UNA SOLUCION PARA
ALICYCLOBACILLUS SPP.

Filiracién de zumos y concentrados
con placas de filtracién en profundidad

En la industria actual de los zumos de frutas, el concepto de seguridad
esta estrechamente relacionado con la calidad de los productos de una empresa.
En este caso, la calidad del producto depende en gran medida de la fruta y del método

de tratamiento, ya que los microorganismos que entran en el zumo (por ejemplo, a través de las

frutas sucias durante la cosecha) procedentes del entorno del proceso o durante el almacenamiento
y el transporte pueden estropear el producto. Sin embargo, esta exposicion no tiene por qué dar lugar a
una infeccion. Los diversos factores de seleccion en los zumos de frutas, como los valores de pH y la
presion osmdtica, tienen un efecto inhibidor del crecimiento en la mayoria de la microflora natural
¥, por tanto, evitan la proliferacion masiva de estos organismos de forma natural. Sin embargo,
hay microorganismos cuya proliferacion no se puede prevenir, lo que a su vez puede
implicar un cambio negativo en el sabor o el deterioro del producto.

a mayoria de los zumos de fru-

tas tienen un valor de pH acido
de entre 3,0 y 4,0. Dado que la
mayoria de las bacterias prefieren
habitats neutros o alcalinos, esto
proporciona una proteccién natural
a la mayoria de los zumos. Como
complemento a esto y para mejorar
la vida util, los zumos de frutas
claras y los concentrados de zumo
de fruta suelen someterse a un
proceso de pasteurizacion que
deberia evitar la proliferacién de las
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esporas. En este proceso, el zumo
de fruta se calienta entre 90 y 95 °C
durante un periodo de 15 a 20
segundos, lo que mata la mayoria
de las bacterias y, por tanto, esta-
biliza el estado microbiolégico.

En la mayoria de los casos, el pro-
ceso de llenado en caliente se uti-
liza para continuar la conservacion,
durante el cual se llenan botellas

0 cajas de cartdn estériles con el
zumo recién pasteurizado a una
temperatura de aproximadamente

entre 82 y 92 °C. Aqui, la tempera-
tura se mantiene durante unos dos
0 mas minutos antes de que el
envase final se selle y se enfrie.

Alicyclobacillus spp. -
un reto particular

Una excepcion son las endosporas
de la especie alicyclobacillus aci-
doterrestris, que estan registradas
en la Union Internacional de Zumos
de Frutas (IFU, International Fruit
Juice Union) con el acronimo TAB
(bacterias termoaciddfilas). Los
representantes de las especies

de alicyclobacillus spp. son bacte-
rias grandes, inmoviles y creadoras
de esporas. A diferencia de la
mayoria de las otras bacterias,

las TAB son tanto termofilas como
acidodfilas, es decir, la duracion,

la temperatura y los periodos de
retencion de la pasteurizacién no
son suficientes para eliminar las
esporas (cuerpo inactivo resistente)
de la bacteria. Sin embargo, un en-
foque practico para desactivar las
esporas es extender el tratamiento
térmico varias veces (entre uno

y cinco minutos y medio), pero
esto supone dos inconvenientes
importantes: En primer lugar, la



calidad del zumo/concentrado

se ve afectada cuanto mas tiempo
se calienta. En segundo lugar, que
el tratamiento térmico dure mas
tiempo no garantiza que tenga
éxito, lo que significa que las altas
temperaturas pueden estimular

la germinacion de las esporas en
el microorganismo termdfilo. En
este caso, tiene un efecto de trata-
miento de choque térmico sobre
las esporas [1].

La alta resistencia a los acidos

de las esporas también contribuye
a un recuento constante o cre-
ciente de esporas en los zumos
contaminados, incluso en caso

de almacenamiento prolongado

(> 40 dias) [2]. Hasta la fecha no
se ha demostrado en el laboratorio
que el producto tenga un impacto
negativo en la vitalidad de las
esporas debido a su bajo valor

de pH. En productos almacenados
sin refrigeracion y especialmente
a temperaturas ambiente mas
altas, los gérmenes crecen rapida-
mente después de la germinacion
de las esporas [3]. Al hacerlo, un
contenido inicial muy pequefio de
gérmenes de 1 espora/ml puede
ser suficiente para que las células
vegetativas germinen y proliferen.
Dado que esto se traduce en
ultima instancia en que los pro-
ductos afectados se estropearan,
en la industria de las bebidas

se hacen repetidos llamamientos
a la tolerancia cero.

