandez et al. (2020), 0,92 + 0,43 g/100 g; el jugo de
maracuya si se apegd a estos valores reportados en la literatura. Por otra parte, las cenizas
en las frutas estan compuestas por diferentes minerales, los cuales podrian catalizar
reacciones de oxidacion y disminuir la efectividad de algunos compuestos inhibitorios, aunque
los niveles se encontraron dentro de los niveles comunes (Hernandez et al., 2020). En orden
descendente, los principales minerales presentes en las frutas son: potasio, sodio, foésforo,
calcio, magnesio, hierro, zinc y cobre (Gil, 2010). Por ultimo, la concentracién de grasa se
encontraba por debajo del limite cuantificable, ya que la mayoria de las frutas no son una
fuente importante de este macronutriente, mostrando valores cercanos a 0,29 + 0,26 g/100 g
(Hernandez et al., 2020), con una incertidumbre de magnitud similar al valor reportado,
evidenciando alta subjetividad en la determinacién. Estas ultimas caracteristicas hacen de los
jugos de frutas una de las matrices alimentarias mas apropiadas para incorporar
antimicrobianos naturales, debido a que el contenido de proteinas y lipidos pueden afectar el
efecto antimicrobiano (Molva & Baysal, 2015a). De menor a mayor efecto negativo se tiene el
siguiente orden: mora > cas > maracuya.

En el caso del cas y el maracuya, de los carbohidratos analizados, la fructosa presenté
la mayor concentracion mientras en el caso de la mora, fue la glucosa. En contraste, la
sacarosa mostro los niveles mas bajos para las tres frutas, tanto asi que en la mora no fue
posible su deteccién. Este disacarido experimenta reacciones que provocan la
descomposicion en sus monémeros (Becker et al., 2016), glucosa y fructosa, por lo que, en
la mayoria de las frutas, estos forman la mayor proporcion de azicares solubles (Nookaraju
etal., 2010). La cantidad cambia con la madurez de la fruta, y muestran niveles maximos en
la maduracion, con un aumento progresivo de estas hexosas y una disminucion de sacarosa
(Jia et al.,, 2013), atribuido a una menor actividad enzimatica de la sacarosa sintasa, la
glucoquinasay la fructoquinasa, y una mayor actividad de la invertasa acida, responsable del
metabolismo de sacarosa en frutas (Nookaraju et al., 2010). En términos de actividad
microbiologica, un mayor contenido de carbohidratos en la fruta puede promover el
crecimiento bacteriano y reducir la actividad antimicrobiana (Becker et al., 2016), en el caso
de A. acidoterrestris, de los tres carbohidratos cuantificados, solo es capaz de fermentar
glucosa y fructosa (Silva & Gibbs, 2001), por lo tanto, de mayor a menor capacidad de
crecimiento del microorganismo en las matrices, se presenta el siguiente orden: maracuya >

mora > cas.
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Cuadro 2. Caracterizacion fisicoquimica de los tres jugos tropicales elaborados y utilizados
en el estudio de sobrevivencia de A. acidoterrestris (promedio + desviacion estandar, n=3).

Analisis proximal (100 g) Cas Maracuya Mora
Humedad (g) 92 #13 85 $12 94 +13
Carbohidratos (por diferencia) (g) 7 %13 13 %12 5 13
Proteina (N: 6.25) (g) 0,305 #0,018 0,854 +0,050 0,216 %0,050
Grasa cruda (g) <0,10 NC <0,10 NC <0,10 NC
Ceniza (g) 0,634 +0,047 0,780 +0,057 0,292 +0,021
Fructosa (g) 1,46 +0,20 3,29 10,46 1,43 £0,20
Glucosa (g) 0,80 0,13 2,92 +0,46 1,74 +0,27
Sacarosa (g) 0,348 %0,041 0,631 £0,074 <0,17 ND
Acido citrico (g) 2,23 10,22 2,52 £0,25 1,70 20,17
Acido malico (g) 0,0512 +0,0051 1,38 +0,14 0,96 +0,10
Acido succinico (g) 1,92 +0,19 0,981 £0,099 0,102 +0,010
Acido ascérbico (mg) 40,2 36 266 £024 <0,47 ND
Vitamina C (mg) 420 %38 436 0,39 <0,934 ND
Sdlidos solubles 8,2 +0,1 15,1 £0,1 7,2 %01
pH 2,42 +0,01 2,89 +0,01 2,50 +0,01
Antocianinas totales (AT)
(equivalentes de cianidin-3- <13,81 NC <13,75 NC 37,7 £26

