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CAPITULO I. INTRODUCCION






Introduccion

En 1980, se aislaron especies de Bacillus acidéfilos a partir de zumo de
manzana, y se identificaron como un nuevo tipo de bacterias que podrian provocar
mermas en la produccion, con los consiguientes pérdidas econdmicas. Denominadas
en un principio como Bacillus acidoterrestris (Deinhard et al., 1987), se incluyeron mas
tarde dentro de un género nuevo denominado Alicyclobacillus spp. (Wisotzkey et al.,
1992).

Alicyclobacillus acidoterrestris es una bacteria termoacidofila, no patégena,
formadora de esporas, capaz de crecer entre 26-60 °C (T2 6ptima 42-53 °C) y en el
intervalo de pH entre 2,0 y 6,0, con valores 6ptimos de 3,5 a 5,0 (Smit et al., 2011).
Debido a estas propiedades, es considerada como una amenaza importante en la
industria de zumos y bebidas de frutas (Steym et al., 2011), originando considerables
pérdidas econdmicas en zumos de frutas y otras bebidas de bajo pH (Silva y Gibbs,
2001; Lee et al., 2002; Jensen y Whitfield, 2003; Walker y Phillips, 2005), por la
produccién de sabores indeseables en el producto final. Por ello, la deteccion y
cuantificacién de Alicyclobacillus spp. supone un desafio para las industrias de zumos
de frutas, debido a que el desarrollo de sabores “a medicina”, asociado habitualmente
a la formacion en el zumo de compuestos utilizados con finalidad antiséptica (Cerny et
al., 1984; Orr et al.,, 2000) tiene importantes consecuencias para las empresas.
Colocar en el mercado un zumo con un sabor “no agradable” al paladar puede incidir
negativamente en el consumidor, provocando un rechazo a la marca en cuestion,
hecho que afecta claramente a futuras compras y quedando la imagen de la marca

seriamente dafiada.

Debido a la resistencia de Alicyclobacillus acidoterrestris a altas temperaturas y
a bajos valores de pH se han realizado diferentes estudios en productos elaborados,
evidenciando que los zumos de fruta, son bastante susceptibles al deterioro por este
microorganismo. Este deterioro es dificil de determinar mediante inspeccion visual, ya
que el zumo alterado presenta un aspecto normal, con un ligero sedimento y, ademas,
no hay produccion de gas ni sustancias que alteren el pH (Silva et al., 1999; Sinigaglia
et al., 2003). El microorganismo crece lentamente en los productos terminados y a
concentraciones entre 10°-10° ufc/mL —en zumo de manzana-, produce suficiente

guayacol para alterar el sabor (Pettipher et al.,, 1997; Silva et al., 1999). Las
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condiciones de almacenamiento y el pH favorecen el crecimiento, siendo uno de los
factores limitantes para la evolucién de este microorganismo la concentracion de
solidos solubles, al ser inhibido cuando el contenido en azlUcar en zumos de frutas

supera los 18 °Brix.

En este sentido, la deteccién y cuantificacion de microorganismos en alimentos
es uno de los grandes retos a los que se enfrenta la industria alimentaria. Para ello, la
aplicacion de controles microbiolégicos a lo largo de toda la cadena de procesado es
imprescindible para minimizar riesgos y garantizar la calidad y seguridad de los
productos destinados al consumo.

Los métodos tradicionales para la deteccion de microorganismos en alimentos
se basan en el aislamiento e identificacion de colonias en medios selectivos tras uno o
varios pasos de enriguecimiento lo que alarga el proceso y, en ocasiones, el resultado

no es concluyente.

Habitualmente, se emplean diferentes metodologias en el control de calidad de
este microorganismo, entre ellos los métodos microbioldgicos clasicos de recuento en
placa, la microscopia, los andlisis bioquimicos, la caracterizacion morfoldgica, la
evaluacién sensorial mediante el olfato (Pettipher y Osmundson, 2000) o a través de
sensores [narices electrénicas (Gobbi et al., 2010)]. La mayoria de estas
determinaciones requieren desde 48 horas a un par de semanas hasta que el
resultado final es conocido. En consecuencia, estos métodos son inadecuados para

productos que tienen una vida media limitada (por ejemplo los zumos refrigerados).

Como alternativa destacan los métodos cromatogréaficos y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Entre los primeros, la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas permite determinar inequivocamente, los
componentes volatiles producidos en zumos de frutas contaminados por
Alicyclobacillus spp. (Bianchietal., 2010). Por otra parte, las técnicas de PCR,
constituyen una buena alternativa por su rapidez, sensibilidad y precision. La PCR a
tiempo real (RTi-PCR), ademds, ofrece la posibilidad de cuantificar los
microorganismos presentes en la muestra automatizando el proceso, lo que permite
procesar un numero elevado de muestras, reduciendo los problemas de
contaminaciones posteriores (Connoretal., 2005; Durak et al., 2010). Sin embargo,
aunque estas metodologias estdn siendo muy utilizadas en laboratorios de

investigacion, contintan siendo nuevas para los laboratorios de analisis de alimentos.

Si tenemos en cuenta que en la actualidad la mayoria de empresas tienen una

produccion en continuo, es deseable aplicar métodos de analisis que sean rapidos y
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fiables, permitiendo asi tomar medidas correctoras cuando proceda, demorando lo
menos posible el proceso de produccion. En este sentido, el desarrollo y puesta a
punto de nuevos métodos de deteccidn sensibles, que permitan la identificacion rapida
de microorganismos susceptibles de provocar mermas en la produccién, son de

especial interés para la industria alimentaria.

Las técnicas de impedancia y PCR constituyen una buena alternativa a los
métodos microbioldgicos clasicos de cultivo en placa por su especificidad, sensibilidad
y rapidez en la obtencion de resultados. El sistema de identificacion de
microorganismos mediante impedancia eléctrica estd basado en la actividad
metabdlica de los microorganismos, en concreto en su capacidad para crecer en
medios de cultivos més selectivos. Su fundamento se basa en la deteccion de cambios
en la conductividad eléctrica del medio de cultivo inducidos por el crecimiento
microbiano. Con respecto al sistema de identificacion de microorganismos mediante
PCR en tiempo real, se basa en la deteccién de la fluorescencia emitida durante la
progresion de una reaccion de PCR (amplificacién), disponiendo del resultado en
tiempo real. La deteccion automatizada de la sefial fluorescente evita la electroforesis
posterior y los tubos de PCR se desechan sin abrir, con lo que se reduce

notablemente el riesgo de contaminaciones asi como el tiempo de analisis.

En la presente Tesis Doctoral se propone la aplicacion de la técnica de
impedancia eléctrica y la RTi-PCR para la deteccion de Alicyclobacillus acidoterrestris,
evaluandose asimismo su utilidad como prueba diagnéstica en el control
microbiolégico de distintas materias primas, como zumos concentrados,
cremogenados y zumos empleados en la elaboracién de zumos y bebidas de frutas

comerciales.
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CAPITULO II. OBJETIVOS






Objetivos

Objetivo general.

El trabajo de investigacién de la presente Tesis Doctoral se justifica por la
necesidad que existe, dentro de la industria de la alimentacién, de disponer de nuevos
sistemas de analisis mas sensibles, sencillos y rapidos que los gque existen en la
actualidad. Por ello como objetivo general se propone desarrollar y adaptar
procedimientos de andlisis rapidos, basados en dos metodologias distintas: i)
impedancia y ii) PCR a tiempo real, como sistemas de deteccién y/o cuantificacion de
Alicyclobacillus spp., para ser aplicadas de forma rutinaria en el control de calidad de
zumos concentrados, cremogenados y zumos utilizados en la industria de zumos de

frutas.

Objetivos especificos.

Para la consecucién del objetivo general, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1.-Desarrollo de un método de deteccion y cuantificacibn por
Impedancia Eléctrica de Alicyclobacillus spp., en zumos concentrados,

cremogenados y zumos de frutas comerciales.

2.- Evaluacion de la RTIi-PCR para la deteccidon automatizada de
Alicyclobacillus spp., en zumos concentrados, cremogenados y zumos de

frutas comerciales.

3.- Determinar la relaciéon existente entre el crecimiento de este
microorganismo y los factores intrinsecos de los zumos concentrados,
cremogenados y zumos (pH, acidez titulable, contenido de &cidos organicos,
°Brix y compuestos fendlicos totales), que pueden afectar al crecimiento

microbiano.
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CAPITULO lIIl. REVISION BIBLIOGRAFICA






Revision Bibliogrdfica

1. Historia de Alicyclobacillus spp.

Bacillus acidocaldaricus fue la primera especie aislada por Darlan y Brok de
varios ambientes térmicos y acidos, tanto acuosos como terrestres, del parque
nacional de Yellowstone y el parque nacional volcan de Hawaien, EEUU, como la
Gnica bacteria que poseia acidos grasos w-ciclohexanos Yy haponoides,
considerandose el Unico miembro conocido como termdéfilo y acidofilo de la familia
Bacillus (Darland y Brock, 1971; Chang y Kang, 2004).

Por otro lado, Hippchen et al. (1981) aislaron bacilos del suelo que no eran ni
termdfilos ni acidofilos, pareciéndose mucho a las cepas aisladas afios mas tarde por
Cerny et al. (1984) en un zumo de manzana alterado, informando de la presencia de
acidos grasos w-ciclohexanos procedentes de la bacteria del género Bacillus, de

origen no térmico, siendo éste el microorganismo causante del deterioro del zumo.

Afios mas tarde, Deinhard et al. (1987) evidenciaron como resultado de
pruebas bioquimicas realizadas en 13 Bacillus termdfilos y acidofilos aislados,
incluyendo los aislados del suelo por Hippchen y los aislados del zumo de manzana
por Cerny, que existian otras especies de Bacillus con acidos grasos w-ciclohexano

especificos y haponoides, no exclusivos solamente de B. acidocaldarius.

Asi, Deinhard et al. (1987) determinaron la existencia de una estrecha relacion
de los acidos grasos w-ciclohexanos y haponoides entre B. acidocaldarius y los
aislados de origenes no térmicos, y propusieron una nueva especie que incluia las
aisladas por Hippchen y Cerny, identificada como Bacillus acidoterrestris (B.
acidocaldarius y B. acidoterrestris difieren en el uso de fuentes de carbono). Ademas
estos investigadores identificaron otro microorganismo del suelo poseedor de &cidos
grasos w-aliciclicos, llamado Bacillus cycloheptanicus, con caracteristicas diferentes a
las de los otros Bacillus, en cuanto al requerimiento obligado de nutrientes como
metionina, isoleucina y pantotenato, pero con los mismos 4cidos grasos. A través de
ensayos de hibridacion de ADN-ADN, demostraron la baja similaridad de B.

cycloheptanicus con B. acidocaldarius y B. acidoterrestris.
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Wisotzkey et al. (1992), estudiaron las propiedades taxonOmicas de B.
acidocaldarius, B. acidoterrestris y B. cycloheptanicus usando secuencias de analisis
comparativas de 16S rRNA con los siguientes resultados:

- En la comparacién de la primera secuencia se observd que B.
acidocaldarius y B acidoterrestris tenian una identidad cercana (98,8%), por
lo que claramente pertenecen al mismo género. Sin embargo, B.
cycloheptanicus estaba més distante de estos dos, siendo el porcentaje de
93,2% y 92,7% respectivamente.

- En el estudio de la segunda estructura de 16S rRNAs, se vio que era

idéntica o muy similar entre ellos.

Basados en los resultados de este estudio, Wisotzkey et al. (1992), propusieron
gque B. acidocaldarius, B. acidoterrestris y B. cycloheptanicus fueran reclasificados en
un nuevo género Alicyclobacillus, debido a los acidos grasos w-aliciclicos contenidos
en su membrana celular. Como resultado de esta clasificacion, las 3 especies fueron
renombradas como Alicyclobacillus acidocaldarius, Alicyclobacillus acidoterrestris y

Alicyclobacillus cycloheptanicus.

Recientemente han sido identificadas mas especies de Alicyclobacillus:
Albuguerque et al. (2000), aislaron A. hesperidum de suelos organicos. Goto et al.
(2002), aislaron A. herbarius de té de hierbas fabricado a partir de flores secas de
hibisco. Matsubara el al. (2002), aislaron A. acidiphilus de bebidas acidas de Japon.
Nakano et al. (2015), aislaron A. dauci de mezclas vegetales y zumos de frutas. Todos
estos microorganismos son capaces de producir guayacol y causar deterioro en

bebidas acidas.

En la Tabla 1 se muestran las diferentes especies de Alicyclobacillus y la

principal fuente en la que podemos encontrarlo.
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Tabla 1. Especies de Alicyclobacillus y su fuente.

Especies

Referencia

Fuente

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp.
acidocaldarius

Alicyclobacillus acidocaldarius subesp. rittmannii

Alicyclobacillus genomic species 1

Alicyclobacillus mali

Alicyclobacillus sendaiensis

Alicyclobacillus genomic species 2

Alicyclobacillus vulcanalis

Alicyclobacillus acidoterrestris

Alicyclobacillus sp. 3 (A. fastidiosus)

Alicyclobacillus acidiphilus

Alicyclobacillus hesperidum

Alicyclobacillus sp. 1 (A. saccharis)

Alicyclobacillus sp. 2

Darland & Brock, 1971

Nicolaus el al., 1998

Albuquerqgue et al., 2000

Kusano et al., 1997

Tsuruoka et al., 2003

Goto el al., 2002

Simbahan et al., 2004

Deinhard et al., 1987 Wisotzkey et al., 1992

Goto et al., 2007

Matsubara et al., 2002

Albuquerque et al., 2000

Goto et al., 2007

No publicado
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Suelo, materia prima y bebidas, etc

Suelo

Suelo, materia prima, bebidas, etc

Zumo manzana

Compost

Suelo

Suelo

Suelo, materia prima, bebidas, zumo manzana.

Materia prima y bebidas
Materia prima y bebidas
Suelo
Materia prima y bebida, azucar.

Suelo



Alicyclobacillus cycloheptanicus

Alicyclobacillus sp. (A. macrosporangidus)

Alicyclobacillus pomorum

Alicyclobacillus sp. 4 (A. contaminans)

Alicyclobacillus sp. 5 (A. contaminans)

Alicyclobacillus sp. 6 (A. kakegawaensis)

Alicyclobacillus sp. 7 (A. kakegawaensis)

Alicyclobacillus sp. 8 (A. shizuokaensis)

Alicyclobacillus herbarius

Alicyclobacilllus sp. 9 (A. herbarius)

Alicyclobacillus disulfidooxidans

Alicyclobacillus tolerans

Alicyclobacillus dauci

Deinhard et al., 1987

Goto et al.,

Goto et al., 2003

Goto et al., 2007

Goto el al., 2007

Goto et al., 2007

Goto et al., 2007

Goto et al., 2007

Goto et al., 2002

Goto et al., 2007

Karavaiko et al., 2005

Karavaiko et al., 2005

Nakano et al., 2015

Suelo

Suelo

Zumo frutas

Suelo

Materia prima y bebidas

Suelo

Suelo

Suelo

Hierba

Suelo

Suelo

Suelo

Mezclas vegetales y zumo de frutas
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2. Caracteristicas de Alicyclobacillus spp.

2.1. Morfologia y propiedades fisiologicas y bioquimicas.

Alicyclobacillus spp. es una bacteria Gram (+), de forma bacilar, termdfila,
aciddfila y formadora de esporas. Dependiendo de las distintas especies el rango de
temperatura de crecimiento esta comprendido entre 20 y 70 °C, siendo Optimo el
intervalo 42—60 °C. También puede crecer en un amplio rango de pH, generalmente
entre 2,5 y 6,0 (Pettipher et al.,, 1997, Walls y Chuyate, 1998; Orr et al., 2000;
Yamazaki et al., 2000; Chang y Kang, 2004).

Alicyclobacillus acidocaldarius posee las caracteristicas de crecimiento mas
extremas del grupo, desarrolldndose en un rango de temperatura comprendido entre
45y 70 °C y en un rango de pH de 2,0 a 6,0 (Walls y Chuyate, 1998; Chang y Kang,
2004). Por tanto, el crecimiento de estas bacterias se ve reducido a valores de pH y
temperatura fuera de los rangos Optimos. En la Tabla 2 se muestran los valores de

temperatura y pH de crecimiento para diferentes especies de Alicyclobacillus.

Alicyclobacillus spp., aunque son estrictamente aerobios puede sobrevivir en

condiciones micro-aerébicas, inhibiéndose el crecimiento en ausencia de oxigeno.

Su metabolismo de azlcares tiene lugar con produccién de 4cido y suele variar
bastante dependiendo de las especies, aunque no va acompafado de produccién de
gas (Goto et al., 2006). En funcién del estado nutricional de las células, presencia de
sal, acidos organicos, polifenoles y alcoholes, el crecimiento puede inhibirse, aunque

algunas cepas presentan resistencia a estos inhibidores (Yokota et al., 2007).

La formacion de endosporas es terminal o sub-terminal. Las colonias en BAM
(Bacillus Acidocaldarius Medium), son de color blanco crema, no pigmentadas, planas
y circulares (Darland et al. 1971; Hippchen et al., 1981; Deinhard et al., 1987; Cerny et
al. 2000; Orr et al., 2000; Goto et al., 2002; Matsubara et al., 2002).

La caracteristica mas significativa de Alicyclobacillus spp. es la presencia de
acidos grasos w-aliciclicos como el mayor componente de su membrana (Poralla et
al., 1983; Chang y Kang, 2004).

Investigaciones sugieren que los acidos grasos w-aliciclicos estan asociados a

la resistencia de Alicyclobacillus spp. en condiciones 4cidas y altas temperaturas.
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Tabla 2. Rangos pH y T2 de crecimiento de Alicyclobacillus spp.

Especies Rango T? T& 6ptima Rango pH pH 6ptimo Referencia
crecimiento crecimiento crecimiento
Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. 35-70 55-60 2,5-6,0 4,5-5,0 Goto et al., 2006;
acidocaldarius Anonymous, 2009
Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. 45-70 63 2,5-5,0 4,0 Nicolaus et al., 1998
rittmannii
Alicyclobacillus genomic species 1 35-70 55-60 2,0-6,0 4,0-4,5 Albuqguerque et al., 2000
“Alicyclobacillus mali” 35-65 50 2,0-5,5 4,0-5,0 Albuquerque et al., 2000
Alicyclobacillus sendaiensis 40-65 55 2,5-6,5 5,5 Tsuruoka et al., 2003
Alicyclobacillus genomic species 2 35-70 55-60 2,5-6,0 4,0-4,5 Goto et al., 2002a
Alicyclobacillus vulcanalis 35-65 55 2,0-6,0 4.0 Simbahan et al., 2004
Alicyclobacillus acidoterrestris 20-55 40-50 3,0-6,0 3,5-4,0 Hippchen et al., 1981;
Deinhard et al., 19872,
Wisotzkey et al., 1992;
Walls y Chuyate, 1998
Alicyclobacillus sp.3 (A.fastidiosus) 20-55 40-45 2,0-5,5 4,0-4,5 Goto et al., 2007
Alicyclobacillus acidiphilus 20-55 50 2,5-5,5 3,0 Matsubara et al., 2002
Alicyclobacillus hesperidum 35-60 50-53 2,5-5,5 3,5-4,0 Albuguerque et al., 2000
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Alicyclobacillus sp.1 (A.saccharis)
Alicyclobacillus sp.2

Alicyclobacillus cycloheptanicus

Alicyclobacillus sp. (A.
macrosporangidus)

Alicyclobacillus pomorum
Alicyclobacillus sp. 4 (A. contaminans)
Alicyclobacillus sp.6 (A.kakegawaensis)
Alicyclobacillus sp. 8 (A.shizuokaensis)

Alicyclobacillus herbarius

Alicyclobacillus disulfidooxidans

Alicyclobacillus tolerans

Alicyclobacillus dauci

30-55

Desconocido

30-55

35-60

30-60

35-60

40-60

35-60

35-65

4-40

<20-55

20-50

45-50

Desconocido

50

50-55

45-50

50-55

50-55

45-50

55-60

35

37-42

40

2,0-6,0

Desconocido

3,0-5,5

3,0-6,5

2,5-6,5

3,0-6,0

3,0-6,5

3,0-6,5

3,5-6,0

0,5-6,0

1,5-5,0

3,0-6,0

4,0-4,5

Desconocido

4,0

4,0-4,5

4,4-5,0

4,0-4,5

4,0-4,5

4,0-4,5

4,5-5,0

15-2,5

2,5-2,7

4,0

Goto et al., 2007

Goto et al., 2002a

Poralla y Kénig, 1983;
Deinhard et al., 1987b;
Wisotzkey et al.,1992; Wall
y Chuyate, 1998
Goto et al., 2007

Goto et al., 2003

Goto et al., 2007

Goto et al., 2007

Goto et al., 2007

Goto et al., 2002a

Dufresne et al., 1996;
Karavaiko et al., 2005
Karavaiko et al., 2005

Nakano et al., 2015
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Asi, Wisotzkey et al. (1992) evidenciaron este hecho cuando los cultivos
crecian a altas temperaturas o bajo pH. Observaron que los anillos estrechamente
empaquetados de acidos grasos w-aliciclicos, podian formar un revestimiento de
proteccion para la membrana celular, contribuyendo a la resistencia de Alicyclobacillus
spp. en condiciones &cidas y altas temperaturas. Otros investigadores estudiaron la
influencia de los lipidos w-ciclohexanos en la adaptacion de las membranas
bacterianas en condiciones térmico-aciddfilas (Kannenberg et al., 1984; Krischke et al.,
1990; Pontius et al., 1998; Vieira et al., 2002).

Excluyendo A. pomorum, todos los miembros de Alicyclobacillus poseen dos
tipos de acidos w-aliciclicos como los principales acidos grasos celulares (acido graso
w-cyclohexyl y acido graso w-cycloheptyl). A nivel de especies, A. acidocaldarius, A.
acidocaldarius subsp. Rittmannii, A. acidoterrestris, A. acidiphilus, A. disulfidooxidans,
A.mali, A.hesperidum, Alicyclobacillus genomic species 1, Alicyclobacillus genomic
species 2, A. sedaiensis, A. tolerans and A. vulcanis poseen acidos grasos w-
cyclohexyl. A. cycloheptanicus y A. herbarius poseen acidos grasos w-cycloheptyl. A.
pomorum no contiene ninguno de estos acidos grasos, presentando formas iso y trans

de acidos grasos ramificados.

Ademas del grupo descrito, existen otros microorganismos que possen estos
acidos como, Sulfobacillus spp. (Golovachera et al., 1979, Dufresne et al., 1996; Norris
et al., 1996), Curtobacterium pusillum (SuzuKi el al.,, 1981), Propionibacterium

cyclohexanicum (Kusano et al., 1997), pero como componente minaoritario.

La resistencia al calor y pH de Alicyclobacillus spp. ha dado lugar a diferentes
investigaciones, incluyendo el estudio de los acidos grasos w-aliciclicos y los

haponoides en la funcién de la membrana.

Otro factor asociado con la resistencia térmica de endosporas de
Alicyclobacillus, es la presencia de proteinas y enzimas estables al calor, asi como la
mineralizacion por cationes divalentes con acido dipicolinico (DPA), especialmente el
complejo calcio-dipicolinato (Ca-DPA) (Chang y Kang, 2004; Jay et al., 2005b). La
integridad estructural de endosporas de A. acidoterrestris a bajo pH puede estar
afectada por cationes divalentes, y su resistencia al calor estar asociada a fuertes
uniones de calcio y manganeso. Se observo que la resistencia térmica de endosporas
de A. acidoterrestris fue mucho mayor por DPA y Ca que s6lo con Ca (Yamazaki et al.,
1997). El contenido mineral de las endosporas maduras se agota en condiciones
adversas de pH, mermando en consecuencia su resistencia térmica (Bender y

Marquis, 1985; Chang y Kang, 2004). Por tanto, ciertos minerales podrian tener un
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efecto protector sobre las bacterias, ya que aumentan su resistencia al calor por la

disminucion de la actividad de agua (Jay et al., 2005b).

2.2. Alicyclobacillus como bacteria alterante.

Otro punto de interés estriba en la prevencidon del deterioro debido a
Alicyclobacillus spp. La primera incidencia de alteracion de zumo de manzana por A.
acidoterrestris en 1982 convirti6 a esta bacteria en un foco de gran atencion y
preocupacion en la industria de zumos (Cerny et al., 1984). Siendo un microorganismo
de deterioro potencial, el papel de patogenicidad del mismo se convirtié también en un
tema de preocupacion.

Con el objetivo de garantizar la seguridad alimentaria, Walls y Chuyate (2000)
realizaron un estudio de patogenicidad de esporas de Alicyclobacillus spp. que
consisti6 en inyectarlo directamente en ratones, no detectando sintomas de la
enfermedad, revelando ausencia de patogenicidad de estas cepas bajo las
condiciones experimentales evaluadas. En otro estudio, conejillos de indias fueron
alimentados con zumo inoculado con cepas de A. acidoterrestris (5 x 10° ufc/mL), no
detectando signo de enfermedad alguno. Ademas, tampoco se ha descrito enfermedad
alguna en humanos que hayan consumido zumo contaminado con este
microorganismo. Por tanto, las investigaciones concluyen que A. acidoterrestris no es
patdgeno a los niveles estudiados, constituyendo el deterioro de bebidas acidas por
Alicyclobacillus spp. un serio problema econémico para la industria de zumos de frutas
y no una preocupacion de seguridad alimentaria (Wall y Chuyate, 2000; Smit et al.,
2011).