Ya que la alicyclobacillus spp. no
supone un peligro para la salud,
que se estropee en este caso se
refiere a la formaciéon de sabores
desagradables [4]. La contamina-
cién de los zumos y concentrados

de frutas con aliclobacillus spp. es
mas evidente con los sabores des-
agradables guaiacol, 2,6-diclorofe-
nol y 2,6-dibrofenol. Estos sabores
desagradables se describen como
médicos, desinfectantes, antisépti-
cos, fendlicos o ahumados [5].

Sin embargo, no todas las alicyclo-
bacillus spp. producen sabores
desagradables. En total, se cono-
cen 18 especies diferentes de ali-
cyclobacillus spp. Sin embargo,

se ha demostrado que la creacion
de sabores desagradables era mas
frecuente en la alicyclobacillus
acidoterrestris, asi como con otras
especies como la alicyclobacillus
acidophilus y la alicyclobacillus
herbarius [5]. La alicyclobacillus
acidoterrestris es la mas significa-
tiva en cuanto a la frecuencia y la
capacidad de crear sabores desa-
gradables. En caso de contamina-
cién con esta bacteria, los produc-
tos del metabolismo mencionados
anteriormente hacen que el zumo
no se pueda beber, pero no repre-
sentan un peligro para la salud. El
cambio en la calidad es impercep-
tible, ya que no hay ningun cambio
en el color ni en la formacién de
gas.

Solucién:
separacién de esporas

La pasteurizacion y la ultrafiltraciéon
tradicionales no son suficientes
para detener la produccién en el
zumo de alicyclobacillus acidote-
rrestris. En la busqueda de alterna-
tivas, la Universidad de Lippe ha
llevado a cabo varias pruebas de
suspensién de esporas siguiendo

las instrucciones del laboratorio de
servicios de Eaton Technologies en
Langenlonsheim, Alemania. El ob-
jetivo inicial era mostrar la eficacia
de las placas de filtracién en pro-
fundidad y después hacer reco-
mendaciones para la eliminacion
segura de TAB de los zumos de
frutas o de sus concentrados
semicristalinos y completos.

Para lograr ambos objetivos,

se deben determinar el LRV (valor
de reduccién del logaritmo) de las
tasas de retencion de gérmenes
de las esporas de TAB en las pla-
cas de filtracion en profundidad.
La verificaciéon del LRV es un pro-
Ceso engorroso que dura cinco
dias. En este sistema de prueba,
Eaton Technologies define la filtra-
cién con una placa de filtracion en
profundidad y un LRV = 5 como
esterilizacion para TAB. Esto signi-
fica que con un LRV de 5y una
contaminacion germinal inicial de
= 10° cfu (unidades formadoras de
colonias) por ml en el liquido sin
filtrar no se pueden probar mas
esporas en el filtrado.

La prueba:
estructura y resultados

En la prueba se realizaron filtracio-
nes de laboratorio con suspensio-
nes de esporas de alicyclobacillus
acidoterrestris. En este proceso
se probaron un total de cinco pla-
cas de filtracién en profundidad
con tres indices de retencién dife-
rentes:

— dos placas de filtracién en pro-
fundidad para filtracion estéril
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Figura 1: Comparacion del LRV de soluciones de esporas de aliclobacillus acidoterrestris
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(Becopad® 170 de Eaton asi
como una placa de filtracién en
profundidad A de un competidor),

— dos placas de filtracion en pro-
fundidad para la reduccion mi-
crobiana (Becopad 270 y una
placa de filtracién en profundidad
B de un competidor), y

— una placa de filtracién en profun-
didad Becopad 350 para la filtra-
cion fina.

Cabe senalar que la definicion de

“estéril” en la industria de las bebi-

das se refiere exclusivamente a

la retencién de gérmenes nocivos

para las bebidas. Las placas de

filtracién en profundidad Ay B se
seleccionaron para que fueran lo
mas parecidas posible a las placas
de filtracion en profundidad de Be-
copad para ofrecer una compara-
cion justa. Todas las filtraciones
de prueba se llevaron a cabo en
una doble determinacion. El flujo
de filtracion correspondié a la

norma industrial de 500 I/m?-h.

Inicialmente, un tallo silvestre de
alicyclobacillus acidoterrestris se-
leccionado del néctar de la fruta se
cultivé en un caldo BAT (caldo ba-
cillus acidoterrestris) de acuerdo
con el método IFU 12 (2012) para
determinar la concentracién de
esporas. Estafue deentre 1,1y
5,6 - 10° ufc/ml. Posteriormente,
se determind la tasa de retencién
de gérmenes de las diferentes pla-
cas de filtracion en profundidad.