glucésido) (mg)
Polifenoles totales (PT) (equivalentes

de acido galico) (mg)
“ND: No detectable

261 19 246 1,7 <1595 NC

*NC: No cuantificable

El acido de mayor abundancia correspondi¢ al acido ascérbico en sus dos formas,
expresado como vitamina C, ya que tanto el &cido L-ascérbico (forma reducida) como el acido
L-dehidroascérbico (forma oxidada) tienen actividad bioldgica (Rojas & Narvaez, 2009). El
cas y el maracuya presentaron este comportamiento, aunque para la mora no fue posible su
deteccion a pesar de que esta fruta se reconoce por su aporte de vitamina C, con valores
entre 8 y 15 mg (Farinango, 2010), lo que sugiere pérdidas a lo largo de su manejo y
procesamiento. La degradacion de vitamina C en los jugos de fruta depende del
procesamiento, condiciones de almacenamiento, tipo de envase, concentracién de oxigeno,
incidencia de la luz, catalizadores metalicos, enzimas y pH (Acosta & Fontana, 2021).
Estudios realizados en jugo de mora por Agudelo et al. (2020), revelaron que cerca de un
68% de la vitamina C inicial se pierde luego de calentar por 15 s a 80°C, tratamiento inferior
al aplicado (281°C por 3 min), por lo que las reducciones podrian ser mayores en este estudio,
con valores finales menores a los limites de deteccion.

En este mismo orden de ideas, la adicién de 100 mg/L de &cido ascorbico a jugo de
manzana ha demostrado tener un efecto estimulante en el crecimiento de A. acidoterrestris,
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mientras que a 150 mg/L o concentraciones mayores se obtiene un efecto inhibidor al
secuestrar el oxigeno disuelto, necesario debido al metabolismo aerobio de A. acidoterrestris
(Pornpukdeewattana et al., 2019). Al comparar con el valor obtenido para el cas (=420 mg/L),
este es mayor a los 150-200 mg/L (Chmal & Papiewska, 2011), por lo que podria ser un factor
limitante en el crecimiento de A. acidoterrestris, que resulta concordante con los resultados
de Worsfold (2019). En el caso del maracuya, los niveles (43,6 mg/L) son bajos como para
causar inhibicién, lo que podria estar causando el efecto contrario; por lo tanto, de mayor a
menor capacidad de crecimiento se presenta el siguiente orden: maracuya > mora > cas,
colocando a la mora entre ambas frutas debido a la ausencia de vitamina C, seguln la
metodologia aplicada.

Por lo general, para que la mayoria de los acidos organicos presentes en frutas logren
ejercer un efecto inhibitorio sobre las bacterias, se deben tener concentraciones superiores a
los 1000 pg/mL, valor que los categoriza como compuestos sin actividad antimicrobiana frente
a otros compuestos de mayor actividad (de Pascoli et al., 2018). A pesar de esto, los estudios
especificos para A. acidoterrestris describen que el acido citrico, lactico, malico y tartarico,
necesitan concentraciones entre los 4,58-7,07 g/L para lograr un efecto sobre su crecimiento
(Bevilacqua et al., 2008; Tianli et al., 2014). De los acidos determinados, solo el malico se
encuentra en concentraciones inferiores al minimo. En general, el perfil de acidos del cas
concuerda con los valores reportados por Rojas (2017). Sin embargo, el acido citrico y malico
no suelen mostrar una inhibicién significativa de A. acidoterrestris, como si lo hacen otros
acidos organicos como el acético (Tokuda, 2007). De manera especifica, A. acidoterrestris es
una bacteria que se adapta y crece en ambientes de alta acidez, por lo que el impacto podria
ser bajo, aunque no se descarta su sinergia con otros compuestos, debido a la disminucién
del pH (Bonetti et al., 2020). Al establecer una clasificacion de mayor a menor crecimiento,
se presenta el siguiente orden: mora > maracuya > cas, debido a los niveles inferiores de
acidos organicos en la mora.

Por otfra parte, en jugos o pulpas, los sdlidos solubles estan conformados por los
azucares, acidos, sales y demas compuestos solubles en agua (RTCR, 2005). La mayoria de
estos elementos al ser solubles interactiian con el agua, limitando su uso para las reacciones
metabolicas de los microorganismos, en consecuencia, el contenido de solidos solubles (220
°Brix) inhibe la germinacién de las endosporas (Steyn et al.,, 2011), aunque se tienen
evidencias que, en jugos concentrados de 18 °Brix, A. acidoterrestris es incapaz de
desarrollarse (Silva et al., 2021). Segun los valores de concentracion de soélidos solubles en
los que se presenta crecimiento, 5,4-16,2 °Brix (Osopale et al,, 2019), las tres matrices
permiten el desarrollo de A. acidoterrestris. Con respecto al pH, las cepas de A. acidoterrestris
muestran la habilidad de germinar y crecer en un rango de pH entre 2,0-6,0 (Sokotowska et
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al., 2020), aunque otros autores reportan valores mas extremos, entre 1,5y 6,5 (Osopale et
al., 2019). No obstante, el rango éptimo se encuentra entre 3,5 y 4,0 (Zhao et al., 2021), por
lo que el orden de crecimiento de mas a menos favorable es: maracuya > mora > cas (ver
Cuadro 2).