Splittstoesser et al. (1994 y 1996) investigaron la viabilidad de crecimiento de
Alicyclobacillus spp. en diferentes bebidas comerciales. Consiguieron aislar
Alicyclobacillus spp. en zumos de manzana y tomate, observando una mayor
concentracion en zumo de tomate que en manzana. Diferentes zumos de frutas,
manzana-naranja-pifia (pH 2,9; 14,8 °Brix), pomelo (pH 3,2; 10,4 °Brix), naranja (pH
3,6; 12,0 °Brix), pifia (pH 3,3; 13,4 °Brix), también desarrollaron alguno de los aislados
ensayados. Sin embargo, arandano (pH 2,4; 14 °Brix), manzana-uva (pH 2,8-3,7; 12,2-
14,8 °Brix), manzana-uva-cereza (pH 3,7; 12,4 °Brix), zumo de ciruela (pH 3,7; 18,8

°Brix) y zumo de uva Concord (pH 2,9-3,3) no dieron crecimiento.

El deterioro de zumos concentrados de fruta por Alicyclobacillus no es probable

cuando el contenido en solidos solubles es superior a 20 °Brix inhibiendo la
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germinacion de endosporas de Alicyclobacillus (Splittstoesser et al., 1994; Chang y
Kang, 2004). Sin embargo, estas endosporas conservan su viabilidad en el
concentrado de fruta, que tras la dilucion a zumo, se podrian multiplicar a valores
elevados causando deterioro del producto final (Borlinghaus y Engel, 1997).
Posteriormente, para crear un ambiente favorable para el deterioro del zumo
reconstituido, se deben dar una serie de factores combinados entre si, como son la
presencia de especies Alicyclobacillus con un nivel adecuado de contaminacion,
temperatura Optima de crecimiento, oxigeno disponible, medio constituyente,
contenido de sélidos solubles apropiado, potencial redox y pH (Borlinghaus y Engel,
1997; Chang y Kang, 2004; Walker y Phillips, 2008a).

Las caracteristicas fisico-quimicas de los zumos concentrados de frutas como
son, la alta concentracion de azucar (65-80 °Brix), bajo pH (3,5-4,0), la presencia de
acidos organicos, baja actividad de agua (0,85-0,99) y concentraciones de oxigeno y
nitrdgeno reducidas, asociadas a los tratamientos térmicos aplicados para su
produccién, inhiben de manera considerable el crecimiento de microorganismos
patdgenos y mesofilos alterantes. Asi, el deterioro de un zumo de frutas reconstituido a
partir de concentrados va a ser ocasionado por un reducido grupo de microorganismos
formadores de endosporas, bacterias Gram (+) y hongos resistentes al calor, capaces
de aguantar los procesos de concentracion y pasteurizacion (Pontius et al., 1998; Silva
y Gibbs, 2004, Jay et al., 2005a, Deék, 2008).

Aunque no todas las especies de Alicyclobacillus son caracterizadas como
microorganismos alterantes (AIJN, 2008), A. acidoterrestris, A. acidocaldarius, A.
hesperidum, A. cycloheptanicus, A. acidiphilus, A. fastidiosus y A. pomorum; estan
implicados habitualmente en alteraciones de productos vegetales y frutas altamente
acidos (Yamazaki et al., 1996; Gocmen et al., 2005; Goto et al., 2007). A simple vista,
la alteracion de estas bebidas es dificil de detectar ya que no estd asociada a la
formacién de gas, pero puede originar un incremento en la turbidez o formacion de
sedimento (Borlinghaus y Engel, 1997; Walls y Chuyate, 1998; Lusardi et al., 2000).

En el desarrollo de una estrategia para prevenir el deterioro por Alicyclobacillus
spp., es importante investigar su resistencia al calor en bebidas comercialmente
disponibles, para poder determinar si la destruccion de esporas es viable bajo las
condiciones de tratamiento habituales. Asi, Yamazaki et al. (1997) evaluaron la
resistencia al calor de la cepa A. acidoterrestris AB-1 aislada de una bebida en mal
estado, determinando valores de Dggc= 10,9-13,7 minutos y Dgs.c= 2,1-3,2 minutos,
siendo el valor de D, el tiempo requerido para reducir la poblacion microbiana 1/10,

respecto a la cantidad inicial, a la temperatura de ensayo. Estos resultados indican que
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el proceso de pasteurizacion aplicado actualmente no es suficiente para la eliminacion

de esporas de Alicyclobacillus en zumos y bebidas de frutas.

Recapitulando, el deterioro de =zumos de frutas pasteurizados por
Alicyclobacillus spp. supone un desafio para la industria alimentaria. Alicyclobacillus
spp. como microorganismo termofilo no crece por debajo de 20 °C. Diferentes estudios
revelan que el almacenamiento de zumos de frutas comerciales pasteurizados por
debajo de 20 °C podria prevenir la germinacion y crecimiento de esporas, y
proporcionar asi un importante punto de control para prevenir la alteracion por
Alicyclobacillus spp. Sin embargo, los zumos de frutas pasteurizados son
generalmente almacenados y distribuidos a temperatura ambiente y dependiendo de
las condiciones climatologicas donde se comercialice, puede existir un mayor o menor

riesgo de alteracion.

2.3. Compuestos responsables del mal olor y sus

mecanismos de produccion.

Alicyclobacillus es la principal causa de malos olores (olor medicinal) en zumos
de frutas, y es considerado una causa grave de deterioro para la industria de zumos
de frutas. Los componentes quimicos determinados en casos de alteracion y

formacion de mal olor son guayacol, 2,6-dibromofenol y 2,6-diclorofenol.

En la Figura 1 se muestran las estructuras quimicas de estos componentes.

OH OH OH
OCHz  Br Br OCHs

Guayacol 2,6-Dibromofenol 2,6-Diclorofenol

Figura 1. Estructura quimica de Guayacol, 2,6-Dibromofenol y 2,6-Diclorofenol.

Entre estos compuestos, guayacol es la principal y mas importante
preocupacién, presentando un olor acido y “medicinal’, ya que el consumidor lo
detecta incluso a concentraciones muy bajas, ya que su nivel de deteccion sensorial

es extremadamente bajo, 1 pg/L (ppb) en agua y 10 ppb en zumo de naranja. Suele
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detectarse en zumos alterados, con una concentracion que varia entre 10 y 200 ppb
aproximadamente, dependiendo de las cepas y condiciones de trabajo (Yokota et al.,
2007).

Cuando A. acidoterrestris es inoculado en zumo de naranja y conservado a 25
°C, el guayacol es detectado en pocos dias (Pettipher et al., 1997). Basados en la
experiencia de este autor, hay casos donde el crecimiento podria ser observado entre
1 y 2 dias. Resultados obtenidos en estudios realizados por otros autores (Jensen,
2000), evidencian que la generacion de guayacol es superior en zumo de naranja que
en zumo de manzana, siendo la temperatura de 46 °C més favorable que la de 37 °C.

Dentro del género Alicyclobacillus spp., las especies productoras de guayacol
son: A. acidoterrestris, A. acidiphilus, A. herbarius, y Alicyclobacillus sp. 2. Entre estas
especies, A. acidoterrestris produce las cantidades mas altas de guayacol, sin
embargo, existen algunos estudios que describen el deterioro causado por A. aciphilus
y A. herbarius al generar guayacol. Aunque A. herbarius tiene la capacidad para
producir guayacol, no se ha observado crecimiento en bebidas (Goto, 2000). Por el
contrario, la habilidad de las especies restantes para producir guayacol no ha sido
descrita (Goto, 2003).

Goto (2003) observé que durante la fase activa de crecimiento a temperaturas
de 35 6 55 °C no se producia guayacol. Sin embargo, la producciéon de guayacol se
iniciaba cuando el nimero de células viables empezaba a declinar o llegaba a una

fase de equilibrio.

El deterioro sensorial también se produce por la formacién de otros
compuestos como 2,6-dibromofenol y 2,6-diclorofenol, que como ocurre con guayacol,
generan olor “medicinal”. El limite de deteccion sensorial para ambos componentes es
de 0,5 ng/L y 6,2 ng/L, respectivamente. Jansen y Whitfield (2003) describieron que el
2,6-dibromofenol se genera transcurridas 24 horas de la inoculacién de un zumo de

frutas con A. acidoterrestris y almacenamiento a 45 °C en presencia de oxigeno.

El mecanismo de producciéon de guayacol como compuesto formador de mal-
olor ha sido dilucidado por diferentes autores (Peleg et al., 1992; Pettipher et al., 1997,
Goto, 2000), y puede deberse a una reaccion oxidativa o bien por metabolismo del

acido ferdlico, vainillina o acido vainillico, ruta descrita en la Figura 2.
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CH=CH-COOH

L HO
Descarboxilacién cadena Descarboxilacién cadena

lateral C2 del acido fertlico Qetis lateral C1 del acido fertlico
Acido ferulico

CHO COOH
Oxidacioén
s HO/
HO OCH;
OCH,3
Vainillina 4- vinil- guayacol
GO0H Descarboxilacién
y ol
HO HO
OCH, OCH,
Acido vainillico Guayacol

Figura 2. Sintesis de formacién de guayacol.

Peleg et al. (1992) estudiaron la conversion de acido ferdlico a vainillina y
vainillina a acido vainillico e indicaron que se trataba principalmente de una reaccién
oxidativa con algun proceso enzimatico. Huang et al. (1993) llevd a cabo una
investigacion sobre la ruta del guayacol por Rhodotorula rubra, observando que la
primera reaccion, la conversién de acido ferdlico a vainillina dependia de la enzima
CoA/ATP y NAD" (Nicotinamida—adenina dinucleotido). En otras investigaciones se
observo que la ruta de degradacion de acido ferdlico a vinil-guayacol era catalizada
por la enzima descarboxilasa &cido ferulico (Nazareth y Mavinkurve, 1986; Rahouti et
al., 1989; Edlin et al., 1995, Donaghy et al., 1999).

Podria suponerse que la biosintesis de acido ferulico a vainillina tiene como
componente intermediario 4-vinil-guayacol, pero hay algunos informes que indican la
no-participacion de 4-vinil-guayacol en la ruta (Peleg et al., 1992). Recientemente se
han informado de nuevos mecanismos de produccion de guayacol. Se propone que en
la produccién de guayacol a partir de la vainillina en zumo de naranja, no interviene el
proceso oxidativo y que la reaccion enzimética de A. acidoterrestris es la Unica via
dominante (Goto, 2005). Existen estudios que confirman que la vainillina y el &cido

vainillico son precursores del guayacol. Una via metabdlica directa de vainillina a
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guayacol parecia ser la ruta seguida por A. acidoterrestris, sin embargo, se ha
comprobado que la conversion metabdlica de acido vainillico a guayacol es mas rapida
que la conversion de la vainillina a guayacol (Smit el al., 2011; Witthuhn et al., 2012).
Estas reacciones se muestran en la Figura 3.

CH=CH-COOH

N/
- N\ HO

Acido ferulico Guayacol

O

f:
o

CHO COOH
_
HO R HO/ Mas rapida
OCH, OCH, OCH,
[ vainillina Guayacol

Mas lenta

—

Figura 3. Produccién de guayacol por A. acidoterrestris.

Estudios previos indicaban que el acido ferulico de los zumos de frutas podria
ser un posible precursor de la produccién de guayacol por Alicyclobacillus spp.
Witthuhn et al. (2012) emplearon diferentes concentraciones de &cido ferdlico y
vainillico para determinar si en presencia de A. acidoterrestris actuaban como
precursores del guayacol. Los resultados obtenidos mostraron que el guayacol se
sintetizaba a partir del &cido vainillico pero no en presencia del &cido ferulico,
indicando que la mayor o menor concentracion de este &cido fendlico en la
composicion polifendlica de los zumos, no tiene influencia en el deterioro de los

mismos.

Vainillina y acido vainillico son producidos por muchos tipos de
microorganismos como bacterias, hongos y levaduras, sin embargo la produccion de

guayacol se observa en muy pocos organismos, principalmente Bacillus y algunos

56



Actinomicetes (Rosazza et al., 1995); Pseudomonas acidovorans (Vicuia et al., 1987);
Streptomyces setonii (Pometto et al., 1981); Rhodotorula rubra (Huang et al., 1993).
Dentro de Bacillus, las bacterias conocedoras de producir guayacol son Bacillus
subtilis, B. megaterium, B. polymyxa (formalmente Paenibacillus polymyxa) y B.
licheniformis (Niwa, 2004).

El &cido vainillico puede estar presente en los zumos de frutas debido a la
contaminacién, pero también es un derivado del &cido ferdlico que forma parte del
polimero lignina que se encuentra en la pared celular de las células vegetales. La
lignina puede ser metabolizada por bacterias y hongos convirtiéndose en vainillina,
acido vainillico. Los microorganismos son capaces de convertir ademas el acido
vainillico a alcohol vainillico, catecol y metoxihidroquinona (Huang et al., 1993;
Rosazza et al., 1995; Karmakar et al., 2000).

En cuanto a las reacciones que componen la sintesis de halofenoles, no
existen evidencias claras en bibliografia, aunque estudios han demostrado que los
compuestos necesarios para que estas reacciones tengan lugar son los compuestos
fendlicos, peréxido de hidrégeno, iones haluro y haloperoxidasa. Jansen y Whitfield
(2003) determinaron que a través de un sistema enzimatico de Alicyclobacillus spp. se
formaban halofenoles a partir de trazas de compuestos fendlicos, peroxido de

hidrégeno e iones haluro presentes en los zumos de frutas.

3. Parametros que afectan a la deteccion de
Alicyclobacillus.

Ademas de los pardmetros extrinsecos habituales que se tienen en cuenta para
medir el crecimiento bacteriano del Alicyclobacillus spp. (caracteristicas de los medios
de cultivo, choque térmico de activacion de esporas, tiempo y temperatura de
incubacién), otros factores intrinsecos asociados al alimento son fundamentales para

detectar su presencia y determinar su concentracion en los zumos y bebidas de frutas.

3.1. Temperatura de crecimiento.

Aunque el rango de temperatura para el crecimiento de Alicyclobacillus spp. es
muy amplio y varia de 20 a 70 °C segun las especies (Smit et al., 2011), la

temperatura de crecimiento empleada por el “Unified Method for Detection of Thermo-
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acidophilic bacteria” es de 45 °C; y ha sido reconocida como la temperatura 6ptima

para la deteccion de A. acidoterrestris y otras especies productoras de guayacol.

En la bibliografia cientifica existen diferentes valores de temperatura que se
pueden considerar éptimos para las especies de Alicyclobacillus, ya que el rango
adecuado para la deteccion de A. acidocaldarius esta entre 50-55 °C, siendo el rango
optimo de temperatura para el crecimiento de estos microorganismos entre 35y 65 °C,
excepto para A. disulfidooxidans, A. tolerans y A. ferrooxydans que son capaces de
desarrollarse a temperaturas inferiores a 20 °C (Matsubara et al., 2002, Smit et al.,
2011). En el método unificado y consesuado del JFJA Working Group (“Unified method
for detection of thermo-acidophilic bacteria”) utilizando YSG agar, las especies A.
acidoterrestris, A.acidophilus, A. cycloheptanicus y A. hesperidum forman colonias
dentro de los 5 dias de incubacién a 30 °C, mientras que otras especies no lo hacen.
Estas limitaciones en el crecimiento en funcion de la temperatura han determinado que
la incubacion a 45 °C, sea la temperatura de eleccién ya que permite el crecimiento de

todas las especies (Yokota et al., 2007).

3.2. Periodo de incubacion.

Cuando la concentraciéon de células vegetativas viables es superior a 103
ufc/mL el crecimiento es satisfactorio en inoculaciones en medio liquido de YSG e
incubando a la temperatura 6ptima de crecimiento durante 24 horas. Sin embargo,
para indculos con concentraciones inferiores a 10 ufc/mL el crecimiento no es
detectado en 24 horas. Debido a que el crecimiento depende de la concentracion
inicial de células vegetativas, la metodologia unificada (“Unified method for detection of
thermo-acidophilic bacteria”) recomienda 5 dias de enriquecimiento para asegurar el

crecimiento de todas las especies de Alicyclobacillus (Yokota et al., 2007).

3.3. pH.

El pH de crecimiento esta comprendido en el rango de 2,5 a 6,0 para las
distintas especies de Alicyclobacillus, mostrando un pH 6ptimo de 4,0 en las especies
mas importantes que pueden verse involucradas en el deterioro de los zumos y
bebidas de frutas. Es por ello que los medios de cultivo utilizados para la deteccion y
cuantificacion de este microorgansimo, requieren una acificacion previa hasta alcanzar

los valores 6ptimos.
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3.4. Condiciones de choque térmico.

Aunque el tratamiento térmico no es esencial para la germinacion de esporas
de Alicyclobacillus spp., tal vez debido a la alta temperatura que se utilizan durante la
fase de cultivo, y tratrarse de una bacteria esporulada, el método unificado (Unified
Method for Detection of Thermo-acidophilic bacteria) recomienda la activacion de

esporas a 70 °C/20 minutos.

La utilizaciéon del choque térmico previo al cultivo tiene una doble finalidad. Por
un lado facilitar la homogeneizacién de la germinacién de esporas con el fin de tener
un crecimiento méas homogéneo; y por otro, eliminar otros microorganismos
contaminantes como levaduras y bacterias lacticas. Por esta razén, no se considera
necesario aplicar el choque térmico cuando el producto es analizado inmediatamente
después de la esterilizacion. Pero por el contrario, cuando una muestra es analizada
después de un largo periodo de refrigeracion si es aconsejable el choque térmico para
sincronizar la germinacion. Eiroa et al. (1999) investigaron la germinacion de A.
acidoterrestris y concluyeron que el tratamiento térmico a 70 °C durante 20 minutos
era 6ptimo para la activacion de esporas. Sin embargo, en la bibliografia cientifica se
han utilizado diferentes combinaciones de tiempo y temperatura para activar las
esporas y poder cuantificar la concentracion de las células vegetativas (Walls y
Chuyate, 2000; Chang y Kang, 2004; Witthuhn et al., 2011).

3.5. Efecto de la concentracion y tipo de zumo.

Diferentes estudios realizados en los ultimos afios han puesto de manifiesto
gue las caracteristicas fisico-quimicas del zumo influyen enormemente en la presencia
de Alicyclobacillus spp. en los zumos y bebidas de frutas, ya que determina la
termorresistencia de este microorganismo a los tratamientos térmicos aplicados

habitualmente en la industria alimentaria.

Los tratamientos térmicos que proporcionan estabilidad comercial a los zumos
de frutas y concentrados dependen de las caracteristicas intrisecas de los mismos, ya
que el pH, la concentraciébn de azlcares solubles, la concentracion de acidos
organicos, la actividad de agua, la presencia de oxigeno reducido y la concentracion
de nitrégeno son inhibidores del crecimiento de bacterias patdgenas y alterantes
(Steyn et al., 2011). Es por ello que todos estos factores afectan a la termorresistencia,
y por lo tanto, a la presencia de Alicyclobacillus spp., siendo uno de los principales

géneros bacterianos involucrados en el deterioro de las materias primas y
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concentrados de frutas en la industria de zumos y bebidas (Howard, 2006). Los
origenes principales de contaminacion de Alicyclobacillus son el suelo, pasando a la
superficie de las frutas tras su recoleccién, y el agua de procesamiento si no contiene
cloro (Wisse y Parish, 1998; Groenewald et al., 2009; Durak et al., 2010). En la guia de
practicas para el Alicyclobacillus de AIIN (AIJN 2008) se hace hincapié en la calidad
de transporte y recirculacién del agua en el proceso de elaboracion de cremogenados
y concentrados de zumos de frutas como fuente de contaminacion y recontaminacion
por Alicyclobacillus spp. Steyn et al. (2011) determinaron el crecimiento de
Alicyclobacillus spp. en las distintas etapas de fabricacion de zumos concentrados de

frutas con sistema de recirculacion de agua.

La termorresistencia de las esporas de Alicyclobacillus spp. se ve incrementada
en zumos con alta concentracién en solidos solubles o grados Brix y valores de pH
bajo. La mayor concentracion de azlcares, que se relaciona con una menor actividad
agua, influye en la resistencia de las endoesporas a los tratamientos témicos. Se ha
visto este efecto en zumo de uva cuando se incrementa de 16 y 30 °Brix a 65 °Brix
(Splittstoesser et al., 1998), o en zumo de limén cuando se compara un concentrado
de 50 °Brix con el de 65 °Brix (Maldonado et al., 2008). Sin embargo el valor de pH
presenta resultados contradictorios ya que no siempre un menor valor de pH se ha
relacionado con una mayor termorresistencia, por lo que las caracteristicas de los
zumos también influyen. Ademas del valor final del pH, la termorresistencia de
Alicyclobacillus spp. se ve afectada por el tipo de &cido utilizado para acidificar los
zumos o concentrados antes del tratamiento. Asi segun el tipo de &cido la inhibicion de
Alicyclobacillus spp. tiene lugar en el siguiente orden: acido acético > acido adipinico >
acido lactico > acido succinico. Por otro lado, la termorresistencia no se ve
significativamente afectada por la presencia de acido fumarico, acido L-ascérbico,

acido L-madlico o acido citrico (Pontious et al., 1998; Yamashita, 2006).

También la presencia de pectinas y el hecho de que el zumo haya sido
sometido a un proceso de clarificacion puede determinar la resistencia de las
endosporas, ya que la presencia de pectinas incrementa la resistencia a los
tratamientos térmicos, por lo que aumenta la supervivencia y la incidencia del
Alicyclobacillus spp., tal y como publicaron Maldonado et al. (2008) para el zumo de
limon.

Ademas de las caracteristicas del zumo también hay que tener en cuenta la
especie y la cepa, ya que pueden tener una mayor o menor sensibilidad para crecer en
matrices alimentarias distintas. Splittstoesser et al. (1998) investigaron el crecimiento

de dos cepas de A. acidoterrestris en diferentes tipos de zumos, evaluando el efecto
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conjunto del pH y la concentracion de azucares en distintas materias primas (Tabla 3).
Tras la inoculacion en zumo manzana, zumo de tomate, zumo de naranja, zumo de
pomelo y zumo de uva blanca, asi como en la combinacion de zumo de manzana-
naranja-pifia, obtuvieron resultados positivos al observar crecimiento de una o de las
dos cepas estudiadas. Posteriormente, Goto (2003) estudié el comportamiento de
varias cepas de A. acidoterrestris en una variedad de zumos de frutas llegando a la
conclusion de que el crecimiento de las cepas depende del tipo de zumo y de la fuente

de aislamiento de las cepas (Tabla 4).

Tabla 3. Crecimiento de A. acidoterrestris en bebidas comerciales (Splittstoesser et al., 1998).

Tipo bebida pH Brix Crecimiento

Cepa VF Cepa WAC

Zumo manzana 3,5 11-11,4 + +

Zumo tomate 4,0 7,0 + +

Zumo manzana-uva 2,8-3,7 12,2-14.8 - -

Zumo manzana-naranja-pifia 2,9 14,8 - +

Zumo manzana-uva-cereza 3,7 12,4 - -

Zumo uvatinta 2,9-3,3 13,6-15,8 - -

Zumo arandano 2,4 14,0 - -

Zumo pomelo 3,2 10,4 + -

Zumo naranja 3,6 12,0 + -

Zumo uva blanca (Riesling) 3,4 10,8 + +

Zumo uva blanca (Elvira) 3,4 7,8 + +

Zumo uvatinta (Cabernet 3,7 12,2 - -
sauvignon)

Zumo uva tinta (Pitonage) 3,8 10,9 - -

Zumo pifia 3,3 13,4 + -

Zumo ciruela 3,7 18,8 - -

El desarrollo de Alicyclobacillus también se ve afectado por la concentracién
del zumo. Miembros del Grupo de trabajo JFJA (Japan Fruit Juice Association)
estudiaron la posible relacion entre la concentracion del zumo y las caracteristicas de
crecimiento, examinando el perfil de crecimiento de la bacteria en varios zumos de
frutas. Los resultados obtenidos confirmaron que existe una estrecha relacién con el
tipo de fruta. Para el zumo de naranja hubo un buen crecimiento, sin embargo tendia a
inhibirse cuando el zumo alcanzaba una concentracion entre 50-60% (Niwa, 2004).

Para zumos con alto contenido en polifenoles, como el zumo de uva, la deteccion de
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Alicyclobacillus se complicaba cuando el zumo se concentraba entre 10-20% (Mitsuda,

2004).

De acuerdo con todos estos resultados se establecid el ratio de dilucién
recomendado segun la metodologia unificada para la deteccién de bacterias termo-

acidofilas y se muestra en la Tabla 5.

Tabla 4. Investigacion sobre el crecimiento de A. acidoterrestris en bebidas (Goto, 2003).

Cepas A. acidoterrestris

B2065 B2066

30% zumo manzana +

30% zumo manzana +

30% zumo limén -

30% zumo pomelo -

100% zumo mezclas +

de frutas

+
+
+
+

+

B2067
+

+

+

RB1

+ o+ o+ o+

RB221
+
+
+

+

RB253

+

+

RB346

+

+ o+ o+ o+

RB359

+

+ o+ o+ o+

TAB H1
+
+
+

+

pifia.

Cepas B2065-B2067: aisladas de zumo de manzana; RB1, RB253 y RB346: aisladas de zumo de

naranja; RB221: aislado de bebida isoténica; RB359: aislado de zumo de mango; TAB H1: aislado de zumo de

+: crecimiento; -: no crecimiento.

Tabla 5. Ratio de dilucién de concentrados de zumos de fruta recomendados para la deteccién
de Alicyclobacillus (Goto, 2003).

Zumo concentrado de fruta

Ratio dilucién

Zumo manzana (70 °Brix)

Zumo naranja (65 °Brix)

Zumo uva tinta (65 °Brix)

Zumo uva blanca (65 °Brix)

Zumo zanahoria (40 °Brix)

Zumo limén (50 °Brix)

Zumo pomelo (55 °Brix)

Zumo melocotdn (55 °Brix)

1:10
1:10

1:20 a 1:50

1:20
1:10
1:10
1:20
1:10
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4. Métodos clasicos de deteccion de
Alicyclobacillus spp.