Los resultados de la prueba (Fi-
gura 1) fueron de lo mas sorpren-
dentes. Las dos placas de filtracion
en profundidad Becopad 170y A
para la filtracion estéril e incluso las
mas abiertas Becopad 270 (reduc-
cién microbiana) y Becopad 350
(filtracién fina) mostraron un LRV
considerablemente superior a 5.
Solo la placa de filtracién en pro-
fundidad B para la reduccién mi-
crobiana tuvo peores resultados,
con un LRV de 3,7. Estos resulta-
dos respaldan las series anteriores
de pruebas, durante las cuales las
Becopad 270 y 350, mas abiertas,
ya alcanzaron altos valores de LRV
y tasas de retencién de gérmenes
hasta 100 veces mas altas en com-
paracién con las placas de filtra-
cién en profundidad con compo-
nentes filtrantes activos, como la
tierra de diatomeas [6]. Estos resul-
tados son particularmente intere-
santes para el uso industrial, ya
que muestran que las esporas de
TAB se pueden eliminar con filtra-
cién de placas y permiten sugerir
que no es necesariamente esencial
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recurrir a placas de filtracion en
profundidad para la filtracion estéril
con el fin de lograr una filtracion
de TAB eficaz. Segun la prueba,
también se pueden utilizar placas
de filtracion en profundidad mas
abiertas, como Becopad 270

y 350, que permiten un mayor
caudal.

La considerable diferencia en el
rendimiento de reduccion micro-
biana entre la placa de filtracién en
profundidad B (LRV 3,7) y la Beco-
pad 270 (LRV 5,35) es sorpren-
dente. Indica que la composicion
de las placas de filtracién en pro-
fundidad, su procesamiento y su
estructura también desempefan un
papel importante en la separaciéon
de las esporas de alicyclobacillus
acidoterrestris.

Placa por placa contra TAB

Las placas de filtracién en profun-
didad Becopad de Eaton produci-
das sin adicién de componentes
minerales, como tierra de diato-
meas, se han utilizado con éxito
durante més de diez afios en la in-
dustria de las bebidas, y también
para separar TAB, como demues-
tran las pruebas de laboratorio.

Para que los resultados de labora-
torio sean utilizables en la practica,
la estructura de la prueba se guia
por los estandares usuales de la
industria y la experiencia practica
de Eaton para la produccién segura
de zumos y concentrados: Un flujo
de filtracion de un maximo de 500
I/m2-h, una temperatura de filtra-
cién de un maximo de 80 °C y una
diferencia de presion maxima de
1,5 bar. Inicialmente, la determina-
cién de la concentracion de espo-
ras es vital. En una concentracién
inicial de esporas de alicyclobaci-
llus acidoterrestris de 10° cfu/ml,
ya no se pueden detectar residuos
después de la filtracidn con las pla-
cas de filtracién en profundidad
Becopad 170, 270 y 350 probadas
(LRV = 5), lo que significa que son
perfectamente adecuadas para
esta aplicacion.

Con una concentracioén inicial de
esporas superior a 5,6 - 10° cfu/ml,
existen dos opciones: o bien se
puede reducir el flujo de filtracién
para separar mas esporas, o bien
llevar a cabo un proceso de filtra-
cién de dos niveles, siendo esta ul-
tima la opcién mas segura. En este
proceso se utiliza una placa de fil-
tracién en profundidad para el pre-
filtrado, con el objetivo de reducir

la bruma y la concentracién al valor
maximo de 10° cfu/ml. Por razones
de coste y efectividad, se reco-
mienda la prefiltracién en funcién
del grado de contaminacion, por
ejemplo, con placas de filtracién
en profundidad Becopad 550
(filtracion gruesa), Becopad 450
(filtracién clarificante) o incluso
Becopad 350 (filtracion fina). Des-
pués de una reduccion efectiva de
la turbidez 1 NTU (unidades de
turbidez nefelométrica), se puede
utilizar una de las placas de filtra-
cion Becopad probadas con un
LRV de = 5. Independientemente
del método utilizado, debe garanti-
zarse que el zumo o el concen-
trado filtrado no estén expuestos
a ninguna otra contaminacion en
las fases posteriores del proceso,
a fin de evitar cualquier reinfeccion
durante el almacenamiento

o el transporte. L]
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