El mayor contenido de polifenocles por su parte se presento en el cas, el cual contiene
principalmente flavonoides y acidos fenélicos (Pérez & Rojas, 2018). Los valores resultaron
inferiores a 485,8 mg/100 g EAG (Rojas, 2017), y la diferencia podria asociarse con la
preparacién (ver apartado 4.2), ya que al realizar el prensado la cascara es retenida en la
malla y con ello gran parte de estos compuestos, pues se reporta un contenido de polifenoles
en la cascara 29,5% mayor que en la pulpa (Pérez & Rojas, 2018). En orden de contenido, el
maracuya presenté la segunda concentracion mas alta. Esta fruta presenta diferentes
fitoquimicos, dentro de los cuales se destacan los compuestos fenélicos (Olszewska et al.,
2020), como flavonoides (Mara & Maréstica, 2018). En contraste, la concentracién en la mora
resultd ser muy baja como para ser cuantificable. De acuerdo con Santos et al. (2017), el
acido galico es un compuesto fenodlico con baja concentracion en la mora, entre 0,53-0,84 mg
por 100 g de peso fresco, por debajo del limite cuantificable (15,95 mg/100 g) de la
metodologia empleada. Ademas, segln los resultados obtenidos por Parseh &
Shahablavasani (2019), en la granada el contenido de compuestos fendlicos totales es mayor
en la cascara, mientras el contenido de antocianinas es mayor en el jugo, lo que podria
explicar la no cuantificacion de polifenoles, pero si de antocianinas, debido al procesamiento
aplicado (ver apartado 4.2). Asimismo, estudios realizados por Soto et al. (2017), demuestran
que luego de la pasteurizaciéon del jugo de mora, muchos polifenoles son afectados, aun
usando el menor tiempo a la mayor temperatura, 92°C por 10 s (Azofeifa et al., 2015).

A diferencia de lo anterior, las antocianinas mostraron el comportamiento contrario,
pues solo se logré cuantificar en el néctar de mora, con 37,7 mg equivalentes de cianidin-3-
glucésido (ECG), compuesto de mayor abundancia en bayas (Khoo et al, 2017). En
comparacién con los resultados de Worsfold (2019), el contenido fue ligeramente menor. La
disminucién en los niveles de antocianinas podria estar definida por el procesamiento, asi
como la materia prima, aunque no se presentan diferencias importantes. La estabilidad de
estos compuestos depende del tipo y grado de procesamiento, la estructura, el pH, la
temperatura, las condiciones de luminosidad, la presencia de iones metalicos, enzimas y
oxigeno (Khoo et al., 2017; Alappat & Alappat, 2020; Eker et al., 2020). Ademas, la presencia
y la cantidad de polifenoles estan relacionados con la fisiologia de la planta, la variedad, las
condiciones de crecimiento (clima, composicion del suelo), la cosecha, el grado de madurez,
el transporte y almacenamiento (Becker et al., 2016; Soquetta et al., 2018; Lima et al., 20189;
dos Santos et al., 2020).
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En términos de efecto antimicrobiano, la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los
compuestos fenolicos se encuentra entre los 50-1000 pg/mL, lo cual es mucho mayor que la
concentracion encontrada en algunos productos como jugos de uva (<3 pg/mL) (Takahashi,
2007). Realizando una estimacién, el contenido de antocianinas en el néctar de mora es
cercano a los 377 pg/mL, valor superior al minimo. En el caso del cas, el valor ronda los 2610
pHg/mL y 246 pg/mL para el maracuya, con respecto al contenido de polifenoles totales. En
terminos generales, el maracuya cuenta con el menor potencial de inhibicion, pues presenta
la menor concentracion y el pH mas alto, segun Takahashi (2007) los polifenoles tienen un
efecto antimicrobiano mas fuerte a menores pH, el cual se podria ver reducido o eliminado a
pH altos. En el caso del cas y la mora, estos no son comparables debido a la diferencia en
los compuestos predominantes. Sin embargo, entre los acidos fendlicos y flavonoides, las
antocianinas destacan en términos de actividad antimicrobiana, pues tienen el potencial para
danar las células bacterianas al destruir la pared celular, la membrana y matriz intercelular
(Khoo et al., 2017; Alappat & Alappat, 2020), provocando la liberacién de constituyentes
celulares como acidos nucleicos y proteinas, afectando el metabolismo microbiano al dificultar
la transferencia de informacién y energia, y controlando la capacidad de autoproteccion al
suprimir la sintesis de compuestos (Mattos et al., 2017; Sun et al., 2018; Alappat & Alappat,
2020), efecto visible en bacterias Gram positivas como Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus, a partir de las dos horas posterior a la exposicion (Sun et al., 2018).