Una vez reconocida la importancia de Alicyclobacillus en zumos de frutas es

necesaria la busqueda de procedimientos de aislamiento e identificacién precisos.

Desde 1982, con la aparicion de incidentes de contaminacién por
Alicyclobacillus (méas tarde identificado como A. acidoterrestris) que ocurrieron en
Alemania, se desarrollaron mas de 40 métodos de deteccion de Alicyclobacillus en
todo el mundo, obteniendo una sensibilidad y precisibn diferentes entre ellos,
generando conflictos comerciales entre los resultados del pais de produccién y

después de la importacion del producto.

En 2001, la “International Federation of Fruit Juice Producers” (IFU Paris,
France) comenz6 organizando esfuerzos de cooperacion internacional hacia la
normalizacion de métodos para detectar bacterias termo-acidofilas. Los esfuerzos
dieron como resultado la publicacion de “First Standard IFU-Method on the Detection
Alicyclobacillus in Fruit Juices” en abril 2003. Mas tarde, una revision del método IFU
titulado “Method on the Detection of taint producing Alicyclobacillus in Fruit Juices,
revision 1, fue publicada en septiembre 2004 (IFU Handbook Microbiological Methods,
Method No.12).

En 2002, en Japdn, Japan Fruit Juice Association (JFJA) organizé una reunién
con las compafias productoras de bebidas (10 en total) para discutir el desarrollo y
adopcion por la industria de un método unificado de deteccidn de “bacterias termo-
aciddfilas (Alicyclobacillus)”. Los participantes estudiaron los factores que conducen a
la contaminacion de los alimentos por Alicyclobacillus, acordando un método unificado
desarrollado por el grupo de trabajo de JFJA, iniciado en primavera 2003. Después de
varias reuniones y coleccion de un largo numero de datos experimentales, se
propusieron varias directrices para la identificacion de organismos pertenecientes al
género Alicyclobacillus que fueron validadas por cada una de las empresas
participantes. EI método fue publicado en inglés el 23 de febrero de 2003 y presentado
en la IFU con el objetivo de llegar a un consenso internacional. Mejoras a la
metodologia aprobada se afiadieron por su grupo de trabajo en la primavera de 2004,

y sugerencias para un método aun mas sencillo y mas preciso (Yokota el al., 2007).
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4.1. Medios de cultivo.

Alicyclobacillus no es una bacteria capaz de crecer en cualquier medio de
cultivo, ya que un requisito indispensable es la acidificacién del medio de cultivo, que
suele realizarse con &cido malico, acido clorhidrico o acido sulfurico hasta pH 3,5-4,0.
Los medios de cultivo mads comunmente utilizados son BAM (Bacillus Acidocaldarius
Medium), OSA (Orange Serum Agar), PDA (Potato Dextrose Agar), YSG agar (Yeast-
Starch-Glucose agar), HGYE y K agar (Splittstoesser et al., 1994; Silva et al., 1999;
Pettipher y Osmundson, 2000; Silva y Gibbs, 2001).

4.1.1. Bacillus acidocaldarius medium (BAM).

Fue el primer medio de cultivo propuesto por Darland y Brock (1971). Este
medio fue formulado para aislar Bacillus acidocaldarius, de ahi su nombre.
Posteriormente, A. hesperidum también fue aislado usando BAM combinado con
membrana de filtracién (Albuquerque et al., 2000).

Debido de la reclasificacién del género Bacillus al nuevo género Alicyclobacillus
por Wisotzkey et al. (1992) por contener acidos grasos aliciclicos en su membrana
ceular, el medio también fue renombrado por Alicyclobacillus Acidoterrestris Medium

(AAM), aunque los dos nombres se mencionan indistintamente en la literatura.

Existen varias versiones de BAM: Farran et al. (1983) propuso la adicion de 1
mL de solucién de elementos traza. Deinhard et al. (1987) y Silva et al. (1999), usaron
BAM con elementos traza y glucosa (5 g/L). Silva et al. (1999); Silva (2000a); Silva et
al. (2000b), hicieron modificaciones del medio que consisti6 en la adicién de tres
soluciones mezcladas después de la esterilizacion a 121 °C durante 10 minutos,

compuesta por solucién a, solucién b y solucién ¢ como se muestran en la Tabla 6.

Pinhatti et al. (1997) evaluaron la especificidad y sensibilidad de los medios de
BAM y OSA para el recuento de A. acidoterrestris en un concentrado de naranja
congelado. Para ello diluyeron el concentrado a la primera dilucién y realizaron un
choque térmico a 80 °C durante 10 minutos para la germinacion de esporas.
Posteriormente fue incubado para enriquecimiento a 50 °C durante 24 y 48 horas.
A.acidoterrestris fue observado en placa después de incubar a 50 °C durante 24 horas.

BAM di6 recuentos ligeramente mas elevados que OSA.
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Tabla 6. Composicién del medio de cultivo BAM (Silva et al., 1999; Silva, 2000a; Silva et al.,
2000b)

Solucién a (ajustada con H,SO, hasta pH 4,0)

CaCl,-7H,0 0,25¢g
MgSO,-7H,0 0,59
(NH,);S0,4 0,29
Extracto levadura 2049
Glucosa 5049
KH,PO, 30g
Agua destilada 500 mL
Solucién b
ZnS0O4-7H,O 01g
MnCl,-4H,0 0,03 g
H3BO3 03¢
CoCl,-6H,0 029
CuCl,-2H,0 0,01g
NiCl,-6H,0 0,02¢g
Na;MoO,-2H,0 0,03 g
Agua destilada 1000 mL
Solucién c
Agar 15¢g
Agua destilada 500 mL

4.1.2. Orange Serum Agar (OSA).

Orange Serum Agar se ha utilizado durante mucho tiempo en el cultivo y
recuento de microorganismos asociados con el deterioro de productos citricos: Hays
(1952) describié el uso de OSA para el recuento y aislamiento de microorganismos
causantes de la alteracién de concentrado de naranja. Murdock et al. (1952) utilizé un
OSA similar que contenia 0,5% dextrosa y 2% agar en la evaluacion de medios de

cultivo para concentrados citricos. Hays y Riester (1952) recomendaron OSA a pH 5,5
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para el estudio de los sabores anémalos originados por deterioro de concentrado de

naranja congelado.

Tras estas investigaciones OSA acidificado a pH 5,5 fue aceptado y designado
como el medio de cultivo estandar para el control de microrganismos asociados a la
alteracion de productos citricos. Pero este medio también fue adaptado para el
aislamiento de Alicyclobacillus spp.

Pettipher et al. (1997) compararon Nutrient Agar, Trypticase Soja Agar, BAM;
Potato Dextrose Agar (PDA), y OSA (Orange Serum Agar) para recuperar A.
acidoterrestris. BAM, PDA y OSA observaron crecimiento mientras que en Nutrient
Agar y Trypticase Soja Agar no hubo desarrollo de colonias. Comparado con PDA vy
BAM, la propagacion de colonias en OSA dio los rendimientos mas altos.
Posteriormente, Jensen (2000) informé acerca de un crecimiento mejorado de

Alicyclobacillus spp. cuando OSA era suplementado con 0,5% de sacarosa.

4.1.3. Potato Dextrose Agar (PDA).

Potato Dextrose Agar es un medio de cultivo estandar utilizado en la
determinacion de mohos y levaduras en leche y otros alimentos (American Public
Health Association, 1976 y 1978). Puesto que la acidificacién del medio de cultivo es
un procedimiento frecuentemente utilizado para la inhibicion del desarrollo de bacterias
y facilitar asi el crecimiento de mohos y levaduras, los métodos estandares
recomiendan la acidificacion de PDA hasta pH 3,5 £ 0,1 después de la esterilizacion.
El medio no debe ser calentado una vez acidificado, ya que el acido hidroliza el agar y

destruye sus propiedades de solidificacion.

Splittstoesser et al. (1994) descrubieron el aislamiento de Alicyclobacillus spp.
en zumos de frutas pasterizados con mal-olor, prefiriendo PDA sobre otros medios
generalmente utilizados para el cultivo de bacterias formadoras de esporas. La
deteccion fue obtenida después de 24 horas de incubacién a 43 °C en medio PDA a

pH 3,5y PDA a pH 5,6, aunque la recuperacién fue mucho menor en PDA a pH 5,6.

Diferentes autores también observaron que PDA ajustado a pH 3,5 era un buen
medio de cultivo selectivo para la deteccion de esporas de Alicyclobacillus spp.
(Splittstoesseret al., 1998; Walls y Chuyate, 2000). Mohos resistentes al calor como
Byssochlamys fueron completamente inhibidos sin disminuir la recuperacion de

Alicyclobacillus cuando se incubaron a 53 °C. Mclntyre et al. (1995) observaron que la
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esporulacion en PDA (pH 3,5) era detectada entre 24 y 36 horas y un crecimiento

denso de colonias, si la temperatura de incubacion era elevada hasta 50 °C y 55 °C.

4.1.4. Yeast-Starch-Glucose Agar (YSG Agar).

En Japdn, un medio selectivo llamado yeast-starch-glucose agar es usado para
la deteccion de microorganismos termo-acidéfilos en bebidas acidas (Motohiro y
Hiroko, 1994). La composicion del medio ajustado a pH 3,7 viene indicada en la Tabla
7.

Este medio se ha utilizado en distintos productos de origen vegetal. Goto et al.
(2002) aislaron A. herbarius usando filtracion por membrana y YSG Agar. Para ello,
suspendieron flores secas de hibisco en agua destilada, dejandolas reposar.
Posteriormente pasaron el sobrenadante a través de un filtro de membrana de tamafio
de poro 45 pym (micras) y diametro 47 mm. El filtro fue colocado en YSG agar e
incubado a 50 °C durante 5 dias. Matsubara et al. (2002) también usaron YSG agar
directamente cultivando una muestra de bebida acida sobre la placa sin utilizar el
método de filtracion por membrana. Las placas fueron incubadas a 45 °C durante 3

dias.

Tabla 7. Composicién del medio de cultivo YSG-Agar (Motohiro y Hiroko, 1994).

Extracto de levadura 209
Almidén soluble 2049
Glucosa 1049
Agar 1509

Agua destilada 1000 mL

4.1.5. HGYE.

Este medio de cultivo fue utilizado en un estudio realizado por Hiraishi et al.
(1997) para el cultivo y aislamiento de cepas de Alicyclobacillus spp. El medio fue
ajustado a pH 3,0 y contenia 3% agar cuando se empleé como medio sélido. Su

composicion se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8. Composicién del medio de cultivo HGYE (Tanimoto et al., 1996)

Glucosa 0,4%
(NH,),SO, 0,3%
Trypticase soy broth 0,1%
Extracto de levadura 0,05%
MgSQO,-7H,0 0,05%
K2PO, 0,01%

K,SO, 0,01%

4.1.6. K Medium o K agar.

K agar fue descrito por primera vez por Walls y Chuyate (1998). Para el ajuste
de pH posterior a la esterilizaciéon (en autoclave a 121 °C durante 15 minutos) se
empled acido malico 25% (p/v) filtrado y esterilizado. El medio se compone por los
ingredientes reflejados en la Tabla 9.

Tabla 9. Composicién delmedio de cultivo K agar (Walls y Chuyate, 1998).

Extracto de levadura 259
Peptona 5009
Glucosa 1049

Tween 80 1049
Agar 15049
Agua desionizada 990 mL

Segun estudios realizados con medios de cultivo, aislamientos de
Alicyclobacillus spp. que fueron probados crecieron en K agar (pH 3,7) con crecimiento
entre 1 y 2 dias a 43 °C, en lugar de 5 dias a 35 °C. Walls y Chuyate (1998)
compararon K agar con otros medios de cultivo usados para el aislamiento de
bacterias de productos &cidos, como OSA y PDA. En K agar se obtuvo una mayor
recuperacion de A. acidoterrestris que en OSA a todas las temperaturas de incubacién
utilizadas. En resumen, K agar fue superior que los otros medios testados, mostrando

un crecimiento mas rapido y una mayor recuperacion. Entre todas las temperaturas
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ensayadas, los recuentos mas altos en K agar se consiguieron a una temperatura de

incubacion de 43 °C.

En el caso de muestras con una concentracion baja de esporas se utilizé el
sistema de filtracion por membrana para concentrar las esporas y obtener asi
resultados mas fiables para determinar la presencia o ausencia de esporas que con la

pre-incubacion.

Orr y Beuchat (2000) también apoyaron la recuperacion de A. acidoterrestris en
K agar en un estudio sobre los efectos de ciertos desinfectantes para eliminar esporas
de A. acidoterrestris, obteniendo mejores resultados en K agar (pH 3,7) que en OSA 'y
PDA.

El procedimiento descrito por Walls y Chuyate (1998) para evaluar A.
acidoterrestris incluye choque térmico a 80 °C durante 10 minutos, con o sin filtracién y
posterior siembra en placas de K agar (pH 3,7), e incubacién a 43 °C durante 48
horas. Sin embargo, en varios productos deteriorados por A. acidoterrestris y
reclamados por consumidores, no fueron detectados los recuentos de esporas. Esto
supone la necesidad de modificar y desarrollar un procedimiento de aislamiento con
mayor sensibilidad y asi reducir el nUmero de falsos negativos en productos a base de

zumos de frutas (Chang y Kang, 2004).

4.1.7. SK agar.

Este medio de cultivo fue desarrollado por Chang y Kang (2005) empleando
como medio de cultivo base el K agar. Para ello estudiaron la influencia de varios
factores como T2, pH, acidulante del medio de cultivo, Tween 80 y cationes en el
desarrollo de Alicyclobacillus spp. Para el estudio emplearon 7 cepas de
Alicyclobacillus spp. y fueron ensayados con SK agar, K agar, PDA y OSA, obteniendo
mejores resultados con SK agar, concluyendo que era mas sensible proporcionando
una mejor estimacion de concentraciones reales de Alicyclobacillus spp. y

potencialmente util como medio de aislamiento utilizado en la industria de zumos.

Para ello, determinaron como factores Optimos de crecimiento: T2 de
incubacién 43 °C, ajuste del medio a pH 4,0 con acido tartarico 10%, adicion de 1 mL
de Tween 80 por litro y 0,5 g/L de Ca*. Por el contrario, observaron que suplementar

con Mg?* no era efectivo y con Fe?* no era aconsejable.

Por tanto, el nuevo medio de cultivo quedaria con una composicion indicada en
la Tabla 10.
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Tabla 10. Composicién del medio de cultivo SK agar (Chand y Kang, 2005).

Peptona 5049
Extracto de levadura 259
Glucosa 1049
Tween 80 1,0 mL
Agua destilada 1.000 mL
ca”* 0,5¢g

La sensibilidad que obtuvieron estos autores para el aislamiento de
Alicyclobacillus spp. con distintos medios sigui6é el siguiente orden: SK > PDA > K >
OSA. SK agar fue capaz de recuperar recuentos bajos de contaminacion de

Alicyclobacillus spp.

4.2. Comparacion de los diferentes medios de cultivo.

Henczka et al. (2013) realizaron un estudio de comparacion de medios de
cultivo con el fin de optimizar un método eficiente para la enumeracion y deteccion de
esporas de A. acidoterrestris, especialmente en productos de frutas. Para este
propdsito, se usaron los tres medios mas frecuentemente utilizados (BAT agar, YSG
agar y K agar) y el nuevo SK agar aplicado para la recuperacion de esporas de A.
acidoterrestris. También investigaron las condiciones de crecimiento y la morfologia de
A. acidoterrestris. La mas alta recuperacién de esporas se obtuvo con YSG agar,

después por orden decreciente respectivamente fueron SK agar, BAM agar y K agar.

El alto rendimiento obtenido en YSG apoya las recomendaciones de este
medio de cultivo para el aislamiento de Alicyclobacillus spp. en zumos de frutas
hechas por International Federation of Fruit Juice Producers (IFU) y la Japan Fruit
Juice Association (JFJA) (IFU, 2007; JFJA, 2003). YSG agar contiene dos fuentes de
carbono: glucosa y almidén soluble, que parecen ser favorables para el crecimiento de
A. acidoterrestris. Aunque YSG agar es el medio que permite la méas alta recuperacion
de esporas de A. acidoterrestris entre los medios investigados, presenta algunas
desventajas y limitaciones, ya que es un medio de composicién simple sin ningun
sistema tampén. Por esta razon, no es recomendado para incubaciones largas de

Alicyclobacillus debido a la posible acidificacion del medio que pueda ocurrir durante el
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crecimiento de microorganismos. YSG agar ademas es compatible con el crecimiento

de especies de Alicyclobacillus distintas a A. acidoterrestris. (Yokoya et al., 2007).

En comparacion con YSG agar, BAT agar contiene trazas de elementos y
mucha mas glucosa, que puede promover el crecimiento de Alicyclobacillus spp.,
mientras que K agar predominantemente soporta el crecimiento de A. acidoterrestris y
posiblemente también el de las otras especies Alicyclobacillus.

Por ello BAT agar es mas efectivo para la recuperacion de A. acidocaldarius,
mientras que el uso de K agar resulta méas eficaz en el aislamiento de A.

acidoterrestris.

La “American Public Halth Association” propuso el uso de K agar e incubacion
de las placas a 43 °C durante 3 dias (Evancho y Walls, 2001). Sin embargo, “Japan
Fruit Juice Association“(JFJA) recomendoé el uso de YSG agar e incubacién a 30 °C, 5
dias para el aislamiento de Alicyclobacillus (JFJA, 2003). Por otra parte, la
“International Federation of Fruit Juice Producers” (IFU) propuso un método estandar
para la deteccion de Alicyclobacillus en zumos de frutas en 2004, que fue revisado en
2007 (IFU Method No. 12, titulado “Method on the detection of taint producing
Alicyclobacillus in fruit juices). Este método recomienda la aplicaciéon de K agar (pH
3,7) en combinaciéon con BAT (pH 4,0) o YSG (pH 3,7). Las placas son incubadas a 45
°C durante 2-5 dias (IFU, 2007; Steyn et al., 2011).

Actualmente BAT agar, YSG agar y K agar son los medios de cultivo mas
utilizados para la deteccion de Alicyclobacillus spp (Henczka et al., 2013).

Existe poca investigacion reportada en la literatura en cuanto a las
comparaciones de recuperacion de A. acidoterrestris usando los tres medios de cultivo
mas comunmente utilizados (BAT, YSG y K agar) y SK agar. El uso de SK agar para la
recuperacion de Alicyclobacillus sé6lo ha sido reportada por Chang y Kang (2005) hasta
la fecha.

Murray et al. (2007) investigaron 10 tipos de medios incluyendo BAT agar, YSG
agar y K agar aplicados a la enumeracion de esporas de Alicyclobacillus. Witthuhn et
al. (2007) encontraron que la aplicacion de PDA (pH 3,7) y OSA (pH 5,5) e incubacion
a 50 °C 3 dias, resulté con una recuperacion de Alicyclobacillus spp. en zumos y
concentrados de frutas. La inclusion del choque térmico a 80 °C durante 10 minutos
fue favorable en la deteccibn de esporas de Alicyclobacillus. Estos medios se
compararon con K agar, YSG agar y BAM. Witthuhn et al. (2011) compararon tres
métodos para el aislamiento de Alicyclobacillus a partir de zumo concentrado de

melocoton diluido usando tres tipos de medios (BAT agar, PDA y K agar) en
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combinacién con filtracion por membrana. El nivel mas alto de recuperacién fue
empleando BAT agar con estriado en placa e incubacién a 45 °C durante 3 dias y el

menos efectivo con K agar.

Referente al tipo de técnica de andlisis existen pocos estudios publicados en
cuanto a la aplicacion de filtracion por membrana como técnica de enumeracion de
esporas de Alicyclobacillus (Pettipher y Osmundson, 2000; Goto et al., 2002; Lee et
al., 2007).

4.3. Método unificado para la deteccion de bacterias

termo-acidofilas.

Es un método de deteccion de bacterias termo-acidofilas que fue
conjuntamente disefiado por un consorcio de 10 empresas de bebidas y la JFJA. Este
método utiliza como medio de cultivo YSG (pH 3,7 £ 0,1) e incubacion a la temperatura
de 45 °C. Para muestras que sean susceptibles de ser filtradas se emplea el sistema
de filtracibn por membrana adicionalmente al sistema de siembra en estria en placa

empleado para las muestras que no puedan ser sometidas a filtracion.

4.3.1. Método para zumos concentrados clarificados.

El método de filtracion por membrana para muestras que puedan ser filtradas,
consiste en diluir el zumo concentrado tomando 10 g o mL y 90 g o mL de agua o
diluyente estéril consiguiendo la muestra diluida (1:10) y tratarla térmicamente a 70 °C

durante 20 minutos.

Posteriormente se filtra la dilucion después de tratarla térmicamente, pasandola
a través de un filiro membrana de 0,45 uym de tamafio de poro y se transfiere la
membrana a la superficie de una placa de YSG agar. A continuacién se incuba a 45 °C
recomendando incubar durante 3-5 dias. El esquema de esta determinacién queda

reflejado en la Figura 4.
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Materia prima

10-100 g muestra

Preparacion de la muestra y
tratamiento térmico

1. Diluir la muestra 1:10 (o mas, si es necesario) con agua
destilada estérily mezclar bien.
2. Calentara 70 + 1 °C durante 20 min en bafio de agua.

Filtracion

Filtrar la muestra tratada térmicamente sobre un filtro de
membrana estéril de 0,45 um.

Incubacion

1. Propagacionen YSG agar.
2. Incubara 45°C durante 3-5 dias.

- Test confirmacion A.
Numero total 5 A
. acidoterrestris
pACcIS Ay telro- (Método de Temperatura Diferencial
acidsfilas (TAB). , o )
| 0 Metodo Peroxidasa

Figura 4. Método estandar de filtracién por membrana para deteccién de bacterias termo-
acidofilas (TAB).

4.3.2. Método para zumos concentrados no clarificados.

El método de siembra en estria en placa consiste en diluir las muestras
concentradas de zumo, generalmente 10 g o mL de muestra + 90 g o mL de caldo
YSG obteniendo la dilucién (1:10). Posteriormente, se tratan térmicamente a 70 °C
durante 20 minutos y se incuban a 45 °C durante 3-5 dias.Transcurridos los dias de
incubacion, la determinacién del crecimiento de las colonias se realiza transfiriendo 0,1
mL de la dilucién 1:10 incubada, a una placa de YSG agar por siembra en estria. Las
placas se incuban a 30 °C y 45 °C durante 3-5 dias para evaluar el tipo de

microorganismo. Las etapas de este método se muestran en la Figura 5.

Para la confirmacion de A. acidoterrestris pueden utilizarse los test de
peroxidasa y test de temperatura diferencial de crecimiento, los cuales se explican a

continuacion.
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Materia prima

10-100 g muestra

Preparacion de la muestra y
tratamiento térmico

Diluir la muestra 1:10 6 1:50 con YSG agar y mezclar bien.
Ajustar la muestra a pH 3,5-4,0 usando acido o alcali.
Calentar a 70 + 1 °C durante 20 min en bafio de agua.
Enfriar inmediatamente en un bafio de agua con hielo.

e o=

Pre-incubacién

1. Periodo de incubacion: 3-5 dias (recomendado 5 dias).
2. Incubaciéna 45°C.

Placa YSG agar. Incubacion 55 SARE
30°C/3-5 dias. Placa YSG agar. Incubacion 45 °C/3-5 dias.
Deteccion A. Deteccion de
acidoterrestris bacterias termo-
(AAT). aciddfilas (TAB).

Evaluacion AAT positivo | | Evaluacién TAB positivo
0 negativo 0 negativo
b J
Test confirmacion A. acidoterrestris
(Método Temperatura de Crecimiento Diferencial o Método Peroxidasa)

Figura 5. Método estandar de siembra y propagacién para la deteccién de bacterias termo-
acidofilas (TAB).

4.4.Métodos de diferenciacion e identificacion de

Alicyclobacillus.

La diferenciacién de las colonias detectadas de bacterias termo-acidoéfilas
puede verificarse mediante varios sistemas de confirmacién descritos en la Guia de
Buenas Practicas para Alicyclobacillus (AlJN, 2008).

4.4.1. Método de temperatura diferencial de crecimiento.

Este método se basa en el hecho de que A. acidoterrestris tiene una
temperatura Optima de crecimiento relativamente baja en comparacion con otras
especies de Alicyclobacillus (Walls y Chuyate, 1998; Chang y Kang, 2004). Permite la
diferenciacion entre el grupo de A. acidocaldarius y el grupo de A. acidoterrestris

(incluyendo A acidiphilus y A. hesperidum) en un periodo de 24 horas.
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En la practica, consiste en tomar con un asa de siembra con una colonia o
mezcla de colonias y extender en dos placas de YSG agar, incubando una placa a 45
°C y otra a 65 °C, observando su crecimiento después de 18-20 horas.

La interpretacion de los resultados seria la siguiente:

- Crecimiento de colonia clara a 45 °C y no observacion de crecimiento a
65 °C indica A. acidoterrestris.

- No crecimiento a 45 °C y observacion de crecimiento a 65 °C indica
desarrollo del grupo A. acidocaldarius y negativo para A. acidoterrestris.

- Crecimiento de colonias claras a 45 °C y 65 °C: positivo de para A.
acidoterrestris y también para el grupo de A. acidocaldarius (esto significa

gue ambas especies pueden estar presentes en la muestra).

- No desarrollo de colonias observadas a las dos temperaturas: negativo
para A. acidoterrestris y positivo para A. acidocaldarius (principalmente

Alicyclobacillus especies genomic 1).

El grupo comprendido por A. acidiphilus, A. cycloheptanicus y A. hesperidum
presentan el mismo comportamiento que A. acidoterrestris. Sin embargo, A.

cycloheptanicus y A. hesperidum no producen guayacol.

4.4.2. Método de Peroxidasa.

El método de la peroxidasa que fue desarrollado por Niwa et al. (2002) esta
basado en la deteccion de guayacol producido por A. acidoterrestris y otros

productores de guayacol mediante reacciones enzimaticas.

Se trata de un método muy Util para la diferenciacion de colonias de una placa,
como especies productoras de guayacol cuando se utiliza en combinacion con otras
pruebas de rutina, tales como el método unificado para la deteccion de TAB (descrito

anteriormente).

Ademas, puede ser utilizado para otros microorganismos productores de

guayacol que no sean Alicyclobacillus como Bacillus subtilis (Niwa, 2004).

Este método consiste en la formacion de guayacol a través del acido vanillico
por A. acidoterrestris y los demas productores de guayacol en el medio de deteccion.
Cuatro moléculas de guayacol son convertidas a tetra-guayacol en la presencia de
H,O, y peroxidasa. El esquema del principio de método de peroxidasa se indica en la

Figura 6.
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Guayacol Guayacol -

H,O
Peroxidasa———> Componente | Componente I

Componente Il --- guayacol i Peroxidasa
Guayacol

4 x guayacol- —————— Tetra- guayacol (color marrén)

Figura 6. Principio del Método de Peroxidasa.

La determinacién de guayacol se realiza mediante la observacién de la
diferencia de pardeamiento de la suspensién con observacion respecto al control, sin
necesidad de equipamiento técnico especial. Un diagrama del método de analisis se

muestra en la Figura 7.

Actualmente, esta prueba ha sido comercializada en forma de kit de analisis
por Kyokuto Pharmaceutical Co, Ltd. (Japon), reduciendo asi el trabajo necesario para
adecuar y validar el medio y otros reactivos (Yokota et al., 2007).

Estos kits constituyen una parte del método IFU “Method on Detection of taint
producing Alicyclobacillus in Fruit Juices” (IFU Method No. 12, Rev. 1, September

2004) para la deteccion de especies de Alicyclobacillus formadoras de guayacol.
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—|1 Tampén
100wl / 2. H0, Kit

-
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24 horas T2 ambiente 10 min.
I:> Interpretacion

A L -

Caldo YSG
(KIT)

Otros TAB

Figura 7. Esquema de andlisis de Test de Peroxidasa.

4.5.Método IFU para la deteccion de Alicyclobacillus en

zumos de frutas.

El método IFU de deteccién de Alicyclobacillus en zumos de frutas, revision 1,
fue desarrollado por el grupo de trabajo de microbiologia en septiembre de 2004 y esta
basado en el uso de K-agar combinado con BAT agar (pH 4,0) o YSG (Yokota et al.,
2007). Dependiendo del tipo de muestra, clarificada o turbia y de la concentracién de
Alicyclobacillus presente en la muestra, las etapas de andlisis pueden variar, siendo
comun la dilucién del concentrado de zumo tomando 10 mL de muestra y 90 mL de
diluyente estéril (agua estéril, solucion salina, tampdn fosfato, caldo BAT o caldo
YSG), y el tratamiento térmico a 80 °C durante 10 minutos y posterior enfriado hasta

40-45 °C.

El sistema de confirmacion de este método esta basado en la incapacidad de
Alicyclobacillus para crecer en un medio de cultivo estandar a pH neutro, el

crecimiento y produccion de esporas a 45 °C en medio de cultivo con pH < 4,0 (K-agar
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y YSG/BAT) y crecimiento poco probable a 65 °C en YSG (IFU 2007; Steyn et al.,
2011).

4.5.1. Método para zumos concentrados turbios y otras
materias primas con concentracion de Alicyclobacillus superior a

100 ufc/ml.

Se toma una alicuota de 0,1 mL de la dilucién tratada térmicamente y se

siembra por estria en placa de K-agar, y YSG o BAT agar.
Incubar durante 2 a 5 dias a 45+ 1 °C.
Posteriormente se confirman las colonias desarrolladas.

Las etapas a seguir se detallan en la Figura 8.

Zumos concentrados y otras
materia primas

10 g muestra

Preparacion de la muestra y
tratamiento térmico

1. Diluir la muestra 1:10 con diluyente estéril y mezclar bien.
2. Calentar a 80+1°C durante 10 min en bafio de agua.

Placa

1.Expandir 0,1 ml de muestra en K-agar y en YSG o BAT
agar.
2. Incubar durante 2-5 diasa 45+1°C.

Confirmacién de las colonias
desarrolladas.

Figura 8. Metodo IFU para cocentrados turbios y concentraciones > 100 ufc/mL.
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4.5.2. Método para zumos concentrados turbios y otras
materias primas con concentracion de Alicyclobacillus inferior a

100 ufc/ml.

Una vez obtenida la dilucién (1:10) formada por 10 gramos o mL de muestra y
90 gramos o mL de solucion salina, BAT caldo o YSG caldo, se somete a tratamiento
térmico de 80 °C durante 10 minutos en un bafio de agua, e inmediatamente después
se enfria hasta 40-45 °C.

La dilucién de la muestra tratada por calor se incuba durante 5 dias a 45 + 1 °C

para su enriquecimiento.

Transcurridos 2 dias, transfir 0,1 mL de la muestra enriquecida en K-agar e

YSG o BAT agar e incubar las placas durante 2 dias a 45 + 1 °C.

Si no hay crecimiento en estas placas repetir la siembra después de los 5 dias

de enriquecimiento de la muestra.
Se realiza confirmacion del crecimiento de colonias.

Los pasos del método se reflejan en la Figura 9.

Zumos concentrados y otras
materias primas

J/ 10 muestra

Preparacion de la muestra y
tratamiento térmico

1. Diluir la muestra 1:10 con diluyente estéril y mezclar bien.
2. Calentar a 80+1°C durante 10 min en bafio de agua.

Enriquecimiento

Incubaciona 45+1 °C / 5 dias.

Siembra en placa

1. Después de 2 dias de enriquecimiento, sembrar 0,1 mL en K-agar
y YSG o BAT agar.

2. Incubar 2 diasa 45+1 °C.

3. Sino crecimiento, repetir despuésde los 5 dias enriquecimiento.

Confirmacién de las colonias
desarrolladas

Figura 9. Método IFU para concentrados turbios y concentracion < 100 ufc/mL.
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4.5.3. Método para zumos concentrados y otras materias

primas filtrables.

La dilucién (1:10) ya calentada de la muestra se filtra a través de un filtro de

membrana de 0,45 um de tamaro de poro.

Colocar el filtro en una superficie de K-agar y YSG o BAT agar e incubar a 45 +

1 °C durante un periodo de 2 a 5 dias.
Confirmar las colonias desarrolladas.

El esquema de las etapas de andlisis se refleja en la Figura 10.

Zumos concentrados y otras materias
primas

10 g muestra

Preparacion de la muestra y
tratamiento térmico

1. Diluir la muestra 1:10 con diluyente estéril y mezclar bien.
2. Calentar a 80+1°C durante 10 min en bafio de agua.

Filtracién

Filtrar 2 muestras tratadas térmicamente sobre un filtro de
membrana estéril de 0,45 um cada una.

Incubacion

1. Propagaciénen YSG agar y BAT agar.
2. Incubara 45°C durante 2-5 dias.

Confirmacién de las colonias
desarrolladas.

Figura 10. Método IFU de filtracion por membrana para muestras filtrables.

4.5.4. Método de confirmacion de Alicyclobacillus.

Consiste en examinar las colonias desarrolladas en K-agar, YSG agar y BAT

agar por cualquiera de los 3 métodos descritos anteriormente.

Seleccionar un numero representativo de cada tipo de colonia para realizar la

confirmacion.
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Para cada colonia seleccionada, expandir una porcién en una placa de K-agar,
y otra porcion a una placa con medio de cultivo a pH neutro [(7,0) ej: Plate Count Agar]
y ademas a dos placas de YSG agar.

Incubar las palcas de K-agar, Plate Count Agar y una de YSG agar a 45 + 1 °C
durante 3 a 5 dias. La segunda placa de YSG agar incubar a 65 + 1 °C durante 2 a 3
dias.

Observar el crecimiento de las placas. Si existe crecimiento en la placa a pH
neutro (Plate Count Agar), el resultado es negativo de Alicyclobacillus.

Examinar las colonias en K-agar por microscopio de contraste de fases o

realizando una tincion de esporas.

Si no hay crecimiento en K-agar observar las placas de YSG agar. La
formacion de esporas puede no producirse en YSG agar, de ahi que surja la
necesidad de emplear BAT agar a pH < 4,0 con el objetivo de excluir bacterias

formadoras de esporas y acido-tolerantes como Bacillus coagulans.

Observar la placa de YSG agar a 65 °C, es improbable el crecimiento de cepas
de Alicyclobacillus a esta temperatura. Si se observa crecimiento se considera como

negativo de Alicyclobacillus.

El registro de colonias que producen esporas a pH 3,7 y no crecimiento a pH >

6,0 y no crecimiento a 65 °C son presuntivamente Alicyclobacillus.

5.Sistema de deteccion de microorganismos por

impedancia eléctrica.

5.1. Introduccion.

La medicion por impedancia puede utilizarse en microbiologia para la
deteccidn, cuantificacion e incluso identificacion de algunas bacterias. El conocimiento
bésico de esta técnica fue proprorcinado por Ur y Brown (1975); Firstenberg-Eden y
Eden (1984); Silley y Forsythe (1996) y Wawerla et al. (1999).

Existen dos técnicas de medicion, la directa e indirecta, ambas empleadas en
microbiologia. Estas dos técnicas han sido descritas ampliamente desde hace mas de
30 afios y han sido aplicadas gracias a la comercializacion de instrumentacion

adecuada desde hace 20 afios aproximadamente (Ribeiro et al., 2003).
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5.2. Aplicaciones.

Esta metodologia posee normas oficiales en Francia, normas AFNOR

(Asociacion Francesa de Normalizacion):

- AFNOR, NF V08-105. Octubre 2010. Uso de la tecnologia de

impedancia en el andlisis de alimentos y piensos de origen animal.

- AFNOR, NF V08-106. Impedancia para la deteccién de Escherichia coli
en marisco, validado de acuerdo con la norma ISO 16140.

- VALIDACION AFNOR: Método de impedancia para la deteccion de
Enterobacteriaceae y Enterobacter sakazakii en productos lacteos y leches
infantiles de acuerdo con la norma ISO 16140.

Y normas oficiales en Alemania DIN (Instituto Aleman de Normalizacion):

- DIN 10115:1999-04. Bases para la deteccion e identificacion de

microorganismos mediante el método general de impedancia.

- DIN 10120:2001. Deteccion de Salmonella en alimentos usando el
método de impedancia.

- DIN 10122:2005-09. Andlisis de alimentos. Enumeracion de
microorganismos por medio del método de impedancia. Determinacion del

recuento de bacterias mesdfilas aerobias.
Asi como validaciones segun ISO 16140:
- Recuento de Escherichia coli. en bivalvos.
- Deteccion de Enterobacteriaceae en leches infantiles.
- Enumeracién de Escherichia coli en aguas de bafio.
- Enumeracién de Enterococcus en aguas de bafio.
- Enumeracion de coliformes en aguas de preparacion.

Ademas, existen muchos articulos y documentos que describen aplicaciones
tanto de las técnicas directa como de la indirecta, siendo la mayoria revisados por
Silley y Forsythe (1996) y Waverla et al. (1999). La mayor parte de las aplicaciones se
han centrado en la deteccién y cuantificacion de microorganismos en la leche,
productos lacteos, carne, pescado, verduras congeladas, productos de granos,

productos de confiteria, levaduras en zumos de frutas y vino y E. coli en potable agua.
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De forma mas especifica, la técnica de impedancia indirecta ha permitido su

uso en varias aplicaciones, tales como:

- La deteccion y la estimacion de levaduras en zumos de fruta (Deak y
Beuchat, 1993; Owens, 1989).

- Deteccion de bacterias alterantes de alimentos (Bolton, 1990).

- Deteccion y estimacion de Pseudomonas (Franken y van der Zouwen,
1993).

- Deteccion de bacteriéfagos especificos de bacterias lacticas (Svensson
1994).

- Deteccion de Shewanella putrefaciens (Le Den, 1995).
- Salmonella (Madden et al., 1996).

- E. coli en agua potable (Colquhoun et al. 1996).

- Haematococcus pluvialis (Gong y Chen, 1997).

- Deteccion y seguimiento de la actividad especifica y el crecimiento

microbiano en muestras heterogéneas (Fortin et al. 1996).

- Determinacién de la sensibilidad de un antibi6tico especifico, siendo
posible determinar la concentracion minima de inhibicibn de agentes

antibacterianos (Sawai et al., 2002).

- Medida de crecimiento microbiano en matrices complejas de alimentos

como salsas, puré calabacin, pudding de chocolate (Johnson et al., 2014)
La técnica de impedancia eléctrica directa ha sido aplicada en estudios como:

- Medicibn de actividad acidificante de bacterias &cido-lacticas
(Nieuwenhof, 1984; Tsai y Luedecke, 1989; Latrille et al., 1992).

- Deteccion de bacteriéfagos (Waes y Bossuyt, 1984; Carminati y Neviani,
1991).

- Deteccion de Salmonella (Pless et al., 1994).

- Deteccion y cuantificacion de coliformes y E. coli en chorizo (Periago et
al., 1996).

- Deteccion de Bacillus stearothermophilus (Flint y Brooks, 2001).

- Deteccion de Pseudomonas aeruginosa en muestras de agua. (Szita et
al., 2007).
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- Cuantificaciobn de Enterobacterias, coliformes y bacterias acido-lacicas

en el proceso de maduracion de salchichon (Priego et al., 2011).

5.3. Fundamento de la técnica.

El principio de este método puede resumirse, brevemente, en que los
microorganismos cuando crecen y metabolizan los componentes presentes en el
medio alteran la composicion quimica, ya que los nutrientes son consumidos
produciéndose productos finales del metabolismo. Estos compuestos producen
cambios en la resistencia al paso de la corriente, que son expresados como
reducciones porcentuales de los valores iniciales de microorganismos, siendo medidas
por las variables, valor de M y valor de E, respectivamente (Pless et al., 1994). El valor
de M se refiere a las variaciones de conductividad (impedancia) producidas en el
medio. El valor de E indica los cambios de impedancia producidos por los electrodos.

El tiempo requerido para la deteccion de cambios de impedancia esta
inversamente relacionado con la concentracion inicial de microorganismos presentes
en la muestra (Cady et al.,, 1978; Eden y Eden, 1984). Segun Cady et al. (1978) y
Silverman y Mufioz (1979) los tiempos de deteccién oscilan entre 2,6 a 11,4 horas en
funcién de la concentracion de microorganismos. Segun Ribeiro et al. (2003) el método
de impedancia posee un limite de sensibilidad de 10,9 umol de CO,, y una respuesta
rapida, siendo capaz de detectar de 1 a 10® microorganismos/mL entre 5 y 50 horas,

con una repetibilidad muy buena (variacién < 3%).

5.4. Técnicas de Impedancia Eléctrica Directa e Indirecta.

Existen dos técnicas conductimétricas para detectar microorganismos tanto
cualitativa (presencia/ausencia) como cuantitativamente (recuento), impedancia
eléctrica directa e impedancia eléctrica indirecta, siendo ambas una alternativa a los

métodos tradicionales de analisis microbioldgico.

5.4.1. Impedancia eléctrica directa.

Se basa en la deteccion de los cambios eléctricos producidos en un medio de
cultivo debido a la liberacién de moléculas ionizadas durante el crecimiento microbiano
(Richard et al., 1986).
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Asi la deteccibn de microorganismos por impedancia eléctrica directa se
fundamenta en la capacidad que poseen los microorganismos para metabolizar las
moléculas del medio de cultivo. Los nutrientes del medio de cultivo (glucidos,
proteinas...) son moléculas eléctricamente neutras o débilmente ionizadas. Estas
moléculas son metabolizadas por los microorganismos en crecimiento y transformadas
en moléculas mas pequefias, con polaridad y/o carga eléctrica, como por ejemplo
acido lactico, acético, citrico, aminoécidos. El efecto final de esta actividad metabdlica
es un incremento de la conductividad eléctrica del medio de cultivo medible mediante
dos electrodos sumergidos en el medio de cultivo. La no variaciacion de la impedancia
del medio de cultico (valor de M) a lo largo del tiempo indica la ausencia de
microorganismos viables. De este modo, se puede establecer una correlacién entre
cambios en la impedancia eléctrica y la concentracion inicial de microorganismos en la
muestra, por tanto, los cambios rapidos de la conductividad del medio de cultivo son
debidos a elevadas poblaciones microbianas y los lentos a una menor carga
microbiana inicial (Ur y Brown, 1975; Brooks, 1986; Pless et al., 1994).

En la Figura 11 se muestra un esquema del fundamento del sistema de

deteccién microbiana por impedancia eléctrica directa.

Figura 11. Esquema del sistema de deteccion microbiana por impedancia eléctrica

directa.

5.4.2. Impedancia eléctrica indirecta.

El sistema de deteccién por impedancia eléctrica indirecta registra los cambios
causados no sélo por el metabolismo microbiano, sino también los cambios producidos

en las capas idnicas de los electrodos de medicion.
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Los electrodos son sumergidos en el medio de cultivo y las variaciones de
impedancia derivan de los cambios en la conductancia del electrolito, a su vez

producido por la actividad metabdlica de los microorganismos (Silley y Forsythe 1996).

El medio de cultivo inoculado con la muestra se encuentra en una camara
separada de los electrodos y del KOH afadido. El CO, producido como resultado del
metabolismo normal o de la actividad microbiana es absorbido por el KOH causando

una disminucién en los valores de impedancia.

Por lo tanto, la variacion de la impedancia es cuantitativa y cualitativamente

correlacionada con la produccion de CO,, segun la siguiente reaccion:

2KOH + 2C0O,— 2KHCO;

En consecuencia, la conductancia molar de la solucion reactante (A/A,), por mol
de CO, (Ribeiro et al., 2003), es calculada por:

A/\oz /\0 (HCO3) - /\o (OH_)
AN\, =445x%x10%-198.3 x 10*

ANo=- 153.8 x 10* S:m?*-mol™

Esta técnica se utiliza cuando la concentracién de sales del medio de cultivo es
demasiado alta o demasiado baja, asi el metabolismo microbiano es registrado a

través de la produccion de CO, (Owens et al. 1989).

Owens et al. (1989) describieron por primera vez el principio de esta técnica
basada en la absorcion de CO, producido por la actividad metabdlica de los
microorganismos que crecen en un medio de cultivo, a medida que el CO, es
absorbido por una solucién alcalina de KOH, a valores de pH por encima de 11, se
convierte en carbonato que conduce a un cambio neto en la conductividad, como
consecuencia de la alta actividad molar del ion hidréxido (Butler, 1982; Owens et al.,

1989). Esta transformacion queda dibujada en la Figura 12.
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2KON Kt 4 20M

EO; + 20 COs; + M0

CO™ + 260 CO4K;

Figura 12. Curvas de crecimiento microbiano por impedancia eléctrica indirecta.

Uno de los valores potenciales de la impedancia eléctrica indirecta es que los
medios de cultivo convencionales con altos niveles de sales como agentes selectivos
pueden ser utilizados para la deteccion de bacterias patégenas, como por ejemplo,
caldo Rappaport-Vassiliadis para el aislamiento de Salmonella, ya que contiene 40 g/L
de cloruro de magnesio, que debido a la alta conductancia son imposibles de detectar
por la técnica de impedancia eléctrica directa (Bolton, 1990; Franken y van der
Zouwen, 1993; Blivet et al., 1998).

Druggan et al. (1993) estudiaron la utilidad de impedancia indirecta en la
industria de alimentos y bebidas por su elevada sensibilidad y rapidez en la obtencién

de resultados.

Actualmente, existe un método de deteccion de Alicyclobacillus acidiphilus
comercializado por la marca SY-LAB, fabricante del sistema de impedancia Bactrac

mediante medida indirecta.

6. Sistema de Identificacion de microorganismos

por PCR.

6.1. Introduccion.

Los métodos microbiolégicos basados en el cultivo, ademas de requerir mas
tiempo hasta obtener el resultado final, con frecuencia pueden originar identificaciones
erroneas o incluso indeterminaciones, sin llegar a identificar especies que comparten
un gran numero de caracteres. Ademds, la identificacibn basada en pruebas

bioquimicas es un método laborioso que lleva implicito problemas de reproducibilidad
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y ambigledad, y en general presenta un bajo poder de discriminacién a nivel de

especie.

El desarrollo e introduccion de nuevas técnicas moleculares para la deteccion y
cuantificacion de microorganismos han desplazado en los ultimos afios a los métodos
tradicionales basados en el cultivo. Entre estas técnicas, destacan las tecnologias de
ADN recombinante ya que los métodos basados en el analisis de &cidos nucleicos han
revolucionado el campo del diagnéstico microbiano. Actualmente, la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) constituye una de las técnicas de mayor utilidad para
la deteccién e identificacion de microorganismos como alternativa a los métodos
tradicionales, debido a la elevada discriminacién, precision y reproducibilidad, asi

como a la rapidez y sencillez en la realizacién de dicha técnica (Hill, 1996).

Kleppe et al. (1971) describieron por primera vez los principios de la reacciéon
en cadena de la polimerasa (PCR). No obstante, hasta 1985 no fueron publicados los
primeros datos experimentales por Saiki et al. (1985, 1988), aunque el descubrimiento
de la PCR fue atribuido a Kary B. Mullis, investigador del mismo grupo, el cual fue

galardonado con el Premio Nobel de Quimica en 1993 (Persing, 1991).

6.2. Aspectos metoddlogicos: Fundamentos y fases de la

PCR.

El fundamento de la PCR es la amplificacion in vitro de ADN mediante una
ADN polimerasa termoestable y un par de oligonucledtidos sintéticos (cebadores o
primers), disefiados para hibridar en orientacion 5’-3’ en cada una de las cadenas de
ADN, delimitando asi el fragmento a amplificar. Cada cebador determina el punto de
inicio para la sintesis de una cadena complementaria de ADN afiadiendo
desoxinucle6tidos gracias a la accion de una enzima ADN polimerasa termoestable.
Durante el desarrollo de la reaccion, este fragmento de ADN se multiplica de forma
exponencial generando mdultiples copias denominadas amplicones de un fragmento
concreto de un genoma, pudiéndose obtener millones de copias del mismo. El proceso
consta de tres fases que se repiten ciclicamente: i) desnaturalizacion del ADN a
temperaturas por encima de 90 °C, donde la doble hélice de ADN se separa en dos
hebras, ii) union de los cebadores a las zonas 3" complementarias que flanquean el
fragmento de ADN molde que se desea amplificar a la temperatura 6ptima para ello
(habitualmente entre 50 °C y 60 °C), y iii) extension de la sintesis de una cadena

sencilla en la direccion 5°—3" mediante la actuacion de enzima ADN polimerasa, la
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cual incorpora los desoxinucleétidos fosfato presentes en el medio siguiendo la cadena
molde, originando asi un fragmento de doble cadena por complementariedad (Park et
al., 1993). Una vez completado el primer ciclo, se dispone de 2 copias de la muestra
original, al final del segundo ciclo se tienen 4, al final del tercero 8, y asi
sucesivamente (Figura 13). Si los ciclos se producen un nuimero “n” de veces y
suponiendo que el numero de copias de ADN se duplica en cada ciclo, se obtiene una
cantidad de ADN de 2, por lo que la amplificacion se realiza en forma de progresion

geométrica.

PCR Ciclo 4
CICLO PCR —
Desnaturalizacién: 95°C Ci —
Alineamiento: 55°C 0,3 "
Extensién: 70°C — =
I —

Ciclo 1 —// b —
—/——j/:—/—”_'”‘:

— e e

~ —

25 CICLOS: 33 554,432 copias

di

Figura 13. Esquema de los ciclos de la PCR

Debido a la sencillez de la técnica, su empleo en los laboratorios clinicos ha
supuesto una revolucién en el concepto de la deteccion microbiol6gica. Problemas
tales como la dificultad de deteccion de determinados virus y la imposibilidad de
aislamiento de algunos microorganismos por su dificultad o incapacidad para
desarrollarse in vitro, pueden obviarse mediante la PCR, lo que ha hecho que esta
técnica suponga una alternativa, a veces obligada, para su empleo en microbiologia.
Ademas, la versatilidad de esta técnica ha permitido su aplicaciéon a otros campos de
interés econdémico como la medicina forense, identificacion genética o control de
calidad de las industrias (Sun et al., 1995; Mead et al., 1999; Blackstone et al., 2003).

En la PCR convencional, la visualizacion de los resultados se hace por
electroforesis en gel de agarosa, en presencia de bromuro de etidio y durante la
irradiacion con luz ultravioleta (Kidd et al., 2000). La técnica de la PCR suele aplicarse
para la identificacion de microorganismos a partir de ADN purificado, asi como para la

deteccién directa desde el homogeneizado de la muestra (clinica, ambiental,
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alimentos), ya que no precisa del aislamiento previo del microorganismo y por tanto
puede aplicarse a poblaciones mixtas. Uno de los inconvenientes de la técnica de la
PCR clasica es que no discrimina entre células vivas y muertas, incluso puede
amplificar restos de ADN procedentes de células inactivadas (Josephson et al., 1993).
En cuanto a la metodologia, las principales dificultades incluyen hacer accesibles los
acidos nucleicos y eliminar los inhibidores de la reaccion de PCR en un rango amplio
de matrices complejas (Wilson, 1997).