La Figura 3 muestra el comportamiento de A. acidoterrestris (ATCC 49025) en las tres
frutas seleccionadas. Segun el ANDEVA realizado a los valores de la carga inicial, se
evidencia que las poblaciones en el dia 0 no son significativamente diferentes (P > 0,05); por
lo tanto, los tratamientos son comparables entre si, ya que, segun McKnight et al. (2010), la
habilidad de este microorganismo para sobrevivir y crecer en jugos depende del nivel de
contaminacioén inicial y principalmente de las caracteristicas del jugo, como inhibidores
naturales. En relacion con el comportamiento de la bacteria a través del tiempo, en la Figura
3 se observa que los tres tratamientos mostraron una reduccion en la poblacién inicial,
demostrando el potencial uso para el control de A. acidoterrestris. El efecto observado esta
asociado a la composicion de cada fruta, y algunos de los aspectos mas importantes se
mencionaron anteriormente (contenido de acido ascorbico, polifenoles totales y antocianinas).
De acuerdo con Mattos et al., (2017), los polifenoles son capaces de inhibir las células
vegetativas, capaces de reducir el conteo de células y, por lo tanto, prevenir el deterioro
causado por A. acidoterrestris.
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Figura 3. Cambios en la poblacién de A. acidoterrestris (ATCC 49025) en jugo de maracuya
(15,1 °Brix, pH 2,89), néctar de mora (7,2 °Brix, pH 2,50) y cas (8,2 °Brix, pH 2,42) durante

la incubacion a 45°C.

Al comparar los valores del parametro a (asintota), obtenidos a partir de las curvas
ajustadas, para cada fruta, el ANDEVA revela que existen diferencias significativas (P =
0,0419) entre las frutas utilizadas. Las frutas en las que la poblacion disminuyd en mayor
medida resultaron ser la mora y el cas, con los menores valores de asintota, carga a la cual
tiende a estabilizarse la poblacion bacteriana. Al realizar la comparacion de medias mediante
la prueba de Tukey, se evidencio que no existen diferencias significativas (P > 0,05) para los
siguientes pares: maracuya-mora y mora-cas, mientras que para el cas y el maracuya si.
Algunos estudios realizados bajo condiciones de incubacion similares (45°C por 28 dias),
lograron reducciones entre 1,45-3,15 log (UFC/mL) en frambuesa (7.0 °Brix, pH 3.17), y 1,04-
4,34 log (UFC/mL) en fresa (7.0 °Brix, pH 3.64), siendo los descensos dependientes de la
cepa (Sokotowska et al., 2020). Al comparar, las reducciones obtenidas fueron bajas, con
menos de un 1 log (UFC/mL) para el maracuya, asi como 1,3y 1,2 log (UFC/mL), para el cas
y la mora, respectivamente, resultados similares a las cepas mas resistentes del estudio
realizado por Sokolowska et al., (2020).

Partiendo de que tanto la mora como el cas son frutas capaces de afectar la viabilidad
de A. acidoterrestris en su forma de bebida, se decidié continuar las pruebas con la mora
debido a la facilidad para conseguir la materia prima. Ademas, en los ultimos afios
registrados, 2017 y 2018, la produccién de mora fresca se ha mostrado estable, con una
produccion de 3,375 Tm (SEPSA, 2019). Por su parte, la inexistencia del cas en estos
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registros permite inferir que la produccion es mucho menor, segun PIMA (s.f.) durante el 2017
y 2018 se reporta la comercializacion de 202,6 y 2152 Tm de cas. De igual modo, al
contemplar su elaboracién y composicion, el néctar de mora mostré un comportamiento
similar a pesar de presentar un mayor nivel de dilucion, con un 5% mas de agua respecto al

cas (ver apartado 4.2, Figura 1).

5.3 Objetivo especifico 2: “Evaluar el efecto inhibitorio de tres concentraciones
diferentes del jugo con mayor potencial de inhibicién, sobre el crecimiento de Alicyclobacillus

acidoterrestris en jugo de naranja’.

En la Figura 4 se resumen los principales resultados obtenidos. Los cuatro
tratamientos presentaron una poblacién inicial muy similar, segun el ANDEVA no se
presentaron diferencias significativas (P = 0,9004), que como se mencioné anteriormente, es
necesario para poder realizar una comparacion entre los tratamientos. El valor de la poblacion
inicial se mantuvo cercano a los 3 log (UFC/mL), valor que normalmente presentan los jugos
contaminados. Segun Pefna & de Massguer (2006) una contaminacion inicial de 102 UFC/mL,
es una carga comunmente encontrada en concentrados de jugo de naranja, asi como Hu
(2020), quien cataloga niveles de 10°-10* UFC o esporas por mL, como indculos relativamente

bajos de Alicyclobacillus, capaces de simular los niveles de contaminacion natural en jugos.
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Figura 4. Cinéticas de sobrevivencia de A. acidoterrestris (ATCC 49025) en mezclas de