Un aspecto importante para que la PCR se lleve a cabo en condiciones 6ptimas
es el disefio de los iniciadores o cebadores. Son oligonucle6tidos o moléculas de ADN
monocatenario de entre 15 y 30 nuclettidos que la enzima ADN polimerasa
termoestable emplea para comenzar a polimerizar, de forma que el punto de inicio de
la sintesis de nuevas moléculas de ADN lo establece la posicién del iniciador. Es
condicién indispensable que los cebadores sean especificos del ADN gque se vaya a
amplificar. Para ello, es habitual recurrir a la informacion recopilada por otros

investigadores y almacenada en las bases de datos.

6.3. Diseino de métodos de identificacion de

microorganismos mediante amplificacion especifica de ADN.

Los métodos de identificacion de microorganismos basados en cebadores
especificos se han desarrollado gracias al incremento de la informacién genémica en
las bases de datos, cada vez disponible para mas especies, que posibilitan la
busqueda de polimorfismos susceptibles de usarse para el disefio de cebadores
especificos de especie. Bajo condiciones adecuadas, estos cebadores producen
amplificacién sélo si en la muestra se encuentra presente el ADN de la especie para la
gue han sido disefiados. Los analisis mediante PCR con cebadores especificos de
especie son relativamente rapidos, pero suelen requerir otros procedimientos
posteriores, como secuenciar el producto amplificado o digerir con nucleasas de
restriccion. Como se ha descrito anteriormente, la PCR se basa en la amplificacion in
vitro del ADN que permite la obtencion de microgramos (ug) de ADN a partir de cada
molécula inicial (Saiki et al., 1988). Cualquier segmento de ADN o de ARN puede ser
amplificado siempre que se conozcan las secuencias flanqueantes con las que puedan
hibridar los oligonucleétidos complementarios que actian como cebadores para que la
polimerasa pueda copiar las hebras molde. Una pequefia disminucion en la eficacia de
cada ciclo puede reducir enormemente la produccién final. Asi, si disminuye la

eficiencia un 5% en cada ciclo, tras 25 ciclos se conseguiria sélo la mitad del producto
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esperado. Por esto, es conveniente optimizar las concentraciones individuales de cada
componente de la reaccion y los pardmetros de temperatura y tiempo. No todos los
componentes tienen la misma importancia, siendo los mas criticos, la concentracion
del i6bn magnesio, el disefio y seleccion de los cebadores, la optimizacion de
temperaturas, tiempos y la propia muestra (Ling et al., 1991).

Los resultados de PCR son muy sensibles a las condiciones de amplificacion
por lo que deben ser cuidadosamente controladas para lograr repetitividad y evitar
posibles variaciones entre laboratorios o experimentos asi como falsos negativos y
falsos positivos (Edwards y Gibbs, 1994). Entre los muchos factores que pueden influir
en el resultado final del PCR, son destacables el disefio apropiado de los cebadores,
la calidad y concentracion del ADN, la presencia de inhibidores o de contaminacion, la
concentracion de magnesio, el tipo y la cantidad de ADN polimerasa y el programa de
amplificacién. Para controlar los resultados de la reaccidon deben realizarse en las
mismas condiciones que las muestras a analizar los siguientes controles descritos a

continuacién (Kocher y Wilson, 1991):

- Control negativo: una reacciéon con todos los reactivos excepto el ADN

molde para comprobar la ausencia de ADN contaminante en todos los
reactivos. La contaminacion puede deberse a una molécula de ADN
remanente de un proceso previo, a un cruce contaminante con otra
muestra, a un operador, o incluso a microorganismos presentes en el

ambiente.

- Control de extraccion: PCR realizado con muestra procedente de una

extraccion realizada en paralelo con agua destilada para comprobar la
ausencia de ADN en las soluciones de extraccion o detectar ADN

contaminante.

- Control positivo: es una reaccion realizada con ADN molde conocido,

para comprobar el correcto funcionamiento de las soluciones de extracciéon

y detectar ADN transportado entre muestras.

- Control interno positivo: es una reaccion en la que, ademas de la

muestra de ADN a analizar, se afiade ADN control que amplifique con los
cebadores. Este control es (til para determinar si la muestra de ADN
contiene inhibidores de la PCR, y se suele utilizar cuando es critico evitar la

aparicion de falsos negativos.

En la préactica, la reaccion PCR es compleja, pues la concentracion de los

cebadores y de los nuclettidos libres disminuye en cada ciclo, mientras que va
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aumentando la cantidad de producto. La competencia de unién entre los cebadores
complementarios y los productos hace que el sistema llegue eventualmente a un limite
en el que la cantidad de producto no se incrementa, por lo que el nimero 6ptimo de
ciclos depende de la concentracion inicial de ADN una vez que la reaccion se ha
optimizado (Innis et al., 1999).

Otra limitacion de esta técnica viene dada por los errores que comete el enzima
Taq polimerasa. Las sustituciones de bases ocurren aproximadamente 1,1 x 10 pb
(pares de bases) y los cambios de estructura y mutaciones en una cada 2,4 x 10 pb.
Esto es debido probablemente a la ausencia de actividad exonucleasa 3'—»5’ en la
enzima purificada. Un error en 1,1 x 10™ pb parece insignificante, sin embargo, tras 30
ciclos de amplificacion da un error cada 300 pb de muestra. Estos errores serian
observables si la amplificacion se realiza a partir de una Unica molécula de ADN, no
obstante, si la reaccién de PCR se realiza a partir de cientos de moléculas de ADN
estos errores son Unicamente el 0,3% de las muestras y no son observables (Tindall y
Kunkel, 1988).

6.3.1. Diseio de cebadores y sondas.

La regibn de ADN a amplificar debe estar limitada por oligonucleétidos
definidos que hibridan con la molécula diana. Esto significa que la secuencia de ADN
debe ser ya conocida, 0 al menos predecible con un 90% de certeza en las regiones
donde el cebador hibrida (Lockley y Bardsley, 2000a). El grado de variacion genética a
lo largo del genoma de un microorganismo no es constante, por lo que su
identificacion molecular debe dirigirse a areas del genoma que sean suficientemente

significativas para diferenciarlos de otros microorganismos cercanos.

En cuanto al disefio de los cebadores para lograr la especificidad de especie,
se ha demostrado que el extremo 3’ del cebador es critico para la amplificacién. En
condiciones adecuadas de reaccién, un desapareamiento del nucleétido situado en
ese extremo inhibe la amplificacion. El uso de cebadores especificos basados en
cambios de base en el extremo 3’ han sido descritas para la discriminacion de
especies filogenéticas muy proximas (Kwok et al., 1990; Lockley and Bardsley, 2002).
Los desapareamientos en la region interna del cebador afectan a su especificidad
dependiendo de su caracter y posicion relativa. Cuantitativamente, se ha encontrado
que las hibridaciones con cambios en los nucleétidos Adenina (A), Timina (T), Citosina
(C) y Guanina (G) tales como A-A, G-A, A-G, C-C, producen una disminucion de la

amplificacion mucho mas acusada que si se trata de otros cambios como A-C, C-A, T-
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G, G-T (Stadhouders et al., 2009). Los cebadores con T, C 0 G en el extremo 3', son
mas especificos que los que contienen el nucleétido A ya que estos Ultimos logran la
amplificacion independientemente de los nucle6tidos del ADN diana. En el caso de
que la especificidad se base en el penultimo nucleétido, la eficiencia de amplificacion
se reduce, especialmente si se trata del nucle6tido A (Ayyadevara et al., 2000). Por
otra parte, un desapareamiento en la zona central del cebador tiene un efecto mucho
mas drastico en la temperatura de anillamiento que los desapareamientos en las

zonas laterales (Hall et al., 2001; Rennie et al., 2008).

6.3.2. Factores de la PCR a considerar en las aplicaciones de

identificacion de microorganismos.

6.3.2.1. Extraccion de ADN: material de origen, método de

extraccion, cantidad requerida y calidad.

En general, para la reaccién de PCR no es necesario disponer gran cantidad ni
calidad de ADN, pudiendo este encontrarse tanto en estado mono como bicatenario.
En alimentos es importante conocer el origen de las muestras, asi como los posibles
procesos a los que han sido sometidas. Los tratamientos térmicos pueden producir
precipitacién de proteinas que se arrastran durante el proceso de purificacion e inhiben
finalmente la PCR. Una fragmentacion excesiva de ADN producida por calor puede
igualmente afectar la amplificacion al producirse fragmentos de menor tamafio que el
amplicon. En el caso de muestras envasadas sometidas a tratamiento térmico, el
rendimiento suele ser bajo. Sin embargo, una ligera fragmentacion del ADN seria
incluso deseable, ya que se facilitaria la desnaturalizacién de la muestra y permitiria

un mejor acceso a la misma del cebador y la polimerasa.

La cantidad de ADN utilizada por reaccidon es muy variada, desde microgramos
(ug) a cantidades tan pequefias como el ADN extraido de una sola célula (Zhang et
al., 1992). En principio, no parece que la cantidad de ADN a utilizar sea determinante
en el proceso, y Unicamente seria necesario que la muestra contenga al menos una
cadena intacta de ADN que incluya la regién a amplificar y en la cual las impurezas
estén lo suficientemente diluidas como para no inhibir la polimerizacion. En la practica,

el nimero de copias minimo de secuencia molde para que se detecte el producto final
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tras la amplificacion depende de la sensibilidad de cada método y de las condiciones

de reaccion (Teletchea et al., 2005).

6.3.2.2 Componentes de la reaccion de PCR.

- Polimerasa: a pesar de que existen distintos tipos de ADN polimerasas
termoestables con diferentes caracteristicas, en la mayoria de los métodos
de identificacion descritos hasta ahora se usa la Tag ADN polimerasa. Es
una ADN polimerasa termoestable con actividad 5'—>3' exonucleasa, pero
no tiene actividad exonucleasa 3'->5'. Por esto Ultimo, no es capaz de
eliminar los nucleétidos que no estdn correctamente insertados en la
cadena que se forma. También posee una actividad terminal transferasa
gue ajusta un solo nucleétido, con frecuencia una A, a las dos extremidades

3'-OH del fragmento amplificado.

Existen dos formas de Tag polimerasa disponibles: una enzima nativa
purificada de Thermus aquaticus y una enzima producida por métodos genéticos en E.
coli (Myers y Gelfand, 1991). Existen variantes comerciales, como la denominada
AmpliTag®, una forma modificada por ingenieria genética de la enzima disefiada para
Hot-Start PCR. Esta polimerasa es inactiva hasta que se incuba 7-10 minutos a 95 °C
por lo que impide totalmente la uniéon de cebadores no especificos y la formacion de

dimeros de cebadores durante el tiempo de preparacion.

- Los cebadores: son oligonucle6tidos de 15-30 bases, los cuales

actlan como punto de partida para que la enzima ADN polimerasa alargue
sus extremos 3’, copiando la cadena complementaria del ADN de la
muestra con la que hibridan previamente. Definen los extremos 5 del
fragmento amplificado (producto corto de la reaccion) ya que es la ultima
base que puede copiar la enzima. La longitud del cebador debe ser lo
suficientemente larga como para tener una zona homéloga especifica en el
genoma con la que hibride de forma estable a la temperatura de
anillamiento (Kocher y Wilson, 1991). En principio, los dos cebadores que
delimitan el fragmento a amplificar pueden estar muy separados en el
genoma ya que la reaccion puede amplificar fragmentos de hasta varias
kilobases de longitud. En la practica, se seleccionan las posiciones mas
proximas que permitan cada uno de los métodos de andlisis, ya que la

amplificacién es mas eficiente y robusta cuanto menor es el tamafio del
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amplicon. Como regla general se seleccionan cebadores teniendo en

cuenta las siguientes premisas (Saiki et al., 1988):

a) Seleccionar cebadores con un contenido en G y/o C de al menos el 50%
para facilitar la uniébn al ADN molde a temperatura relativamente alta que impida las

uniones inespecificas.

b) Evitar la presencia de regiones con largas secuencias de una sola base, asi
como secuencias que puedan producir estructuras secundarias internas o que sean
complementarias entre si, especialmente en sus extremos 3’, ya que podrian dar lugar
a la formacion de los denominados dimeros de cebadores (también conocidos por su
denominacion en inglés, primer-dimer). Cuando los extremos 3’ de los cebadores
hibridan, se forma dicho artefacto que al ser polimerizado por la enzima, reduce la

eficiencia de la amplificacién.

c) Se debe evitar, ademas, la presencia de tres G 6 C cerca del extremo 3’. Los
cebadores suelen utilizarse a una concentracion entre 0,1-1,0 yM (milimoles/mL), lo
que disminuye el riesgo de formacién de productos inespecificos y de artefactos
(dimeros de cebadores). Concentraciones mas elevadas pueden provocar el inicio en
lugares ectopicos con la consiguiente amplificacién de secuencias no diana, y por el
contrario, el PCR es extremadamente ineficaz cuando la concentracion del cebador es

limitante.

- 16n_Magnesio (Mg?): la concentracién de magnesio afecta a los
siguientes aspectos de la reaccion de PCR (Kocher y Wilson, 1991):

i. Hibridacién del cebador con el ADN molde; ii. Temperatura de disociaciéon de
las cadenas, tanto de ADN molde como de los productos del PCR, por lo que afecta a
la especificidad de los productos del PCR; iii. Continuidad de la actividad de la ADN
polimerasa. La carencia de Mg** puede inactivar la enzima y su exceso reduce la
fidelidad y puede incrementar las uniones inespecificas y la formacion de artefactos,

como por ejemplo dimeros de cebadores (Eckert y Kunkel, 1990).

Aunque en la mayoria de los métodos de identificacion de microrganismos que
utilizan PCR se mantiene una concentraciéon de ion magnesio estdndar de 2,5 mM
(moles/mL), existen algunos casos en los que condiciones particulares de hibridacion
obligan a optimizar experimentalmente su concentracion. Por otra parte, la presencia
de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) u otros quelantes en la solucion de ADN
molde pueden afectar a la cantidad de Mg®* libre, enmascarando la concentracion de

Mg?* éptima para la reaccion (Innis et al., 1999).
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6.4. La PCR en tiempo real (RTi-PCR).

Las técnicas basadas en PCR son muy sensibles, detectando niveles no
apreciables con otros métodos. Sin embargo, esa sensibilidad es una desventaja
cuando la legislacion del etiquetado permite cierto grado de contaminacion. Un
argumento muy comun en contra del uso de las técnicas basadas en PCR es que, es
demasiado sensible y trazas de material pueden dar falsos positivos (Sawyer et al.,
2003). Por otra parte el uso de métodos de PCR clésicos no permite la cuantificacion
del ADN en la muestra de una forma sencilla y robusta, por lo que éstos sélo son
adecuados en aplicaciones cualitativas. Por esto, en los ultimos afios se ha extendido
el uso de técnicas de PCR en tiempo real o Quantitative Polymerase Chain Reaction
(gPCR o RTIi-PCR), que difiere de la PCR clasica en que permite el andlisis continuo
de la amplificacién del ADN y que fue puesta a punto por Higuchi et al. (1993). Se
basa en la deteccién de fluorescencia asociada a cada ciclo de amplificacion de la
reaccion de PCR, lo que permite obtener una cinética del incremento de fluorescencia
de la que se pueden calcular datos cuantitativos, absolutos o relativos, del nimero de
copias de ADN molde inicial en la mezcla de reaccién (Brodmann y Moor, 2003).
Ademas, el ciclo de amplificacion que se toma para realizar los andlisis presenta la
ventaja de que ningln componente se encuentra limitando el transcurso de la reaccién
por lo que la amplificacion se encuentra en su fase exponencial (Heid et al., 1996). Los
métodos de PCR en tiempo real se han convertido en la tecnologia mas ampliamente
utilizada para la deteccidon y cuantificacibon de ADN, por contar con una enorme
sensibilidad, ser muy especifico de la secuencia, no llevar asociado procesamientos
post-amplificacion y lograr un mayor rendimiento de muestra (Wong y Medrano, 2005).
El uso del PCR en tiempo real presenta la ventaja de permitir la realizacién de
medidas en un estado de amplificacion temprano (fase exponencial), consiguiendo
mayor precision que los andlisis a tiempo final y la posibilidad de prescindir del analisis
electroforético de los productos del PCR (Bustin et al., 2005). Ademas, mediante el
uso de sondas o intercalantes fluorescentes se pueden disefiar amplicones muy
cortos, lo que es critico cuando se analiza ADN procedente de muestras forenses
deterioradas o alimentos procesados (Wittwer et al., 1997b). Cuanto se utilizan sondas
fluorescentes se logra un aumento en la especificidad de la sefial recogida en la
reaccion, y habitualmente no es necesario realizar ningln andlisis posterior para
completar la identificacion (Heid et al.,, 1996). La disponibilidad de diferentes
fluoroforos que emiten a diferentes longitudes de onda permite, ademas, disefiar de
forma sencilla sistemas multiplex en los que se analizan simultdneamente hasta cuatro

marcadores en la misma mezcla de reaccion. Finalmente, el hecho de que el ciclo en
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el que se alcanza un nivel de fluorescencia determinado es inversamente proporcional
al nimero de copias inicial de ADN molde en la reaccion, permitiendo realizar medidas
cuantitativas (Higuchi et al., 1993).

En el desarrollo de la reaccién de RTi-PCR se diferencian tres etapas: la
desnaturalizacion del ADN, la hibridacion de los cebadores y sondas y la extension o
polimerizacion 5 —3'. La cuantificacién de las muestras se realiza durante la fase
exponencial (Heid et al., 1996), donde la eficiencia de la reaccion es del 100%, ya que
en esta fase la cantidad de producto acumulado se duplica en cada ciclo de
amplificacién. Se pueden utilizar diversos sistemas para el seguimiento en tiempo real
de la amplificacién por PCR basados en fluorescencia: agentes intercalantes, sondas
de hidrolisis, sondas de hibridacion o sondas con estructura de horquilla (Wittwer et al.,
1997a). La eleccion de la quimica de la sonda tiene un impacto sobre la sensibilidad
de ensayos de PCR y debe considerarse como una estrategia de optimizacion
(Josefsen et al., 2009).

A continuaciéon se detallan las opciones de sondas mas utilizadas de las

disponibles en el mercado.

6.4.1. Agentes intercalantes en la molécula de ADN.

Son fluorocromos que aumentan la emision de fluorescencia cuando se unen a
ADN de doble hélice. El mas empleado en PCR a tiempo real es el SYBR® Green
(Wittwer et al., 1997b). SYBR® Green es un fluorocromo del grupo de las cianinas que
se une al surco menor del ADN de doble cadena, principio por el cual se puede hacer
seguimiento del transcurso de la amplificacion como se muestra en la Figura 14. El
producto sintetizado en cada ronda de amplificacion puede visualizarse de forma
continua, siendo la intensidad de luz emitida proporcional a la cantidad de complejo
SYBR® Green-ADN en la solucién (Wittwer et al., 1997a). La gran ventaja que
presenta es que al unirse a cualquier ADN de doble cadena, no requiere ni el disefio ni
la optimizacion de las sondas marcadas. Por lo tanto, una vez que tenemos un ensayo

de PCR disefiado, podemos realizarlo en tiempo real.
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Figura 14. Deteccion de la amplificacion mediante agentes intercalantes fluorescentes
(SYBR® Green). El colorante se une al surco menor del ADN bicatenario, pero no al ADN
monocatenario. Como consecuencia de esta unién, se produce un incremento de la sefal
fluorescente (representado en color verde). Debido al aumento de la cantidad de ADN recién
sintetizado tras cada ciclo del PCR, la emision de fluorescencia aumenta en proporcion al
numero de moléculas del ADN bicatenario presentes en la mezcla.

Es la opcion mas sencilla y econdmica para la deteccién con PCR en tiempo
real. El principal inconveniente de los agentes intercalantes es que no dan informacion
sobre la especificidad de la reaccién, sin distinguir entre productos de reaccion
especificos de los inespecificos (como los dimeros de oligonucledtidos), con lo que
existe la probabilidad de deteccion de falsos positivos. Por tanto, la sensibilidad del
SYBR® Green deteccién esta limitada por la formacion de productos inespecificos
(Wittwer et al., 1997a). Por este motivo, la mayoria de los protocolos que usan esta
aproximacion toman precauciones adicionales y se apoyan para confirmar los
resultados de medida de fluorescencia del PCR en andlisis de los productos por
electroforesis. Algunos autores proponen el uso de las curvas de fusion de los
productos de PCR. SYBR® Green permite distinguir las sefiales obtenidas a partir de
distintos productos de PCR y asi diferenciar unos fragmentos de otros mediante el
estudio de sus distintas temperaturas de fusion (Tm = temperatura a la que el 50% de
la molécula de ADN estd desnaturalizada). Al separarse las dos cadenas cuando
alcanzan la Tm se produce una disminucion de la fluorescencia, que puede medirse y
asociarse a cada producto de reaccion (Ririe et al., 1997). De esta forma se asegura la

identificacion del producto amplificado que ha sido detectado (Hernandez et al., 2003).
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Esta aproximaciéon es mas conveniente que el analisis mediante electroforesis, al

evitar operaciones manuales post-amplificacion.

6.4.2. Sondas de hidrolisis.

Las sondas de hidrolisis se basan en el fendbmeno de la transferencia de
energia de fluorescencia por resonancia o tecnologia FRET (Clegg, 1995). La sondas
de hidrdlisis TagMan® (Holland et al., 1991) son las mas utilizadas en los métodos
descritos de PCR en tiempo real. La tecnologia TagMan® esta basada en la actividad
5'—3’ de la Taq polimerasa y en la utilizacién de una sonda doblemente marcada. Las
sondas son secuencias de oligonucleétidos cortas marcadas con una molécula
fluorescente en su extremo 5 y otra molécula apantalladora de fluorescencia en 3’,
cuyos espectros de excitacion y emision solapan, por lo que cuando estan préoximas
producen el fenédmeno de extincion de fluorescencia o quenching por FRET. De esta
forma, cuando la sonda esta intacta no se produce la emision de fluorescencia, sin
embargo, cuando hibrida con su molde de ADN complementario y es hidrolizado por la
actividad exonucleasica 5—3’ de la Taq polimerasa en su avance para generar el

producto de amplificacion, se emitira fluorescencia (Figura 15).

El incremento de la fluorescencia estara en relacion directa con la aparicion del
producto amplificado (Heid et al., 1996). Los protocolos habituales para el uso de las
sondas TagMan® en el PCR en tiempo real, requieren que su Tm, esté 10 °C por
encima de la Tm de los cebadores. Para cumplir este requisito, la sonda debe alcanzar
aproximadamente 27 nucle6tidos. Esto puede suponer una dificultad que obstaculiza
el uso de la sonda para la discriminaciéon de grupos de microorganismos, ya que
puede ser dificil encontrar una region conservada de ADN en la que se den todos los
requisitos para los cebadores y la sonda, y se encuentren espaciados adecuadamente.
Una forma de eludir el uso de sondas de hidrdlisis largas es la utilizacion de
oligonucleétidos modificados por union de moléculas, que aumentan la afinidad por el
surco menor del ADN (sondas MGB, del inglés minor groove binding), permitiendo
reducir el tamafio de la sonda hasta tamafios de 13 a 16 nucle6tidos (Afonina et al.,
1997).
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Figura 15. Mecanismo de accion de sondas de hidrdlisis tipo TaqMan® en el PCR en
tiempo real. A. La reaccion contiene inicialmente los cebadores, nucleétidos y la sonda
marcada en 5 con un fluorocromo (VIC) y en 3’con un amortiguador de fluorescencia
(TAMRA). B. La sonda y los cebadores se unen al ADN diana y se inicia al sintesis de la
cadena de ADN. C. La actividad 5"— 3"exonucleasa de la Tag polimerasa hidroliza la sonda en
su avance para generar el producto de amplificacion. Al separarse los fluor6foros se produce la
consiguiente emision de fluorescencia. Como consecuencia, el nimero de moléculas que
emiten fluorescencia aumenta en la misma medida que se produce la amplificacion del ADN
diana.

6.4.3. Sondas de hibridacion en tandem.

Las sondas de hibridacion tipo tandem (Heid et al., 1996; Wittwer et al., 1997hb),
estan constituidas por dos oligonucleétidos complementarios al ADN diana en regiones
adyacentes en disposicion cabeza-cola marcados cada uno con fluorocromos cuyos
espectros de emision y excitacion solapan (Figura 15). Cuando ambos se unen al
ADN diana en la etapa del PCR de la hibridacion de los cebadores, el donador es
excitado por una fuente de luz externa pasando al fluorocromo aceptor adyacente
parte de su energia mediante interacciones dipolo-dipolo, y la emisién se registrara a

una longitud de onda distinta. La cantidad de luz emitida ser& proporcional al nimero
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de sondas unidas al ADN complementario, que se incrementa con cada ciclo de PCR
(Heid et al., 1996).

6.4.4 Sondas de horquilla (Molecular Beacons).

Las sondas con estructura de horquilla (Molecular Beacons), poseen
secuencias repetidas invertidas (ITR) en sus extremos permitiendo que formen una
estructura de horquilla por complementariedad de las regiones invertidas (Tyagi y
Kramer, 1996; Abravaya et al., 2003; Tan et al., 2004). Esta estructura secundaria
lleva unidos de manera covalente en cada extremo, un fluorocromo y una molécula
apantalladora de fluorescencia o quencher, produciéndose entre ellos el fenémeno
FRET. La zona del tallo tiene secuencias que hibridan para mantener la estructura, y la
zona del bucle presenta la secuencia especifica del ADN diana. La union de la sonda
al ADN es dependiente de la temperatura, de forma que a la temperatura de fusion, si
esta presente en la muestra la secuencia diana del bucle de la sonda, ésta sufrira un
cambio de conformacién despegando su tallo y uniéndose a su ADN complementario.
Al alejarse el fluorocromo del quencher se registrard un aumento de fluorescencia
proporcional a la cantidad de producto amplificado. Al igual que las sondas FRET, en
las sondas horquilla la ADN polimerasa empleada no presenta actividad 5'—3' ni 3'>5'
exonucleasa. Su principal ventaja es que el sistema es altamente especifico (las
dianas han de ser exactamente complementarias) ya que al ser competitivo entre dos
secuencias que dan lugar a distintas conformaciones, se ha de producir un cambio
conformacional para la hibridacién con la secuencia especifica. Ademas, ofrecen la
posibilidad de combinarlas con distintos agentes fluorescentes para identificar varias
secuencias diana en la misma reaccién (Mdltiplex). Sin embargo, tienen el
inconveniente de requerir secuencias largas y tener una gran dependencia de la

temperatura de hibridacion.

Se han desarrollado otras variantes basadas en estructura de horquilla, como
el sistema Scorpion™, que utiliza cebadores que incorporan en el extremo 5’ un bucle
gue mantiene proximos a un fluorocromo y un quencher. El cebador se disefia de
forma que, en parte del lazo, contiene una secuencia complementaria a la region 3" de
la misma cadena en el ADN diana, de manera que, una vez extendida la secuencia por
la polimerasa se forma una estructura de bucle extendido que aleja el flurocromo del
quencher, registrandose la fluorescencia (Whitcombe et al., 1999). El sistema
Amplifluor™ (Nazarenko et al., 1997; Uehara et al., 1999) usa una aproximacion

similar con un cebador en estructura de horquilla que contiene el fluorocromo vy el
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quencher, pero no requiere situar una secuencia complementaria en la regién de la
horquilla, ya que es la propia progresion de la sintesis de la cadena complementaria a
partir del segundo cebador la que da lugar a la pérdida de la estructura y el
alejamiento de las moléculas fluorescentes. Se han realizado varios estudios
comparativos con estos sistemas de deteccion de amplificacion en tiempo real
(Josefsen et al., 2009; Gasparic et al., 2010) y, si bien los resultados pueden ser
excelentes en todos ellos, los métodos basados en sondas o cebadores en horquilla
pueden plantear algunas dificultades debido a la complejidad del disefio de las
secuencias y su dependencia de un ajuste muy exacto de la temperatura de
hibridacion y de lectura de fluorescencia. En la Figura 16 se muestra un esquema-

resumen de los sistemas de deteccion de fluorescencia en PCR en tiempo real.
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Figura 16. Comparacién de las fases de ciclo de amplificacién (D: desnaturalizacién; H:
hibridacién; E: extensién; F: final tras el ciclo) y deteccién de fluorescencia en los sistemas de
PCR en tiempo real mas utilizados. SYBR® Green; Sondas de hidrolisis; Sondas Tandem:
marcadas con fluoréforos aceptor y donante respectivamente, se unen durante la etapa de la
hibridacién de los cebadores. El fluoréforo donador es excitado por una fuente de energia
externa transfiriendo parte de su energia de excitacion al fluoréforo aceptor adyacente que
emite la sefial fluorescente; Sondas Tallo-Lazo: sus extremos 5 y 3’ se encuentran unidos
covalentemente a un fluoréforo y a un inhibidor proximo. En la etapa de la hibridacion, en
presencia de la secuencia complementaria, se despliega alejandose el fluoréforo del inhibidor e

iniciando su fluorescencia.
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6.4.5. Cuantificacion.

La principal ventaja del uso del PCR en tiempo real es la posibilidad de
cuantificar el ADN de partida gracias al registro del aumento de fluorescencia por la
hidrolisis de la sonda en el transcurso de los ciclos de PCR. La cuantificacion se
realiza comparando el niUmero de ciclo, C+, en el cual la muestra problema alcanza un
mismo nivel de fluorescencia que una muestra patrén, cuya concentracion inicial o
numero de copias de ADN es conocida. Si en cada ciclo de PCR se duplica el numero
de moléculas y, por tanto, la fluorescencia registrada, el valor C; debe ser proporcional
al numero de copias de ADN inicial en la muestra. En la Figura 17 se muestra el
incremento en fluorescencia registrado durante el progreso de un PCR en tiempo real
y la relacién entre los valores de Ct de dos muestras que parten de distinto nimero de
copias de ADN diana.
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Figura 17. Esquema de las diferentes etapas de la deteccién de fluorescencia en un
sistema de PCR en tiempo real. En A solo se detecta fluorescencia de fondo. En los ciclos
incluidos en B se observa incremento exponencial de fluorescencia y es posible realizar
medidas tanto cualitativas como cuantitativas. En C la reaccion ha llegado a saturacion o
agotamiento de los reactivos, el nivel de fluorescencia se iguala independientemente de la
cantidad de ADN de partida y la medida sélo es relevante como dato cualitativo (tiempo final).
Para la medida cuantitativa de ADN en dos muestras (lineas y ----), se establece un nivel
de fluorescencia de referencia (linea —). EI C; de cada muestra es el ciclo en el que la
fluorescencia alcanza el nivel de referencia, y es proporcional al nimero de copias iniciales de

ADN en la reaccion.
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El nimero de copias de ADN cuando se alcanza el nivel de fluorescencia de

referencia, Nc, serd proporcional al numero de copias inicial, N;, segun la ecuacion:

Ner = N; x 2¢7

Donde N¢r es el nimero de copias de ADN cuando se alcanza la fluorescencia
de referencia y N; es el numero de copias de ADN diana inicial. Se puede obtener una
representacion lineal rescribiendo la ecuacién (Higuchi et al., 1993):

logNcT — logN; = C log2

Cr = -(1/log2) logN; + logN¢t/log2

de forma que la representacion de cada obtenido con una cantidad N; de ADN
debe producir una recta cuya pendiente es -1/log 2 y el punto de corte con el eje Ct es
logNct/log2. Dado que, experimentalmente, la cantidad de ADN producida en cada
ciclo puede no ser exactamente el doble de la presente en el ciclo previo, se puede

proponer una forma mas general de la ecuacién anterior:

CT = -(1/logE) logN; + logNc/logE

En la que E es la eficiencia de la reaccion de PCR, es decir, el numero de
copias medio de producto de reaccién por ciclo de PCR. Las eficiencias del PCR en
tiempo real pueden ser calculadas experimentalmente a partir del dato de la pendiente
en una representacion de C+ frente al logaritmo de la cantidad de ADN inicial, en una
serie de reacciones realizadas con diferentes cantidades del mismo ADN diana
haciendo diluciones seriadas. El céalculo de la eficiencia de PCR es importante en los
métodos de cuantificaciobn, ya que permite realizar comparaciones entre datos

obtenidos a partir de amplicones distintos. E se calcula de acuerdo a la férmula:

E= lo(—l/pendiente)
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El método de cuantificacion elegido depende de la secuencia diana que se
pretende amplificar, el intervalo esperado de cantidad de ADN presente, el grado de
exactitud requerido, y el tipo de cuantificacion que se vaya a utilizar. En general, dos
tipos de cuantificacion son posibles: la cuantificacion absoluta y la relativa, en la cual
se obtiene una relacidon del nimero de copias de un ADN diana respecto a otro que se
utiliza de referencia. El uso de una u otra aproximacioén depende de los requerimientos

de cada aplicacion.

6.4.5.1. Cuantificacion absoluta.

La cuantificacion absoluta proporciona una valoracion de la cantidad de ADN
diana presente en la muestra. Para su calculo es necesario realizar una curva de
calibracion con ADN de referencia cuantificado por un método independiente para
relacionar la sefial obtenida de la muestra con el nUmero de copias fijo de la curva
estandar. Aunque en ocasiones se indica como cuantificacién absoluta un resultado
obtenido en unidades de masa de ADN, en sentido estricto, mediante PCR en tiempo
real, sélo es posible cuantificar el nUmero de copias de ADN diana presente al inicio de
la reaccion. Por tanto, la cuantificacion absoluta debe expresarse en nimero de copias
del ADN diana (Morrison et al., 1998). El problema fundamental de la cuantificacion
absoluta es que proporciona una valoracion del niumero de copias de ADN diana en la
muestra, pero no cuantifica la cantidad de material presente, ya que el contenido en
ADN por unidad de masa puede variar dependiendo de la naturaleza del material
utilizado (tejidos, 6rganos, etc.). Ademas, requiere un método independiente para
conocer el nimero de copias de ADN diana por unidad de masa en el patrén para
realizar la recta de calibracién. Esto no siempre es sencillo, ya que requiere conocer
con precision el tamafio de la molécula de ADN. Frecuentemente se recurre a la
construccién de pldsmidos que contienen el fragmento de ADN a detectar clonado
para disponer de un dato mas preciso para el calculo del peso molecular, lo que se

traduce en un coste adicional para la realizacion de este tipo de ensayos.

Para usar las curvas de calibracién es necesario comprobar que las eficiencias
del ADN estandar y el de la muestra sean comparables (Ferre, 1992; Souaze et al.,
1996). El disefio de las curvas estandar, su preparacion, la determinacion exacta de
sus concentraciones, su estabilidad a largo plazo y su almacenamiento son factores
gue pueden afectar a los resultados, ya que la cuantificacién del ADN en el PCR en
tiempo real depende exclusivamente de la precision de los estdndares empleados

(Pfaffl, 2008). Entre los principales tipos de estandares utilizados, se demostr6 como
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los numeros de copia variaban durante el almacenaje (de 0 a 14 dias), siendo las
secuencias clonadas mas estables que los productos de PCR. Por tanto, es
conveniente analizar rutinariamente los estandares utilizados ya que de lo contrario,
podrian conducir a la variacion sustancial en los resultados (Dhanasekaran et al.,
2010).

Los métodos de cuantificacion absoluta se utilizan en aplicaciones que
requieren conocer el ndmero de copias del ADN diana, como es el caso de la
cuantificacion de carga viral/bacteriana o la presencia y cuantificacién de transgénicos
en alimentos (Cattori and Hofmann-Lehmann, 2008; Workenhe et al., 2008). Esta
cuantificacion por PCR en tiempo real, usualmente pretende la determinacion del
porcentaje del material investigado dentro del conjunto que constituye la muestra a
analizar. En el caso de transgénicos los resultados se expresan como porcentaje de
material transgénico (construccién especifica) frente a no transgénico de la misma
especie (European Commission, 2004). Para ello, se realizan dos rectas de calibrado
con materiales de referencia, una para el transgén y otra para un gen endégeno de la
misma especie, con cantidades conocidas de ADN en nimero de copias. Extrapolando
los valores de C; para ambos detectores obtenidos con la muestra problema, y
conociendo el niumero de copias por genoma del transgén en el evento, es posible

conocer la relacién de material transgénico frente al no transgénico en la muestra.

6.4.5.2. Cuantificacion relativa.

La cuantificacion relativa compara la cantidad de ADN presente en una muestra
en relacion a la cantidad de otro ADN que se utiliza como referencia (Raeymaekers,
1993). No es necesario conocer las cantidades absolutas ni las concentraciones de
ninguno de los ADNs que se analizan. Las rectas de calibracion se utilizan para
establecer las eficiencias de amplificacion de los dos detectores que se comparan,
pero no se utilizan para extrapolar las cantidades de ADN en la muestra. La
cuantificacion relativa tiene un uso extendido en aplicaciones de expresién génica,
donde se utilizan genes constitutivos para la normalizacion de las medidas realizadas
(She et al.,, 2009). Estos genes suelen codificar proteinas esenciales para el
funcionamiento de las células, por lo que su expresion es menos variable que la de
otros genes, pudiéndose considerar como constante en las condiciones en las que se
pretende realizar la medida de expresion génica (Thellin et al., 1999). De forma
general, la relacion R de la expresion de un gen X en dos condiciones (A y B) se

obtiene con la expresion:
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R = 2-AACT

Donde AAC; es igual a (C+ referencia condicién A-Ct gen X condicién A)-(Ct

referencia condicion B-Cr gen X condicién B).

Un caso particular, que toma elementos de la cuantificacion absoluta y relativa,
es la obtencion de datos semi-cuantitativos para realizar determinaciones del tipo
presencia/ausencia. En este caso, lo que se pretende es determinar si el contenido de
un microorganismo en la muestra supera o no una cantidad o porcentaje determinado.
Los resultados se emiten como positivo o negativo junto con un valor que especifica el
l[imite de deteccion. Asi, si el limite de deteccidon se establece en un 5%, toda muestra
gue contenga menos del 5% del microorganismo analizado se calificarA como negativa
y si supera ese nivel se calificard como positiva. La metodologia de RTi-PCR se puede
adaptar facilmente a esta situacion, tanto mediante medidas de fluorescencia en la
fase exponencial como a tiempo final. Los sistemas se validan con muestras que
contienen el microrganismo a analizar en el entorno del umbral, y se establecen unos
valores de AC; que, teniendo en cuenta la incertidumbre asociada, permitan
diferenciar entre las dos situaciones. Este tipo de aproximacion se usa rutinariamente

en la deteccién de eventos transgénicos que superan el 0,9% en alimentos en Europa.

7. Otras metodologias de deteccion de
Alicyclobacillus spp.

De acuerdo a bibliografia existen otras metodologias de deteccion de

Alicyclobacillus sp., tales como:

- Deteccion de Alicyclobacillus spp. en zumo de frutas a partir de un chip

microarray de ADN gendémico aleatorio (Jun et al., 2011).

- Determinacion indirecta de Alicyclobacillus spp. en zumo de naranja a
partir de la cuantificacion y umbrales sensoriales de guayacol por
cromatografia de gases y espectrofotometria de masas (GC-MS) y su

correlacion con Alicyclobacillus spp. (Perez-Cacho et al., 2011).

- Desarrollo de ensayos indirectos inmuno-enziméatico basados en
anticuerpos policlonales para la deteccion de cepas de Alicyclobacillus en

zumo de manzana (Zhouli et al., 2012).
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- Uso de nariz electrénica en la investigacion de Alicyclobacillus spp. y
Alicyclobacillus acidoterrestris en zumos de frutas (Gobbi et al. 2010;
Hartyani et al., 2013).

- Deteccion de Alicyclobacillus spp. en zumo de manzana por
combinacién de la técnica de separacién inmunomagnética (IMS) y ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) (Zhouli et al., 2013).

- Rapida deteccion de Alicyclobacillus acidoterrestris en zumo
concentrado de manzana a partir de ensayos inmunoenzimaticos
empleando anticuerpos doble sandwich ELISA (DAS-ELISA) (Jianke et al.,
2013; Jianke Li et al., 2014).

- Deteccion en bebidas de zumo de frutas por lengua electrénica (Er-hu Li
et al., 2014).

- Diferenciacién entre aislados de Bacillus y Alicyclobacillus en zumo de
manzana a través de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

en combinacién con analisis multivariados (Al-Holy et al., 2015).
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS






Materiales y métodos

1. Descripcion de muestras.

Las muestras empleadas en los ensayos que abarcan la presente Tesis
Doctoral corresponden a productos comerciales suministrados en cisternas isotermas
o bidones congelados a -18 °C, que constituyen la materia prima empleada en la

elaboracion de bebidas refrescantes a base de frutas, zumos y néctares de frutas.

Todos estos productos deben estar de acuerdo con los requisitos que se les
exige en cuanto a la definicién de origen, variedad y procesado, descritos en el “Code
of Pactice” de AIIN, y conformes a las normas para productos alimenticios de la UE
(Unibn Europea). Son productos libres de conservantes, azlcares afiadidos,
colorantes y otras sustancias extrafias, asi como de alérgenos y OGM’S (Organismos

Modificados Genéticamente).
Las muestras utilizadas han sido:

- Zumo concentrado de uva.

Zumo concentrado de manzana.

- Zumo concentrado de piia.

- Zumo concentrado de naranja.

- Cremogenado de melocotén—nectarina.
- Cremogenado de pera.

- Zumo puro de naranja.

A continuacién se describen brevemente los diagramas de flujo de las distintas

muestras.
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1.1. Zumo concentrado de uva.

El zumo concentrado de uva empleado en este estudio consiste en un producto
comercial de 65° Brix minimo y parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos de
acuerdo con la Guia de Referencia para zumo de uva de AIJN (Rev. May 2011) que
define los pardmetros de aceptabilidad del producto. Se caracteriza por un aspecto
liguido muy fluido, con la consistencia de un jarabe. Limpio y exento de materias
extrafias, sin restos de semillas ni piel, ni tartratos precipitados. En cuanto a
caracteristicas organolépticas presenta color miel y ligeramente acaramelado con
aroma casi neutro, tipico del mosto y sabor tipico a uva. El proceso de elaboracion

gqueda esquematizado en la Figura 18.

Punto
critico

Tratamiento

- Desrasponado/ enzimatico 63 °C
Seleccion Estrujado (Enzima pectinasa
50-200 mg/L)
critico
ACB
\

Tratamiento Pasterizacion Filtracién :
enzimatico 105°C/30 s i o Prensado Escurridor
Clariﬂcacié’n/ Filtracic’m Concen(’frac_:ién Homogeneizacién
Ultrafiltracién final a 65 °Brix

Expedicion Almacenamiento
cisternas en frio -1 °C

]
1
| Precipitacion
H tartratos
1
L

Figura 18. Diagrama de flujo de elaboracion de zumo concentrado de uva.
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1.2. Zumo concentrado de manzana.

El zumo concentrado de manzana es un producto que se caracteriza por
parametros fisico-quimicos definidos en la Guia de Referencia para zumo de manzana
de AIIJN (Rev. May 2011), adquirido normalmente con 70° Brix minimo para la
fabricacion de zumos y néctares. Se trata de un producto liquido transparente, con la
consistencia de un jarabe, no demasiado viscoso. Limpio y libre de componentes
extrafios. Color miel claro sin aspecto tostado. Aroma y sabor limpio y caracteristico de
fruta madura con ausencia de tonos extrafios debido al proceso de elaboracion que se

detalla en la Figura 19.

Punto
critico
ACB

Enzimas P —
Lavado Triturado maceracion fensaco
Ta; 30-50 °C tamendo
unto
critico
ACB Enzimas
1 despectinizacion y -
R desalmidonado Preconcentracion
93 9C/15 s Ultrafiltracién Clarificacion T@ paster.:87 °C
20 °Brix
Filtracion a Concentraciéon - —— Almacenamiento
presién a 70 °Brix g en frio 2,5°C

RN

Expedicion
cisternas

Envasado y
expedicion
bidones

Figura 19. Diagrama de flujo de elaboracion de zumo concentrado de manzana.
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1.3. Zumo concentrado de pina.

El zumo concentrado de pifia es un producto que se comercializa con las
caracteristicas de 60 °Brix minimo y una relacién °Brix/acidez minimo 20,0 para la
fabricacion de bebidas, zumos y néctares de frutas, que cumple los parametros fisico-
quimicos de la Guia de Referencia de AIJN (Rev. May 2011), que determina los
parametros de la aceptabilidad de este producto de acuerdo a requerimientos de
calidad y de autenticidad e identidad del producto. Es un producto liquido viscoso,
limpio y exento de materias extrafas, sin restos de hojas o piel de pifia. Tiene color
amarillo dorado caracteristico, sin aspecto dorado. Los aromas y sabor son limpios
caracteristicos de la fruta madura con ausencia de tonos extrafios debido al proceso

de elaboracion, el cual se describe en la Figura 20.

Preconcentracion

unto
critico

ACB
\¥

Tanque de
recepcion
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Tanque de Filtracia Pasterizacion
compensacion itracion 96 °C/30 s
; anque Concentracion
Centrifuga producto o
65 °Brix
acabado

Almacenamiento
en frio-1°C

Expedicién
bidones

o~

Expedicion
cisternas

Figura 20. Diagrama de flujo de elaboracion de zumo concentrado de pifia.
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1.4. Zumo concentrado de naranja.

El zumo concentrado de naranja es comercializado segun especificaciones de
65 °Brix minimo y relaciéon °Brix/acidez que oscila entre 12,0 y 15,0 generalmente,
cumpliendo los parametros fisico-quimicos definidos en la Guia de Referencia para
zumo de naranja de AIJN (Rev. May 2011) para requerimientos de calidad y
autenticidad e identidad del producto. Es un producto viscoso, limpio y exento de
materiales extrafios. Su color es naranja caracteristico con valor 0J4/0J5 segun
escala de colores USDA (United States Department of Agriculture). Presenta aroma y
sabor pronunciado y agradable, propio de naranjas maduras, con ausencia de tonos
amargos u otros originados por el proceso de elaboracién que se esquematiza en la

Figura 21.
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critico
CcB
\
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critico
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Desamargado enzimatica
/130s
: p Concentracion 5t Almacenamiento
Centrifugacién 60 °Brix Homogeneizacion e
Expedicién Expedicion
bidones cisternas

Figura 21. Diagrama de flujo de procesado de zumo concentrado de naranja.
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1.5. Cremogenado de melocoton-nectarina.

Se trata de una mezcla de cremogenados de melocotdon y nectarina
generalmente recepcionada en cisternas isotermas de uso alimentario para el
consumo en producciones de zumos, bebidas y néctares que contengan esta fruta.
Presenta aspecto de crema homogénea, densa y limpia, sin puntos oscuros y
sustancias extrafias y con tamafo de particula inferior a 0,5 mm. Es un producto con
parametros de calidad y autenticidad descritos en la Guia de Referencia para
zumo/puré de melocoton. Color es amarillo-naranja propio de la fruta madura. Su
aroma y sabor es pronunciado y agradable, tipico de fruta madura con ausencia de
tonos impropios debido a su proceso de elaboracién, el cual es descrito en la Figura
22.

1.6. Cremogenado de pera.

Es una crema blanca, homogénea, densa y limpia sin puntos negros y materias
extrafias, con un tamafio de particula igual o inferior a 0,3 mm. Aroma y sabor tipico de
la fruta madura con ausencia de sabores extrafios debido al proceso de elaboracion.
Suele comercializarse con un valor minimo de 12,0 °Brix en cisternas isotemas o
envasada en barriles asépticos para la producciéon de zumos y néctares de frutas,
cumpliendo los parametros fisico-quimicos y de identidad definidos en la Guia de
Referencia para puré/zumo de pera de AIIN (Rev. May 2011). Las etapas de
produccién para el cremogenado de pera son las mismas que para el cremogenado de

melocoton—nectarina indicadas en la Figura 22.

1.7. Zumo puro de naranja.

El zumo puro de naranja 100% exprimido sin concentrar suele comercializarse
con valores de 11,0 °Brix minimo y ratio (relacién °Brix/acidez) 14 aproximadamente,
para su envasado directo a través de una linea aséptica o para la elaboracion de
zumos y bebidas de frutas. Cumple en cuanto a criterios de calidad y autenticidad de
acuerdo con la Guia de Referencia para zumo de naranja de AIJN (Rev. May 2011).
Presenta un color naranja caracteristico de la fruta sin tonos marrones de oxidacion,
con aroma y sabor pronunciados, frescos y agradables sin presencia de tonos ajenos
originados en el proceso de elaboracidn, sin tonos amargos y restos de semillas

pequefias. El exprimido se realiza conforme a la reglamentacién vigente en la
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Comunidad Europea y la Reglamentaciéon Técnico Sanitaria de zumos (RD 781/2013).

En la Figura 23 se muestran las etapas de proceso de fabricacién de zumo puro de
naranja.

Punto
critico
ACB

Lavado
fruta

Selecciéon
fruta

Deshuesado Triturado

Punto
critico
ACB

Pasterizacion

106 °C/30 s Refinado Tamizado Cocciodn

Almacenamiento Expedicién
<6°C cisternas

Figura 22. Diagrama de flujo de produccién de cremogenado de melocotdn-nectarina y

cremogenado de pera.
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Figura 23. Etapas del proceso de produccion de zumo puro de naranja.
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2. Diseno experimental.

Para la obtencién del objetivo general y de los objetivos especificos de la
presente Tesis Doctoral, las tareas de investigacion fueron disefiadas en 5

experiencias que se describen a continuacion.

= Experiencia 1: Seleccion del tratamiento térmico mas adecuado en la
activacion de esporas de Alicyclobacillus spp. en zumo concentrado de

manzana.

= Experiencia 2: Estudio de la técnica de impedancia eléctrica mas
adecuada para la deteccién de Alicyclobacillus spp. en zumo concentrado

de manzana.

= Experiencia 3: Desarrollo de un método de cuantificacion de
Alicyclobacillus spp. por impedancia eléctrica indirecta en concentrados,
cremogenados y zumos de frutas destinados a la elaboracion de zumos y
bebidas de frutas.

* Experiencia 4: Desarrollo de un método de cuantificacion de
Alicyclobacillus spp. por PCR en concentrados, cremogenados o0 purés y

zumos de frutas empleados en la fabricacién de zumos y bebidas de frutas.

= Experiencia 5: Andlisis quimico y caracterizacion de muestras para
establecer como las caracteristicas quimicas de las distintas materias

primas pueden influir en el crecimiento de Alicyclobacillus spp.
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2.1. Experiencia 1. Seleccion del tratamiento térmico mads

adecuado en la activacion de esporas de Alicyclobacillus spp.en zumo

concentrado de manzana.

Para el estudio de esta primera experiencia, las muestras utilizadas
correspondieron a muestras comerciales de zumo concentrado de manzana,
reconstituidas con agua destilada al contenido de sdlidos solubles de 11,2 °Brix,
indicados en el cédigo AIIN (Asociacién Europea de Productores de Zumos de Frutas)

para el correspondiente zumo comercial elaborado a partir de su concentrado.

Las esporas de Alicyclobacillus spp. utilizadas en la presente tesis doctoral
fueron aisladas a partir de un zumo de melocotén y uva comercial, pasteurizado a 98
°C/30 segundos y envasado asépticamente, el cual contenia una carga de 10? ufc/mL
de este microorganismo. La investigacion se realizdé por amplificacion y secuenciacion
de ADN ribosémico correspondiente al gen 165 resultando Alicyclobacillus

acidoterrestris.