jugo de naranja-mora durante 28 dias de almacenamiento a 45°C.
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En la Figura 4 se observan dos comportamientos distintos, tanto disminucién como
crecimiento. A niveles de 50% de sustitucion de jugo de naranja con jugo de mora se observé
un descenso en las poblaciones finales, mientras que en niveles menores de sustitucion se
presenté crecimiento en el comportamiento promedio, asi como en el control (solo jugo de
naranja). Especificamente, el control mostré una variabilidad baja, por lo tanto, se puede
asegurar que la composicion general del jugo de naranja no representa un efecto adverso
para el desarrollo de A. acidoterrestris, sino lo contrario, en concordancia con los resultados
de Gamboa (2020), esto a pesar de que el jugo de naranja presenta de manera natural
compuestos fendlicos y vitamina C (Chanson et al., 2016).

Al comparar el comportamiento de A. acidoterrestris (ATCC 49025) en las mezclas de
jugos, segun el parametro a del modelo de ajuste, los valores de las asintotas no presentan
diferencias significativas (P = 0,2935) entre los tratamientos aplicados. Por lo tanto, a partir
de los resultados obtenidos, no se puede asegurar que sustituciones parciales con jugo de
mora, inferiores al 50%, logren inhibir el crecimiento de A. acidoterrestris en jugos de naranja
contaminados y expuestos a la temperatura 6ptima de crecimiento (45°C). La potencia de la
prueba (valor ) calculada corresponde a 0,30. De igual forma, al comparar las poblaciones
finales no se obtuvieron diferencias significativas (P = 0,0963). En este caso, la potencia de
la prueba (valor B) corresponde a 0,45. En general, las potencias calculadas resultaron
inferiores a los 0,8 que se establece como un valor de referencia para maximizar las
posibilidades de encontrar el efecto en términos factibles de muestreo (Quezada, 2007); por
lo tanto, lo recomendable en consecuencia de los resultados obtenidos es realizar mas
repeticiones para aumentar la potencia y con ello la posibilidad de encontrar la diferencia si
es que existe.

La imposibilidad de detectar diferencias entre los tratamientos, segun el analisis de
los parametros a (asintotas) y las poblaciones finales, puede deberse principalmente a la
variabilidad de los recuentos obtenidos en los tratamientos de 12,5 y 25% jugo de mora (ver
Figura 4, desviacion estandar), pues en algunas repeticiones se obtuvo crecimiento, mientras
que en otras no, lo que impide establecer el comportamiento mas probable o verdadero. Si
se compara con los resultados de Rashid et al. (2020), concentraciones mas altas son
necesarias para destruir la célula bacteriana que para retardar el crecimiento bacteriano; por
lo tanto, los niveles de sustitucion inferior podrian estar experimentando un retraso en alguna
de sus fases de crecimiento, similar a los resultados de Molva & Baysal (2015b), donde las
menores concentraciones experimentaron ligeras reducciones en las primeras etapas de
muestreo, con un seguido aumento de las poblaciones en las que no se obtuvo inhibicién de
A. acidoterrestris.

Asimismo, con respecto a los valores alcanzados para el parametro a (asintota) y la
poblacion final, este se acerca con mayor precision a la concentracién de células viables en
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el jugo, pues corresponde al maximo de la poblacién que puede soportar la matriz a lo largo
del tiempo, ya sea por la composicién del jugo, limitacién de nutrientes por unidad de volumen,
o por condiciones del microorganismo, asi como otros factores no establecidos. Los valores
resultaron un poco inferiores a lo encontrados en la literatura, con valores cercanos a los 7
log (UFC/mL) en jugos donde se conoce su crecimiento, como manzana (Molva & Baysal,
2015b), asi como 7,2 + 0,2 (Worsfold, 2019) y 7,1 £ 0,2 (Gamboa, 2020) en naranja, con
diferencias menores a 1 log (UFC/mL).

Continuando con el comportamiento de Alicyclobacillus en las mezclas, a pesar de la
variabilidad observada en los puntos medios de concentraciéon (12,5 y 25%), la mezcla de
jugos naranja-mora (50:50) presentd recuentos constantes en las tres repeticiones, con una
asintota de 1,3 £ 0,1 log (UFC/mL), por debajo del limite de cuantificacién (1,4 log (UFC/mL),
el cual se establecié con el fin de proporcionar una estimaciéon mas conservadora en las
reducciones obtenidas (Usaga et al., 2021), al establecer que podria existir una poblacién
baja, pero no detectable. Por lo tanto, este valor corresponde a un valor estimado, pues tanto
placas donde se lograron visualizar colonias (<25 UFC/mL) como en aquellas en las que no
(tratamiento 50%), se reportaron con 25 UFC/mL. En este sentido, la asintota real del
comportamiento de A. acidoterrestris en jugo de naranja-mora se desconoce, pero podria ser
menor a 1,4 log UFC/mL.

En la Figura 5 se puede observar como la variabilidad de los resultados disminuye en
los extremos de la curva, lo cual refleja que el comportamiento es mas constante para estos
tratamientos, siendo de crecimiento para el control (100% naranja) y muerte para la mezcla
de 50% (ver Figura 4). Al realizar una comparacion entre estos dos (control y 50% de
sustitucion de jugo), el ANDEVA indica que las asintotas y las poblaciones finales, presentan
diferencias significativas (P = 0,0001). En términos practicos, la sustitucion de jugo de naranja
en un 50% con jugo de mora, puede ser suficiente para mantener las poblaciones por debajo
del limite de deterioro (10%-10° UFC/mL), aun en condiciones 6ptimas de crecimiento (45°C),
durante un periodo de 28 dias. El comportamiento tan variable en los valores de
concentracion medios (12,5 y 25%), se podria asociar con un acercamiento a la CMI por
debajo del 50%, donde pequefias variaciones como el volumen de los jugos, volumen del
indculo, estado fisioloégico de la bacteria (“fuerza del inéculo”), agitacion y demas factores,
impacten significativamente y determinen si se da o no el crecimiento de A. acidoterrestris.
Segun Huang et al. (2015), la presencia de Alicyclobacillus en productos acidos no
necesariamente causa deterioro, ain en una concentracion de células alta de hasta 10°
UFC/mL, y el resultado final depende de la concentracion del microorganismo, temperatura
de exposicion, tratamiento de choque térmico, medio de crecimiento y disponibilidad de
oxigeno.
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Figura 5. Poblacién final y variacion de la desviacion estandar segun los niveles de

sustitucion de jugo de naranja con jugo de mora.

Existe evidencia que las mezclas de jugo como manzana-naranja-pifia y manzana-
frambuesa-uva, no permiten el crecimiento de A. acidoterrestris (Tokuda, 2007). Mas
recientemente, se ha logrado observar el control en jugo de manzana-granada (pH 3,60,
12,55 °Brix), con un minimo de 40% granada, logrando transformar una carga inicial de 5,53
en 2,36 log (UFC/mL), luego de 14 dias de incubacion a 37°C. No obstante, al comparar con
las condiciones utilizadas, el jugo de granada contaba con niveles superiores de los
compuestos inhibitorios de las frutas seleccionadas (ver Cuadro 2), con concentraciones de
157,78 £ 5,23 mg/100 mL de EAG, un poco mas de la mitad (= 130 mg/100 g EAG) presente
en el cas, fruta que demostroé tener la mayor concentracion de polifenoles totales. Empero, en
la mora no se logro cuantificar (<15,95 mg/100 g), lo que dificulta su comparacién y asociacion
con los resultados. A pesar de ello, los valores finales podrian ser similares a la mitad del
contenido de antocianinas, partiendo de resultados obtenidos por Molva & Baysal (2015b),
los cuales mostraron una fuerte correlacion entre la concentracion del jugo sustituto y el
contenido de compuestos inhibitorios (R?>0,956). Por lo tanto, el valor podria ser mayor a 190
pg/mL ECG, superior a la CMI de los compuestos fenolicos (50-1000 ug/mL) segin Takahashi
(2007).

Los estudios mas recientes se han centrado en la evaluacion de extractos,
demostrando que es posible obtener una CMI de 7,8 pg/mL para un extracto de acido
carnésico al 20%, proveniente de romero (Piskernik ef al, 2016). Otros compuestos
recientemente evaluados son el acido cinamico (CMI, 0,375 mg/mL) y el acido clorogénico
(CMI, 2,0 mg/mL) (Cai et al., 2018). Por tanto, la concentracion de antocianinas podria ser
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eventualmente superior a la CMI del romero y cercana a la del acido cinamico; suponiendo
que los compuestos presentan estructuras y mecanismos antimicrobianos similares, la
sustitucion al 50% si tiene la capacidad de provocar inhibicion y control de la poblacion de A.
acidoterrestris en jugos donde se sabe que es capaz de crecer, como el jugo de naranja.

De forma complementaria, se determiné el comportamiento en términos predictivos
del tiempo que tomaria en alcanzarse una poblacién critica de deterioro (entre 104y 10° log
(UFC/mL)). Es importante aclarar que para este calculo solo se utilizé dos de las tres
repeticiones, pues a nivel individual la segunda repeticién no mostré crecimiento mientras que
las dos restantes si. Como se observa en el Cuadro 3, conforme aumenta la concentracion

de mora también aumenta el tiempo necesario para alcanzar un potencial deterioro.

Cuadro 3. Tiempo necesario para alcanzar una poblacién critica de 5 log (UFC/mL) de A.
acidoterrestris (ATCC 49025) en mezclas de jugo de naranja-mora, incubadas a 45°C.