La suspension de esporas a utilizar fue incubada en 50 mL caldo BAT (Bacillus
Acidoterrestris) a 45 + 1 °C durante 7 dias. El nivel de in6culo fue determinado por
recuento de células viables en placa con medio de cultivo BAM Agar (Bacillus
Acidoterrestris Medium) por siembra en superficie a partir del asa de Digrasky
incubada a 45 + 1 °C durante 72 horas obteniendo una concentracién de 4x10°

ufc/mL.

El experimento consistié en la inoculacién de 15 muestras de 10 mL de zumo a
base de concentrado de manzana reconstituido a 11,2 °Brix con alicuotas de
suspension de esporas para lograr una concentracion final en el zumo de 10 ufc/mL,

10% ufe/mL, 10° ufc/mL, 10%ufe/mL y 10° ufc/mL respectivamente.

Después de la adicion de esporas, 5 muestras de zumo fueron sometidas a los
tratamientos térmicos 80 °C/10 minutos, 70 °C/20 minutos y 60 °C/30 minutos

respectivamente, seguido de un enfriamiento inmediato hasta 45 °C aproximadamente.

Posteriormente, los niveles de in6culo fueron confirmados por recuento de
esporas viables en el zumo inoculado, incubado durante 72 horas a 45 + 1 °C en BAM
Agar, inmediatamente después delenfriamiento. La Figura 24 corresponde a un

esquema del estudio realizado en la experiencia 1.
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Figura 24. Etapas de activacion de esporas de Alicyclobacillus spp a diferentes tratamientos

térmicos.
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2.2. Experiencia 2. Estudio de la técnica de impedancia eléctrica

mas adecuada para la deteccion de Alicyclobacillus spp. en zumo

concentrado de manzana.

Para la desarrollo de esta experiencia se emplearon las dos técnicas existentes
de impedancia eléctrica, la directa, basada en la medida directa del cambio de la
conductividad eléctrica del medio, y la indirecta, basada en la valoracion de CO, a

través de la inmersion de los electrodos en una solucion de KOH.

El experimento de deteccion de Alicyclobacillus spp. por impedancia eléctrica
directa, resumido esquematicamente en la Figura 25, consistio en realizar diluciones
decimales de zumo concentrado de manzana, esterilizado previamente en autoclave
(121 °C/20 minutos), en caldo BAT (alicuotas 10 mL de zumo concentrado de
manzana y 90 mL de medio BAT). Posteriormente, las diluciones decimales fueron
inoculadas con diferentes volimenes de inéculo con concentracion de 4x10° ufc/mL de
Alicyclobacillus spp., afiadiendo para ello, 1; 10 10% 10 10* y 10° mL de inéculo,
respectivamente. Cada una fue sometida a tratamiento térmico de 80 °C/10 minutos en
un bafio de agua para la germinacion de esporas e inmediatamente enfriadas hasta 45

°C aproximadamente.

De cada alicuota tratada térmicamente e inoculada con cada uno de los
volumenes indicados arriba, se adicion6 a una celdilla de medida directa estéril (SY-
LAB) con caldo BAT y a otra celdilla que contenia medio de cultivo liquido Bi Media
002 A (SY-LAB). Se introdujeron las celdillas en el sistema de incubacion por
impedancia 4300 Bactrac e incubaron a 45 + 1 °C.

- ) 5 0.1ml 0amt | | 0.mt % s
b — — > HPHY H =
- 4 ) ) .
107

MUESTRA ! 107

Figura 25. Etapas de deteccién de Alicyclobacillus spp. por impedancia eléctrica directa.

El equipo registré en funcién del tiempo los cambios de los valores de M y E,
siendo los dos parametros que detectan los cambios en la conductividad del medio de
cultivo inducido por el crecimiento microbiano, M determinando la impedancia del

Medio y E la impedancia del electrodo. Este método midié directamente el crecimiento
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de los microorganismos viables en el medio. En la Figura 26 se muestra un gréfico
con curvas de crecimiento microbiano medido el tiempo de deteccion por impedancia

eléctrica directa.
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Figura 26. Curvas de crecimiento microbiano detectadas por impedancia eléctrica directa.

El estudio de deteccion de Alicyclobacillus spp. por impedancia eléctrica
indirecta, representado en la Figura 27 consistio, igualmente que en el caso anterior,
en la preparacion de diluciones decimales (1:10) de zumo concentrado de manzana
esterilizado previamente en autoclave (121 °C/20 minutos) en caldo BAT, que fueron
inoculadas con diferentes volimenes de inéculo, el cual contenia una concentracion
de 4x10° ufc/mL de Alicyclobacillus spp., adicionando asi alicuotas de 1 mL; 0,1 mL;
0,01 mL; 0,001 mL, 0,0001 mL y 0,00001 mL, respectivamente. Posteriormente, cada
una se sometié a tratamiento térmico de 80 °C/10 minutos en un bafio de agua para la
activacion de esporas e inmediatamente se enfriaron hasta 45 °C aproximadamente.
Cada alicuota inoculada con cada uno de los volimenes indicados y tratada
térmicamente, de forma paralela, se adiciond a un vial estéril con caldo BAT y a otro

vial que contenia medio de cultivo liquido Bi Media 002 A (SY-LAB).

Los viales se introdujeron en celdillas de medida indirecta (SY-LAB) que
contenia KOH 0,2%. Posteriormente, estas celdillas se incubaron en el sistema de
medicion por impedancia 4300 Bactrac a 45 + 1 °C. El sistema registrd en continuo los
cambios de los valores de M en funcién del tiempo. Este método de impedancia
eléctrica indirecta se diferencia del anterior porque registra la medida de CO,
producido durante el crecimiento de los microorganismos, reaccionando con el KOH y

generando la siguiente reaccion:

CO, + 2 OH'— CO5* + H,0
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Figura 27. Etapas de deteccion de Alicyclobacillus spp. por impedancia eléctrica indirecta.

124



2.3. Experiencia 3. Desarrollo de un método de cuantificacion de

Alicyclobacillus spp. por impedancia eléctrica indirecta en concentrados,

cremogenados y zumos destinados a la elaboracion de zumos y bebidas

de frutas.

Para llevar a cabo esta experiencia se utilizaron muestras de zumos

concentrados de uva blanca, manzana, pifia y naranja, cremogenados de melocotén-
nectarina y pera, y zumo puro de naranja comerciales de uso industrial destinados a la
fabricacion de zumos, néctares y bebidas de frutas, definidos en el apartado

“descripcién de muestras”.

Para la elaboracion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus spp. por
impedancia eléctrica indirecta se tomaron alicuotas de los zumos concentrados de
uva, manzana, pifia y naranja, cremogenados de melocotdn-nectarina y de pera y
zumo puro de naranja, que fueron previamente esterilizadas a 121 °C/20 minutos para
eliminar la flora microbiana posible. Posteriormente, se realizaron diluciones decimales

con cada uno de ellos diluyendo 10 mL de la materia prima en 90 mL de caldo BAT.

Las esporas de Alicyclobacillus spp. utilizadas en la inoculacién para el
desarrollo de esta experiencia, se aislaron de un zumo comercial de melocotén y uva
pasteurizado a 98 °C/30 segundos y envasado asépticamente, empleando como
medio de cultivo BAM Agar. Fueron identificadas por amplificacién y secuenciacion de

ADN ribosémico correspondiente al gen 165, como Alicyclobacillus acidoterrestris.

Una vez identificadas las esporas, fueron incubadas en porciones de 50 mL de
caldo BAT a 45 +1 °C durante un minimo de 7 dias, comprobando el nivel de in6culo
por recuento de células viables en placa, empleando como medio de cultivo BAM Agar
y la técnica de siembra en superficie a partir del asa de Digrasky e incubadas a 45 + 1

°C durante 72 horas obteniendo una concentracién de 4x10° ufc/mL.

Las inoculaciones de cada una de las diluciones realizadas para cada tipo de
producto se realizaron con diferentes volimenes del in6culo con el fin de utilizar para

la construccion del método concentraciones desde 10° hasta 1 ufc/mL.

A continuacion se indican en la Tabla 11 las cantidades afiadidas de in6culo,

muestra y caldo BAT.
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Tabla 11. Esquema de cantidades a afiadir de muestra, caldo BAT e inéculo para el desarrollo

del método de cuantificacion de Alicyclobacillus por impedancia eléctrica indirecta.

Vol. muestra (mL) Vol. caldo BAT (mL) Vol. inoculo (mL)
10 80 10
10 85 5
10 88
10 89
10 89,2 0,8
10 89,25 0,75
10 89,4 0,6
10 89,5 0,5
10 89,6 0,4
10 89,75 0,25
10 89,8 0,2
10 89,9 0,1
10 90 0,08
10 90 0,075
10 90 0,06
10 90 0,05
10 90 0,025
10 90 0,02
10 90 0,01
10 90 0,008
10 90 0,0075
10 90 0,006
10 90 0,005
10 90 0,0025
10 90 0,002
10 90 0,001
10 90 0,0008
10 90 0,00075
10 90 0,0006
10 90 0,0005
10 90 0,00025
10 90 0,0002
10 90 0,0001
10 90 0,00008
10 90 0,000075
10 90 0,00005
10 90 0,000025
10 90 0,00002
10 90 0,00001
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Seguidamente, las diluciones inoculadas indicadas en la Tabla 11 se
sometieron a tratamiento térmico 80 °C/10 minutos en un bafio de agua para la
activacion de esporas, enfriando inmediatamente las muestras hasta un rango de
temperatura entre 40-45 °C. Cada muestra inoculada y por triplicado se incubé en el
sistema de medicion de impedancia Bactrac 4300 SY-LAB a 45 + 1 °C empleando la

técnica indirecta, obteniendo asi la variable tiempo en horas.

De forma paralela, cada una de las muestras incubadas en impedancia fue
analizada por microbiologia clasica, empleando la técnica de siembra en superficie con
un asa de siembra Digralsky e incubando a 45 + 1 °C durante 72 horas, con el fin de
lograr valores de ufc/mL ligados a cada valor de deteccion en horas por el sistema de
impedancia. Con las diferentes diluciones del inéculo sembrado en agar conseguimos
construir la recta patrén para la determinacion cuantitativa de Alicyclobacillus spp. en

las materias primas mencionadas obteniendo la ecuacion de la recta:

y=ax+bhb

donde,

y=log ufc/mL y x=tiempo en horas.
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2.4. Experiencia 4. Desarrollo de un método de cuantificacion de

Alicyclobacillus spp. por PCR en concentrados, cremogenados y zumos

empleados en la fabricacion de zumos y bebidas de frutas.

En primer lugar, se prepararon los cultivos para la inoculacion. Se partié en
todos los casos de cultivos liquidos obtenidos con esporas de Alicyclobacillus spp.,
gue corresponden a una cepa de referencia de Alicyclobacillus acidoterrestris (CECT
7094; Deinhard et al. 1988; Wisotzkey et al.,, 1992). La suspension de esporas fue
incubada en 50 mL de caldo BAT a 45 + 1 °C durante 7 dias. El nivel de inoculo fue
determinado por recuento de células viables en placa a partir de la técnica de siembra
en superficie con el asa de Digrasky, utilizando como medio de cultivo BAM agar e
incubando a 45 + 1 °C durante 72 horas, obteniendo una concentracion final de 2x10°

ufc/mL.

La especificidad de los cebadores y sonda utilizados se comprobdé mediante
RTi-PCR frente a microorganismos presentes habitualmente en zumos de fruta. Para
ello se utiliz6 como diana el ADN procedente de 9 cepas (6 de Alicyclobacillus y 3 de
Bacillus): A. acidoterrestris; A. acidocaldarius; A. acidiphilus; A. contaminans; A.
fastidiosus; A. pomorum; B. subtilis; B. brevis; B. licheniformis; suministradas por la
Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), evaluando en cada caso la amplificacion

0 no, tras el proceso de PCR.

Para abordar la cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris y evaluar la
sensibilidad y eficiencia de la RTi-PCR, se construyeron curvas patrén partiendo del
indculo. Para ello, se tomaron alicuotas de 10 mL del cultivo de Alicyclobacillus
acidoterrestris a una concentracion de 2x10° ufc/mL, de la que se hicieron 5 diluciones
seriadas en agua ultrapura estéril, hasta llegar a una concentracion de 1,6 x 10*
ufc/mL. A continuacion, se tomaron 5 mL de cada dilucion y tras centrifugar (10
minutos a 6.000 g), se extrajo el ADN, (segun método descrito en el apartado de
métodos analiticos), que fue amplificado mediante RTi-PCR. La concentracion de la
mayor dilucién de Alicyclobacillus acidoterrestris que dio un resultado positivo (CT <

40), se definid como limite deteccion.

Para evaluar las prestaciones del método de RTi-PCR puesto a punto, se
contaminaron artificialmente zumos concentrados de uva, manzana, pifia y naranja,
cremogenados de melocoton-nectarina y de pera y zumo puro de naranja, que
constituyen la materia prima a partir de la cual se fabrican los zumos, néctares y

bebidas a base de frutas. Tras esterilizarlas en autoclave a 121 °C durante 20 minutos
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para destruir la carga microbiana viable que pudieran contener, se elaboraron las
correspondientes diluciones decimales (1:10) afiadiendo 10 mL de cada materia prima
a 90 mL de caldo BAT previamente esterilizado. Las diluciones (1:10) fueron
inoculadas posteriormente con distintos volimenes de microorganismo tal como se
muestra en la Tabla 12, para conseguir concentraciones adecuadas (desde 10 hasta
1 ufc/mL) y evaluar las prestaciones del método de analisis y el posible efecto de la

matriz.

Tabla 12. Volimenes de muestra, caldo BAT e in6culo empleados en la elaboracion del

método de determinacion de Alicyclobacillus por PCR.

Vol. muestra (mL) Vol. caldo BAT (mL) Vol. inoculo (mL)

10 90 0

10 89 1

10 89,9 0,1

10 90 0,01

10 90 0,001

10 90 0,0001

10 90 0,00001

Las diluciones inoculadas indicadas en la Tabla 12, fueron sometidas a un
tratamiento térmico (80 °C/10 minutos) en un bafio de agua para la activacion de
esporas, enfriando inmediatamente después hasta 45 °C aproximadamente. Cada
muestra inoculada fue destinada por un lado, a la extraccién de ADN y por otro, al
recuento de esporas viables a través del cultivo por la técnica de siembra en superficie
con un asa de siembra Digralsky e incubando a 45 £+ 1 °C durante 72 horas, para la
obtencién de valores de ufc/mL relacionados con la concentracién de ADN extraido y
determinado por RTi-PCR para cada una de ellas, consiguiendo de esta manera la
recta de calibracion para la cuantificacion absoluta de Alicyclobacillus acidoterrestris

en las materias primas estudiadas.

La reaccién de amplificacion mediante RTi-PCR se llevé a cabo en un equipo
StepOne Plus, que consta de un termociclador con bloque térmico peltier de 96
pocillos junto a un sistema de deteccion fluorimétrica, utilizando el siguiente programa

térmico: un ciclo de desnaturalizacion de 20 segundos a 95 °C (se activa la Taq
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Polimerasa) y 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalizacion a 95 °C y 1 minuto

(extension) a 60 °C.

La fluorescencia se midi6 en el canal 1 (FAM). Para cada una de las muestras,
el ciclo umbral (Cy) se determiné mediante el software del termociclador, utilizando
como fluorescencia umbral (threshold) un valor de 0,1. Los valores de amplificacion
obtenidos a valores de C; < 40 se consideraron como resultados positivo, mientras
que la no amplificacion o amplificacion obtenida a valores de C; = 40, se consideraron
como negativos (Galan et al., 2011). Las curvas de calibrado se obtuvieron
representando los valores de C; en funcion del logaritmo de la concentracion de A.

acidoterrestris adicionado a las muestras.

La curva estandar (amplificando cada una de las concentraciones por triplicado
mediante RTi-PCR), se utilizo para cuantificar A. acidoterrestris en muestras. En todas
las reacciones de PCR, se incluy6 un control positivo (ADN de A. acidoterrestris) y un
control negativo (agua ultrapura estéril). El coeficiente de correlacion (R?) se utilizé
para verificar el ajuste de la linea de tendencia a la puntos de la curva (Fu et al., 2005).
La eficiencia de amplificacién (E) se calculé6 mediante la férmula: [E = 10"/ * — 1],

donde s es la pendiente de la curva estandar (Fontaine y Guillot, 2003).
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2.5. Experiencia 5. Andlisis quimico y caracterizacion de muestras.

En esta experiencia se realizaron los andlisis fisico-quimicos de las muestras
utilizadas en la presente Tesis Doctoral, con la finalidad de estudiar la posible
influencia de alguno de los pardmetros analizados en la supervivencia y el crecimiento

de Alicylobacillus spp.

Los pardmetros fisico-quimicos analizados en los zumos concentrados de uva

y de manzana se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Parametros fisico-quimicos analizados en los zumos concentrados de uva y de

manzana.
ACIDOS AZUCARES
CITRICO GLUCOSA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE  ° BRIX
D-ISOCITRICO FRUCTOSA COMPUESTOS FENOLICOS ~ pH
L-MALICO SACAROSA FLAVONOIDES LIBRES
TARTARICO
FUMARICO

Mientras que los analisis fisico-quimicos realizados en muestras de zumos
concentrados de pifia y de naranja, cremogenados de melocotén-nectarina y de pera y

zumo puro de naranja se indican en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros fisico-quimicos analizados en zumos concentrados de pifia, de naranja,

cremogenados de melocotén-nectarina y de pera y zumo puro de naranja.

ACIDOS AZUCARES
CITRICO GLUCOSA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ° BRIX
D-ISOCITRICO FRUCTOSA COMPUESTOS FENOLICOS pH
L-MALICO SACAROSA FLAVONOIDES LIBRES
TARTARICO PECTINAS SOLUBLES EN AGUA
FUMARICO

Los métodos analiticos utilizados estan descritos y referenciados en el

siguiente apartado.
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3. Métodos analiticos.

En este apartado se describen todas las técnicas analiticas empleadas en el
trabajo experimental de la presente Tesis Doctoral.

3.1. Determinacion de Alicyclobacillus spp. por microbiologia

clasica.

La metodologia empleada esta basada en el método IFUMB12 (IFU, 2007)
“Method on the detection of taint producing Alicyclobacillus in Fruit Juices”,
desarrollado por IFU Working Group of Microbiology y aceptado internacionalmente
para la deteccién de Alicyclobacillus spp. en zumos de frutas.

3.1.1 Equipos y aparatos.
- Autoclave Raypa AES-75 (Barcelona, Espana).
- Cabina de flujo laminar Telstar AV-100 (Barcelona, Espafia).
- Estufa de cultivo Binder BD 53 (Tuttlingen, Alemania)
- Balanza analitica Mettler AJ150 (Barcelona, Espafa).
- Balanza Mettler PR300 (Barcelona, Espafa).
- Bafio de agua t® regulable Selecta Precisterm (Barcelona, Espafia).
- Termémetro XS Instruments modelo TEMP5 (Vernon Hills, USA).

- Agitador excéntrico Ovan modelo VM3 E (Barcelona, Espafa).
3.1.2. Medios de cultivo y reactivos.

- Acido sulfarico 0,5 mol/L (1N) SV (Panreac, Barcelona, Espafia).

- Diluyente Solucién Ringer % (Biokar, Beauvais, France).Tabla 15.
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Tabla 15. Composicion de Diluyente Solucion Ringer Ya.

Composicién (g/L)

Cloruro de sodio
Cloruro de potasio
Cloruro de calcio

Hidrégeno carbonato de sodio

2,250
0,105
0,120
0,050

- Caldo BAT (Scharlau, Barcelona, Spain). Tabla 16.

Tabla 16. Composicion de caldo BAT.

Composicion (g/L)

Extracto levadura
Dextrosa

Hidrégeno fosfato de potasio
Cloruro de calcio
Sulfato de magnesio
Sulfato de amonio
Sulfato de zinc
Sulfato de cobre
Sulfato de manganeso
Cloruro de cobalto
Acido bérico
Molibdato de sodio

2,00
5,00
3,00
0,25
0,50
0,20
0,00018
0,00016
0,00015
0,00018
0,00010
0,00030

pH final 4,0 £ 0,2 a 25 °C.

- BAM AGAR: Solucién A + Solucién B + Soluciéon C.Tabla 17.

Tabla 17. Composicién de BAM Agar.

Solucién A

Extracto levadura, BD, (Becton Dickinson and Company, France)

Cloruro de calcio 2-hidrato (Panreac, Barcelona, Espafia).

Sulfato magnesio 7-hidrato PRS-Codex (Panreac, Barcelona,

Espafia).

Di hidrégeno fosfato de potasio PRS-Codex(Panreac,(Barcelona,

Espafia).

D(+)-Glucosa anhidra PA-ACS, (Panreac, Barcelona, Espafia).

Sulfato de amonio ACS, ISO (Panreac, Barcelona, Espafia).

Agua destilada ACS (Panreac, Barcelona, Espafia).

2,009
0,25¢
0,50¢g

3,00 g

50049

0,20 g
500 mL

pH final 4,0 + 0,2 a 25°C
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Solucién B

Cloruro de cobre (ll) 2-hidrato (Panreac, Barcelona, Espafia). 0,01g
Cloruro de niquel (Il) 6-hidrato (Scharlau, Barcelona, Espafia). 0,02g
Cloruro de cobalto (Il) 6-hidrato (Alfa Aesar,Karlsuhe, Alemania). 0,209
Molibdato de sodio 2-hidrato (BP, Ph. Eur) PRS-Codex (Panreac, 0,03 g
Barcelona, Espafia).

Acido bérico (RFE, USP-NF, BP, Ph. Eur) PRS-Codex (Panreac, 0,30 g
Barcelona, Espafa).

Cloruro de manganeso (Il) 4-hidrato PRS (Panreac, Barcelona, 0,03 g
Espafia).

Sulfato de zinc 7-hidrato PA-ACS (Panreac, Barcelona, Espafia). 0,10g

Agua destilada ACS (Panreac, Barcelona, Espafia). 1000 mL
Solucién C

Agar Industrial (Conda, Madrid, Espafia). 15,00 g

Agua destilada ACS (Panreac, Barcelona, Espafia). 500 mL

3.1.3. Preparacion de medios de cultivo.
- Caldo BAT.

Suspender 11 gramos de polvo en 1 litro de agua destilada y distribuir en
recipientes adecuados. Esterilizar en la autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar
hasta 40-45°C y ajustar el pH a 4,0 £ 0,2 afiadiendo H,SO, 1N y repartir en botellas

estériles.

- BAM Agar.

Preparar las soluciones A, B y C respectivamente y por separado. Esterilizar en
la autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Dejar enfriar hasta 40-45°C. Ajustar el pH
de la solucién A a 4,0 + 0,2 con H,SO, 1N y mezclar bien con las soluciones By C
en un recipiente estéril. Repartir sobre 15 mL de medio de cultivo en placas Petri 90

mm y dejar solidificar en posicion horizontal. Conservar en frigorifico.

3.1.4. Preparacién de la muestra.

Tomar 10 mL de la muestra a analizar (zumo concentrado, cremogenado o
zumo) y diluir en 90 mL de caldo BAT en una botella estéril (suspensién 1:10).
Introducir en un bafio de agua calentada a 80 °C y realizar un choque térmico a 80 °C

durante 10 minutos, enfriar inmediatamente en agua con hielo hasta 40-45°C.
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Dependiendo de la concentracién de indculo, afiadir 1 mL de la suspension 1:10 a un
tubo que contenga 9 mL de diluyente estéril, agitar la mezcla en agitador excéntrico
durante 30 segundos. De esta mezcla se toma 1 mL y se afiade a un nuevo tubo
conteniendo 9 mL del diluyente estéril, solucion Ringer ¥, repitiendo la operacion en 5-
6 tubos. De esta forma se obtiene la “serie de diluciones decimales” que comienza en

10"y contintia con 107, 1073, etc.

3.1.5. Procedimiento.

Partiendo de la serie de diluciones decimales, y por triplicado, se transfiere 0,1
mL de cada una de las diluciones a placas con BAM Agar. El indculo se disemina por
toda la superficie del agar, a partir de un asa de Digralsky estéril. Una vez que el
in6culo sea absorbido se incuban las placas en la estufa de cultivo regulada a 45 + 1
°C en posicion invertida. El periodo de incubacién es de 72 horas. Transcurrida la
incubacion, se realiza el recuento de las colonias en las placas donde estén
perfectamente aisladas, y en aquellas placas en las que el nimero de colonias esté
comprendido entre 30 y 300. El nimero total de colonias contadas se multiplicara por

el factor de dilucion de elegido y se expresard como ufc/mL.

3.2. Determinacion de Alicyclobacillus spp. por impedancia

eléctrica directa e indirecta.

La deteccion de microorganismos, concretamente, Alicyclobacillus spp., por
impedancia eléctrica puede realizarse por las dos formas existentes, impedancia
eléctrica directa, que mide directamente los cambios de conductividad provocados por
el crecimiento del microorganismo, e impedancia eléctrica indirecta, donde el
crecimiento microbiano es detectado a partir del descenso de impedancia originado

por la formacion de CO, generado del metabolismo microbiano.

3.2.1. Equipos y aparatos.

- Sistema incubador impedancia Bactrac modelo 4300 SY-LAB

(Neupurkersdorf, Austria).
- Autoclave Raypa AES-75 (Barcelona, Espafia).

- Cabina de flujo laminar Telstar AV-100 (Barcelona, Espafia).
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- Balanza analitica Mettler AJ150 (Barcelona, Espafa).

- Balanza Mettler PR300 (Barcelona, Espafia).

- Bafio de agua t? regulable Selecta Precisterm (Barcelona, Espaia).
- Termdmetro XS Instruments modelo TEMPS5 (Vernon Hills, USA).