Tratamiento (% mora) | Tiempo (dias)
0® 2,69 +0,02
12,519 9+4
25@ 21+9
Valor de F (P) 0,1169

*Numero de repeticiones: (3) tres y (2) dos.

En general, los datos resultaron similares a los obtenidos por Molva & Baysal (2015b),
donde a mayor concentracion de jugo inhibitorio, mayor fue el tiempo necesario para
incrementar las poblaciones de A. acidoterretris. Por lo tanto, el deterioro podria retrasarse
como maximo en 13 y 30 dias con 12,5 y 25% de mora, respectivamente, en comparacion a
un deterioro en 2,69 dias, en el jugo control (solo jugo de naranja). De igual forma, al analizar
los tiempos para que las mezclas experimenten un potencial deterioro, tampoco se
presentaron diferencias significativas (P > 0,05).

A pesar de no encontrar diferencias significativas no se calculd la potencia de la
prueba debido a dos elementos. El primero se encuentra asociado a que en una de las tres
repeticiones para dos de los tratamientos no fue posible realizar el calculo, pues el
microorganismo no crecid. Y segundo, no existe informacién disponible en la literatura sobre
un valor de tiempo a establecer como diferencia minima relevante por detectar (). Por lo
tanto, debido a que el método escogido no puede estimar la potencia bajo las singularidades
del caso, se decide no reportar dicho valor; sin embargo, los resultados que se muestran en
este documento podran ser utilizados en futuras investigaciones para calcular un tamafo de
muestra en funciéon de un beta adecuado (B cercano a 0,80), y si existe una diferencia poder
detectarla.
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Por otra parte, el tiempo para que el jugo control alcanzara la poblacién critica resultd
ser ligeramente superior a los 2,2 (£ 0,2) y 1,43 (x 0,08) dias reportado por Worsfold (2019)
y Gamboa (2020), respectivamente, lo cual podria estar asociado a las fechas de muestreo,
el analista (error aleatorio), entre otras variables.

Por Gltimo, es importante aclarar que dentro del andlisis de tiempo no se contempld
los valores de 50%, pues las poblaciones disminuyeron de manera consistente en todas las
repeticiones, y en términos de calculos, el tiempo para alcanzar la poblacidn objetivo (10° log
(UFC/mL)) tiende al infinito, que bajo la realidad del analisis se limita a los 28 dias del estudio,
pues se desconoce el comportamiento luego de este periodo. Por lo tanto, segun el calculo
de tiempo solo el 50% de sustitucion de jugo no presenta deterioro, en lo que concierne con
A. acidoterrestris (ATC 49025), con resultados similares a tratamientos con aditivos como
benzoato de sodio (0,1%), sorbato de potasio (0,1%) y nisina (Gamboa, 2020), asi como otros
agentes en los que se ha comprobado su accién contra A. acidoterrestris.

En sintesis, partiendo de los hallazgos encontrados y el comportamiento de los datos,
la informacién generada puede resultar de utilidad para el planteamiento de nuevas
investigaciones, no solo para jugo de naranja sino en general para la conservacion de jugos
naturales, en la busqueda de satisfacer las necesidades de consumidores mas informados y
preocupados por su bienestar.

6. Conclusiones

« Eltipo de jugo o néctar tiene un impacto en las cinéticas de sobrevivencia o muerte
de A. acidoterrestris (ATCC 49025), al representar un ambiente con condiciones
alejadas de las 6ptimas.

e Existe congruencia entre los valores reportados en la literatura como condiciones
adversas para el desarrollo de A. acidoterrestris y el grado de inhibicién observado,
mostrando la curva de muerte celular mas acelerada, mayor disminucién en el mismo
tiempo, en los néctares de cas y mora, y en menor grado en el caso del jugo de
maracuya.

» El grado de sustitucién de jugo de naranja con jugo de mora tiene un impacto sobre la
capacidad de A. acidoterrestris de crecery producir deterioro, logrando a mayor grado
de sustitucién un mayor retraso en el tiempo necesario para alcanzar poblaciones de
deterioro de 10° UFC/mL.

+ Sustituciones de 50% jugo de mora en jugo de naranja son suficientes para impedir el
desarrollo de cargas poblacionales naturalmente encontradas en productos

contaminados con A. acidoterrestris, y por ende, existe un efecto de inhibicién de la
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mora aun en dilucién, evidenciando su capacidad como tratamiento alternativo en el
control del deterioro de A. acidoterrestris, alin en condiciones optimas de desarrollo
(45°C y 40% espacio de cabeza).

7. Recomendaciones

Repetir el estudio y realizar mas repeticiones para aumentar la potencia del analisis,
y asi corroborar si existen diferencias significativas entre mezclas de jugo naranja-
mora en el crecimiento de muestras contaminadas con A. acidoterrestris.

Evaluar el comportamiento de A. acidoterrestris bajo condiciones reales de
almacenamiento, como temperatura ambiente, para determinar si el efecto es el
mismo Y la duracion de este.

Realizar mas estudios con frutas que se sabe son deterioradas por A. acidoterrestris
y frutas de produccién nacional que a nivel de composicion presenten potencial para
la inhibicién de A. acidoterrestris, como el cas, debido a los beneficios que pueden
brindar los agentes antimicrobianos naturales frente a los tratamientos fisicos
convencionales (menor costo relativo, mayor facilidad de uso, capacidad de suprimir
el crecimiento de las poblaciones sobrevivientes).

Realizar una mejor caracterizacion de los jugos, incluyendo por ejemplo contenido de
fibra, ya que algunos carbohidratos complejos pueden reducir la actividad
antimicrobiana (Molva & Baysal, 2015a).

Debido a que las mayores concentraciones de antocianinas se encuentran en la piel
o cascara de las bayas (Bendokas et al., 2018) y a menor tamafo, mas antocianinas
por unidad de volumen (Becker et al., 2016), es importante contemplar para futuras
pruebas la posibilidad de incorporar el producto sin prensar, aplicar tratamientos como
ultrasonido o microondas que modifiquen la integridad de las células para liberar mas
compuestos inhibitorios con efectos minimos sobre los compuestos de interés (Soto
etal., 2017, Pérez et al. 2018; Eker et al., 2020), implementar alguna tecnologia simple
de concentracion, establecer posibles mejores variedades, para lograr maximizar el
contenido de compuestos inhibitorios y establecer un menor porcentaje de sustitucién
que logre mantener en mayor medida las caracteristicas del jugo de naranja.
Determinar la CMI para lograr optimizar el porcentaje de sustitucién que garantice
mantener bajo control el crecimiento de A. acidoterrestris en jugos mixtos de naranja-
mora.

Una vez determinada la CMI, realizar un analisis sensorial de la mezcla de jugos
identificada con potencial de inhibiciéon contra A. acidoterrestris, para determinar el

agrado y si es viable su comercializacién como producto de consumo directo.
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Realizar una caracterizacion (pH, °Brix, vitamina C, polifenoles totales y antocianinas)
del jugo mixto capaz de inhibir el crecimiento de A. acidoterrestris y asi poder asociar
con certeza los factores que prevalecen luego de la dilucidén y que siguen siendo
responsables de la actividad antimicrobiana.

Contemplar los costos asociados con el uso de extractos versus el uso de jugo natural
(como se utilizé en el estudio), como alternativa para el uso de compuestos fendlicos
como agentes antimicrobianos (Olszewska et al., 2020), en menor cantidad y con
menos modificaciones en el “jugo madre”.

Realizar un estudio de vida util a temperatura ambiente para corroborar la estabilidad
de los jugos mixtos durante el almacenamiento a temperatura ambiente, pues a la
temperatura de incubacion (45°C) se observaron cambios indeseables que podrian
generar rechazo e impedir su uso.
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9. Anexos

Figura 6. Colonias tipicas de A. acidoterrestris en agar YSG luego de 3 dias de incubacion
a45°C.

Figura 7. Crecimiento de A. acidoterrestris luego de rayado en pla_ca con agar YSG para la
preparacion del inéculo de (A) 6 log (5 dias a 45°C) y (B) 3 log (3 dias a 45°C).
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Figura 8. Dispersion de la biomasa de una placa completa de YSG con A. acidoterrestris
luego de 5 dias de incubacion a 45°C, en 9 mL de APE 0,1%.

Figura 9. Efecto de dilucion en el recuento de A. acidoterrestris mediante la técnica de
vaciado utilizando agar YSG.
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Figura 10. Efecto de dilucién en el recuento de A. acidoterrestris en un jugo coloreado
(mora), mediante la técnica de vaciado utilizando agar YSG.

Figura 11. Ausencia de colonias de A. acidoterrestris en los controles negativos, colocados
directamente (jugo sin dilucion) en agar YSG de los jugos de (A) naranja, (B) mora, (C) cas
y (D) maracuya, luego de ser incubados a 45°C por 3 dias.
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Figura 12. Camara de flujo durante el proceso de llenado e inoculacion de los jugos de fruta
con A. acidoterrestris.

Figura 13. Jugos (cas, maracuya y mora) inoculados con A. acidoterrestris y manipulados
para su almacenamiento a 45°C.
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Figura 14. Jugo de naranja parcialmente sustituido en tres diferentes niveles (50, 25 y
12.5% mora, de izquierda a derecha), y control positivo (etiqueta blanca) y negativo
(etiqueta rosada).

Figura 15. Cambio de color experimentado en las mezclas de jugo de naranja-mora (50, 25
y 12,5% mora, de izquierda a derecha, respectivamente) inoculadas con A. acidoterrestris e
incubadas por 28 dias a 45°C.

66



	Sin título