- Celdillas de medida directa de 10 mL cristal esterilizables SY-LAB
(Neupurkersdorf, Austria).

- Celdillas de medida indirecta de 10 mL desechables SY-LAB
(Neupurkersdorf, Austria).

- Viales plastico estériles SY-LAB (Neupurkersdorf, Austria).

3.2.2. Medios de cultivo y reactivos.
- Acido sulfarico 0,5 mol/L (1N) SV (Panreac, Barcelona, Espafa).

- Hidréxido sbédico 85% lentejas, ACS, ISO (Panreac, Barcelona,

Espafia).

- BiMedia 002 A Total Viable Count Medium SY-LAB (Neupurkersdorf,

Austria).

- Caldo BAT (Scharlau, Barcelona, Espafia).

3.2.3. Preparacion de medios de cultivo y reactivos.
- Caldo BAT

Suspender 11 gramos de polvo en 1 litro de agua destilada y distribuir en
recipientes adecuados. Esterilizar en la autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar
hasta 40-45°C y ajustar el pH a 4,0 £ 0,2 afiadiendo H,SO, 1N y repartir en botellas

estériles.

- BiMedia 002 A

Disolver 15 g/L de polvo en agua destilada y distribuir en envases apropiados.
Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El pH final es 7,0 £ 0,2 a 25 °C.

Enfriar y conservar en frigorifico.
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- Hidroxido potasico 0,2%

Pesar 0,235 g de lentejas de KOH (85%) y disolver en agua destilada hasta
100 g disolucion. Conservar en frigorifico.

3.2.4. Preparacion de la muestra.

Tomar 10 mL de la muestra a analizar (zumo concentrado, cremogenado o
zumo) y afadir en 90 mL de caldo BAT en un recipiente estéril. Introducir en un bafio
de agua calentada a 80 °C y someter a choque térmico a 80 °C durante 10 minutos,
enfriar inmediatamente en agua con hielo hasta 40-45 °C.

3.2.5. Procedimiento impedancia eléctrica directa.

Adicionar 1 mL de la muestra ya preparada y tratada térmicamente, por
triplicado, a un celdilla de medida directa, previamente esterilizada en la autoclave a
121 °C durante 20 minutos y conteniendo 9 mL de caldo BAT. Por otro lado, de forma
paralela adicionar 1 mL de la misma muestra, también por triplicado, a una celdilla de
medida directa esterilizada en autoclave a 121 °C durante 20 minutos que contenga 9
mL de BiMedia 002 A. Incubar las celdillas en el sistema analizador Bactrac a 45 = 1
°C un tiempo minimo de 24 horas. El incubador atemperara las celdillas a la
temperatura seleccionada durante 1 hora y registrara en continuo a través de ciclos de
chequeo cada 10 minutos los cambios del valor de M (valor de impedancia del Medio)

en funcion del tiempo. Asi se generara un grafico del tipo reflejado en la Figura 28.

B-value (relative, %a)
&

Figura 28. Deteccién de crecimiento microbiano por Impedancia eléctrica directa.
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3.2.6. Procedimiento impedancia eléctrica indirecta.

Afiadir 2 mL de la muestra a un vial estérii con 2 mL de caldo BAT,
posteriormente introducirlo en una celdilla de medida indirecta que contenga 2 mL de
KOH 0,2%. Realizarlo por triplicado. Paralelamente y también por triplicado, adicionar
2 mL de la misma muestra a un vial estéril con 2 mL de BiMedia 002A, introducir en
una celdilla de medida indirecta que lleve 2 mL de KOH 0,2%. Introducir las celdillas
en el incubador Bactrac 4300 a 45 = 1 °C durante al menos 24 horas. El sistema
calentard las celdillas durante 1 hora hasta alcanzar la temperatura establecida y
posteriormente medira en continuo a través de ciclos de reconocimiento de 10 minutos
los cambios del valor de M en funcion del tiempo. Esta técnica se diferencia de la
anterior, en que registra la medida de CO, producido por la fermentacion provocada

por los microorganismos, reaccionando con el KOH y dando la siguiente ecuacion:
CO, + 2 OH' = CO5* + H,0

El tipo de grafico generado es mostrado en la Figura 29.

Figura 29. Deteccién de crecimiento microbiano por impedancia eléctrica indirecta.

3.3. Extraccion y cuantificacion por PCR de ADN de Alicyclobacillus

spp.

La extraccion de ADN de Alicyclobacillus spp. se realiza a partir de un kit de
extraccion de ADN bacteriano preparado para PCR de la marca Real (Durviz), ref.
RBMEGSO03, a partir de medios de pre-enriquecimiento o enriquecimiento de muestras
de alimentos tal y como se establece en las normas ISO, utilizando MicroSpin

columnas con membranas de fibra de vidrio que unen selectivamente el ADN.
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Para ello, las muestras seran lisadas con las enzimas y tampén de lisis

adecuados y los acidos nucleicos seran lavados para eliminar sales, proteinas y otras

impurezas que puedan ser inhibidores de la PCR y se uniran a la matriz de fibra de

vidrio empaquetada en las Spin microcolumnas utilizadas, siendo a su vez eluidos.

3.3.1 Equipos y aparatos.

- Termociclador StepOne Plus Applied Biosystem (Madrid, Espafia).

- Bafio agua Selecta“Precisdig”, J.P. Selecta (Barcelona, Espafia).

- Microcentrifuga Galaxy 14D méx. 14.000 rpm VWR International

(Alemania).

- Mezclador 100-2.400 1/min VWR International (Alemania).

- Micropipeta (2-20uL) autoclavable Nichipet EX, Nichiryo (Japén).

- Micropipeta (100-1.000uL) Finnpipette Thermo Scientific (USA).

- Micropipeta (20-200uL) Finnpipette Thermo Scientific (USA).

- Microtubos 1,5 mL Eppendorf (Hamburg, Alemania).

- Spin columnas REAL (Valencia, Espafia).

- Tubos de recogida REAL (Valencia, Espania).

- Placas de plastico de 96 pacillos (Applied Biosystems, Madrid, Espafia).
3.3.2. Reactivos.

Agua ultrapura (libre de nucleasas) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Etanol 100% para biologia molecular Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Isopropanol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

El Kit de extraccion contiene los reactivos:
Tampon de lisis/union.

Lisozima: disolver la lisozima en 1,10 mL de agua libre de nucleasas.

Conservar a -20 °C.

Proteinasa K: disolver en 1,0 mL de agua libre de nucleasas. Conservar

a -20 °C.
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- Tampédn de reaccion de la lisozima.

- Tampdn de desinhibicion: adicionar 10 mL de etanol 100%.
- Tampodn de lavado: afiadir 40 mL de etanol 100%.

- Tampdn de elucién. Precalentar a 70 °C antes de su uso.

- Master mix [Life Tagman universal TagMan Universal PCR Master Mix,
No AmpErase UNG; (n. 4364341)], que contiene los nucleétidos,
polimerasa, metales y tampones (2X) (Applied Biosystems, Madrid,
Espafia).

- Cebadores y la sonda (Applied Biosystems, Madrid, Espafia).

3.3.3. Procedimiento de extraccion.
3.3.3.1. Preparacion de las muestras.

Porciones de 10 mL de muestras de zumos concentrados de uva, manzana,
pifia y naranja, cremogenados de melocotén-nectarina y pera y zumo puro de naranja
son diluidas en 90 mL de caldo BAM e inoculadas con diferentes inoculos de
Alicyclobacillus spp. para ser posteriormente tratadas térmicamente a 80 °C/10
minutos para la germinacion de esporas. Inmediatamente después del tratamiento
térmico son enfriadas hasta 45 °C aproximadamente. Con esto conseguimos el medio

de enriqueciemiento necesario para la extraccién de ADN bacteriano.

3.3.3.2. Extraccién de ADN en las muestras inoculadas.

Transferir 1 mL de medio de enriqguecimiento a un microtubo de 1,5 mL e
introducirlo en la microcentrifuga para centrifugar durante 5 minutos a 12.000 rpm-

14.000 rpm. Desechar el liquido sobrenadante.

Afiadir 300 pL del Tampdn de reaccion Lisozima y 20 pL de Lisozima y mezclar

bien. Incubar en el bafio de agua a 37 °C durante 30 minutos.

Adicionar 300 pL del Tampdn de Lisis/union y 20 pyL de Proteinasa K,

homegeneizar e incubar en un bafo de agua durante 10 minutos a 70 °C.

Anadir 150 pL de isopropanol, mezclar bien y centrifugar a 14.000 rpm durante
1 minuto.
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Coger el sobrenadante con una micropipeta de 100-1.000 pL vy llevarlo al
reservorio de la Spin microcolumna con su tubo de recogida para centrifugar durante 1

minuto a 8.000 rpm. Posteriormente eliminar el tubo de recogida.

Colocar la Spin microcolumna en un nuevo tubo de recogida y afiadir al
reservorio 500 pL de Tampoén de Desinhibicion, centrifugar de nuevo a 8.000 rpm

durante 1 minuto. Eliminar el liquido.

Adicionar 500 pL de Tampoén de Lavado al reservorio de la Spin microcolumna
y centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto. Tirar el liquido.

Realizar un segundo lavado afiadiendo de nuevo 500 uL de Tampo6n Lavado en
el reservorio de la Spin microcolumna y centrifugar a 12.000 rpm durante 1 minuto.

Después retirar el liquido.

Centrigugar a 14.000 rpm durante 2 minutos para eliminar el etanol residual.
Eliminar el tubo de recogida e insertar la Spin microcolumna en un microtubo de 1,5
mL. Afadir 100 L de Tampdn de elucién (previamente precalentado a 70 °C) en el

reservorio de la Spin microcolumna y dejar incubar 1 minuto.

Centrifugar a 14.000 rpm durante 1 minuto, desechar la Spin microcolumna,

conteniendo asi el microtubo de 1,5 mL el ADN bacteriano.

Para estimar la concentracion y pureza del ADN extraido, se utilizé un método
fluorimétrico comercial “Fluorescent ADN Quantitation Kit” y el espectrofluorimetro
VersaFluor® (Bio-Rad). La cuantificacion se basa en la utilizacion del fluorocromo bis
Benzimida (Hoechst 33258) que presenta la capacidad de unirse especificamente al
surco menor del ADN de doble cadena, preferentemente a las secuencias A-T. Al
unirse al ADN, el fluorocromo cambia su conformacion y emite fluorescencia. La
variacion de fluorescencia se mide utilizando una longitud de onda de excitacion de

360 nm y una de emisién de 460 nm.

3.3.4. Cuantificacion de ADN por PCR.

Para la cuantificacién, se construyé una recta patron utilizando concentraciones
conocidas de ADN de timo de ternera. Dicha recta patrén se utilizara para interpolar
los valores de fluorescencia obtenidos para las muestras problema de ADN. Este

sistema permite la cuantificacion del ADN de doble cadena entre 10 ng/mL y 5 pg/mL.
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3.3.4.1. Seleccién de cebadores y sonda.

Para la deteccién de Alicyclobacillus acidoterrestris por PCR especifica se
realiz6 en primer lugar una busqueda bibliografica exhaustiva de los cebadores
previamente utilizados y como resultado, se seleccionaron los cebadores: Forward: 5'-
TGAGTAACACGTGGGCAATCTG-3' y Reverse: 5-CTACCCGTGTATTATCCGGCAT-
3, diseflados por Wang et al. (2014), dirigidos a la regiéon 16S rADN del genoma de A.
acidoterrestris y la sonda: 5'-CTTTCAGACTGGAATAAC-3' (FAM-MGB).

Los cebadores y la sonda fueron sintetizados por (Applied Biosystems, Madrid,
Espafia).

3.3.4.2.1 PCR en tiempo real.

La amplificacién por RTi-PCR con sondas TagMan® se llevé a cabo en placas
de plastico de 96 pocillos. EI master mix [Life Tagman universal TagMan Universal
PCR Master Mix, No AmpErase UNG; (n. 4364341)], que contiene los nucleétidos,
polimerasa, metales y tampones (2X) fue suministrado por Applied Biosystems. El
volumen de reaccion fue 25 yL, conteniendo cada pocillo 12,5 pyL del master mix (2X),
0,5 pL de cada primer (300 nM), 1,0 yL de la sonda (200 uM), 2,0 uL de ADN de cada

muestra (a partir de 20 ng) y 8,5 pL de agua ultrapura estéril.

3.4. Determinacion de grados BRIX.

En el estudio y control de zumos concentrados, cremogenados y zumos de
frutas este parametro es de gran importancia, ya que nos indica el porcentaje de

sacarosa en el producto.

3.4.1. Equipos y aparatos.

- Refractdmetro Anton Paar, modelo Abbemat HP, (Alemania).

3.4.2. Patrones.

- Sacarosa, pack de soluciones (14,9%; 19,4%; 23,8%) Vinikit (Panreac,

Barcelona, Espafia).
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3.4.3. Procedimiento.

Para cuantificacién de los soélidos solubles, expresados como grados Brix, se
empled un refractometro digital con sistema Peltier para compensacion de T2,
adicionando unas gotas de muestra homegeneizada al dispositivo de medida del
equipo.

3.5. Determinacion de pH.

Para esta determinacion se utilizé la medida directa del pH de las muestras sin

diluir.

3.5.1. Equipos y aparatos.

- pH-metro Thermo Cientific Orion Star A211, (Paises Bajos).

3.5.2. Patrones.

- Solucién tampén pH 7,00 £+ 0,02 (20 °C) ST (Panreac, Barcelona,

Espafia).

- Solucién tampén pH 4,00 £ 0,02 (20 °C) ST (Panreac, Barcelona,

Espafia).

3.5.3. Procedimiento.

La mediciéon de pH se realizé con un pH-metro introduciendo directamente el

electrodo en la muestra previamente homogeneizada.

3.6. Determinacion de acidos tartarico, L-malico y fumadrico.

El contenido de los &cidos tartarico, mélico y fumarico en zumos de frutas se
determina por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de acuerdo con los
métodos IFUMA 65, (IFU, 2013) “Tartaric acid in grape juice” y IFUMA 72 (IFU, 1998)

“Fumaric acid”.
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3.6.1 Equipos y aparatos.
- Cromatografo liquido de alta resoluciébn compuesto por:

o Bomba Merck-Hitachi Chromaster Pump 5110 (Darmstadt,
Alemania).

e Inyector automético Merck-Hitachi PM 1210 (Darmstadt, Alemania).

o Detector ultravioleta, Merck-Hitachi Priamide PM 1410 (Darmstadt,

Alemania).

¢ Horno termostatizado, Merck-Hitachi PM 1310 (Darmstadt,

Alemania).

e Columna HPLC LiChrospher 100 RP 18 (5 um), (Sigma-Aldrich, St
Louis, USA).

- Filtros de membrana 0,45 micras Chromafil Macherey-Nagel (Duren,

Alemania).

3.6.2. Reactivos.
- Agua destilada, (UV-HPLC) PAI-ACS (Panreac, Barcelona, Espafia).

- Solucién de &cido sulfarico (0,005 mol/L) (Panreac, Barcelona, Espafia).

3.6.3. Patrones.
- Acido tartarico (Panreac, Barcelona, Espafia).
- Acido L-malico (Panreac, Barcelona, Espafia).

- Acido fumérico (Panreac, Barcelona, Espafia).

3.6.4. Procedimiento.
3.6.4.1. Preparacion de las muestras ensayo.

Los zumos son diluidos en una proporcion (1:20) y los concentrados a (1:100)
con agua destilada, después se pasa por filtracion por membrana y se mide
directamente por HPLC. En el caso de zumo concentrado de uva se debe tener la
precaucion de disolver (por calentamiento) los cristales de acido tartarico que puedan

haber precipitado durante el almacenamiento de las muestras en refrigeracion.
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3.6.4.2. Preparacion de las soluciones patrén.

Disolver una cantidad conocida de acido tartarico en agua doble destilada para
dar una solucion estandar de aproximadamente 500 mg/L. Posteriormente, esta
solucién estandar de acido tartérico es diluida con agua doble destilada para conseguir
estandares de calibracion con acido tartarico en el rango de 100 mg/L hasta 500 mg/L.
La solucion patrén de &cido L-malico se prepara de la misma forma e igual
concentracion que el acido tartarico. Para el patrén de acido fumarico se disuelve una
cantidad conocida de éste en agua doble destilada para dar una solucion estandar de
aproximadamente 100 mg/L. Se realizaran diluciones a partir de la solucion estandar
para conseguir estdndares de calibracion con &cido fumarico en el rango de 1 mg/L
hasta 10 mg/L.

3.6.4.3. Condiciones del equipo HPLC.

- Eluyente: solucién acido sulfarico (0,005 mol/L).
- Columna: LiChrospher 100 RP 18 (5 pm).

- Temperatura columna: 40 °C.

- Flujo: aproximadamente 0,6 mL/min. Para evitar la acumulacién de alta
presion, el flujo se debe aumentar lentamente de 0,2 mL/min a 0,6 mL/min

durante el equilibrado de la columna con el eluyente.
- Longitud de onda de deteccién: 210 nm.
- Volumen de inyeccion constante de 15 pL aproximadamente.

- Tiempo de andlisis: 20 minutos.

Tiempo retencion

Acido tartarico Acido L-malico Acido fumarico

10 minutos 11 minutos 14 minutos

3.6.5. Célculo y expresion de resultados.

El contenido de los &cidos tartarico, L-malico y fumarico se calculan a partir de
la media de la altura del pico medio de al menos tres inyecciones de muestra, usando
la relacion determinada entre la altura de pico y contenido de los acidos tartarico, L-
mélico y fumérico de las soluciones de calibracion (recta de calibracion o relacién

matematica determinada empiricamente), en la Figura 30 se muestra un
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cromatograma en donde los picos de color verde corresponden a los patrones y los

picos con linea azul a los &cidos analizados en un zumo concentrado de uva blanca.

Se debe tener en cuenta el factor de dilucién para el calculo. El contenido de
acido tartarico y L-malico es expresado en g/L con dos cifras decimales, el contenido

de &cido fumérico se expresa con una cifra decimal.

< — Ac Tartarico

< —  Ac.Milico

<<, Ac.Fumarico

Figura 30. Cromatograma de determinacion de acidos tartarico, malico y fumarico en zumo

concentrado de uva blanca.

3.7. Determinacion de glucosa, fructosa y sacarosa.

La determinacion de azUcares se realiza basandose en el método IFUMA 67,
(IFU, 2005) “Determination of sugars and sorbitol”. Para ello, los azucares (poli, di y
monosacaridos) son separados por cromatografia en una columna de resina de
intercambio cationico (polimero de poliestireno divinilbencenosulfonado en forma
i6nica Ca*) por elucion isocratica usando una solucién de Ca-EDTA en agua como

fase movil y detectados por medio de un detector de indice de refraccion (RI).

3.7.1. Equipos y aparatos.
- Centrifuga Hermle modelo 2326 (Wehingen, Germany).

- Sistema HPLC compuesto por:
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e Bomba Merck-Hitachi Chromaster Pump 5110 (Darmstadt,
Alemania).

e Horno termostatizado Merck-Hitachi Chromaster 5310 (Darmstadt,
Alemania).

¢ Sistema de deteccion Indice de refraccion Merck-Hitachi Chromaster
5450 (Darmstadt, Alemania).

e Columna de LiChrospher 100 NH2 (5 um) (Sigma-Aldrich, St Louis,
USA).

- Filtros de membrana (0,45 um) Chromafil Macherey-Nagel, (Dlren,

Alemania).
- Jeringa microlitros Hamilton (Suiza).

- Ultrasonidos Elma modelo E-180 H (Singen, Alemania).

3.7.2. Reactivos.

- Agua des-ionazada (UV-HPLC) PAI-ACS (Panreac, Barcelona,
Espafia).

- Ca-EDTA (Panreac, Barcelona, Espafia).

3.7.3. Patrones.
- Glucosa anhidra (Panreac, Barcelona, Espafia).
- Fructosa purisima (Scharlau, Barcelona, Espafia).

- Sacarosa (Panreac, Barcelona, Espafia).

3.7.4. Procedimiento.
3.7.4.1. Preparacion de las muestras ensayo.

Diluir 2 mL de zumo de fruta con agua destilada des-ionizada en una
proporcion (1:5), centrifugar 15 minutos a 1.400 g vy filtrar a través de un filtro de

membrana de 0,45 um.
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3.7.4.2. Preparacion de las soluciones patron.

Una solucién que contiene glucosa, fructosa y sacarosa en agua des-ionizada
se prepara de acuerdo con la concentracion prevista en el jugo de fruta. (Por ejemplo,
1 g de glucosa, 1 g de fructosa y 1 g de sacarosa en 100 mL de agua des-ionizada es
adecuado en el caso de zumo de naranja).

3.7.4.3. Condiciones del equipo HPLC.
- La columna debe mantenerse a 90 °C.

- Disolvente: Ca-EDTA (0,1 mmol/L) disuelto en agua des-ionizada
después de ultrasonidos.

- Flujo: 0,5 mL/min.

- Detector indice de refraccion.
- Area del pico integrado.

- Volumen inyectado 10 pL.

El método debe ser revisado para cada inyeccion individual de los azlcares
simples. Comprobar especialmente la ausencia de inversiébn de sacarosa a altas
temperaturas (85-90 °C). La Figura 31 muestra un cromatograma de azucares de un

zumo concentrado de manzanza.

fructosa glucosa sacarosa maltosa lactosa

9

| | i ¢ =y T — —

Figura 31. Cromatograma de determinacion de glucosa, fructosa y sacarosa de un zumo
concentrado de manzana.
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4. Calculoy expresion de resultados.

Las concentraciones de azUcares en las muestras examinadas se calculan por
comparacion del area del pico de cada azucar de la muestra con el &rea del pico de
los azlcares correspondientes de las soluciones estandares. Se debe tener en cuenta

el factor de dilucion.

3.8. Determinacion de pectinas solubles en agua.

Las sustancias pécticas son analizadas de acuerdo con el método IFUMA 26,
(IFU, 2012) “Determination of Pectin”. Son diferenciadas como pectinas (soluble en
agua), pectato de calcio (oxalato soluble) y protopectina (soluble en alcali). Estos
pueden ser separados uno de otro mediante disolventes apropiados y determinados

individual o conjuntamente.

3.8.1. Equipos y aparatos.

- Espectrofotometro Macherey-Nagel modelo Nanocolor 500D (Diren,

Alemania).
- Centrifuga Hermle modelo 2326 (Wehingen, Alemania).

- Bafos de agua controlada por termostato, 85 °C y 20 °C Ovan modelo

B120 E (Barcelona, Espafia).
- Agitador magnético lka-Werke (Staufen, Alemania).

- Desecador de vacio Vidrio Pirex (Instrumentacién Cientifica Técnica,

S.L., La Rioja, Espania).

- Papel de filtro, Filtros Anoia (Barcelona, Espafa).

3.8.2. Reactivos.
- Etanol 95%, analisis grado (Sigma, St. Louis, USA).
- Solucioén oxalato de amonio (0,75%) (Sigma, st. Louis, USA).
- Hidréxido sodico 1 mol/L SV (Panreac, Barcelona, Espafia).
- Acido sulftrico concentrado, PA (Panreac, Barcelona, Esparia).

- Carbazol (Scharlau, Barcelona, Espafia).
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- Pentoxido de fosforo (P,0s) (Scharlau, Barcelona, Espafia).

3.8.3. Patrones.

- Acido galacturénico monohidrato (Sigma, St. Louis, USA).

3.8.4. Procedimiento.
3.8.4.1. Preparacion de reactivos.

- Etanol 63%: 100 mL de agua destilada es mezclada con 200 mL de
etanol (95%).

- Solucién etandlica carbazol (0,1%): disolver 0,1g carbazol en 100 mL
etanol purificado. Un ensayo en blanco que contenga 1mL de agua, 0,5 mL
de solucion carbazol y 6 mL &cido sulfurico concentrado debe ser
transparente. (Para cada curva estandar la solucion de carbazol debe ser

nueva).

3.8.4.2. Precipitacion de sustancias pécticas.

Mezclar 15 mL de zumo 6 4 g de concentrado con 12 mL de agua en un tubo
de centrifuga de 50 mL graduado con extremo conico. Llenar hasta 40 mL con etanol
95% caliente a 75 °C, y calentar durante 10 minutos en un bafio de agua a 85 °C con
agitacion ocasional con una varilla de vidrio. Posteriormente, completar con etanol
95% hasta alcanzar un volumen de mezcla de 50 mL. Centrifugar durante 15 minutos
a 3.700 rpm durante 15 minutos. Descartar el sobrenadante por decantacién. Lavar el
precipitado con etanol 63% con agitacién ocasional durante 10 minutos en el bafio a

85 °C, centrifugar de nuevo y desechar el sobrenadante.

3.8.4.3.  Extraccién de sustancias pécticas solubles en agua.

Afadir 5 mL de agua destilada al precipitado obtenido anteriormente en un tubo
de centrifuga, suspender el residuo con la ayuda de la varilla de vidrio con punta de
goma. Después de enjuagar con agua destilada hasta conseguir un volumen de 35 mL
y agitar vigorosamente durante 10minutos en el agitador mecanico. Posteriormente,
lavar con 5 mL de agua destilada y centrifugar durante 15 minutos a 3.700 rpm. Tras la

centrifugacion decantar el liquido sobrenadante a través de un filtro colocado en un
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matraz aforado de 100 mL. Lavar un par de veces con 20 mL de agua y afiadiendo los
sobrenadantes al mismo matraz aforado. A continuacién se adicionar 5 mL de NaOH
(Imol/L) y completar la solucion hasta el enrase.

3.8.4.4. Determinacion colorimétrica.

Pipetear 1 mL del extracto obtenido en 2 tubos de ensayo, afadir 0,5 mL de
solucion etandlica de carbazol 0,1% a la muestra y 0,5 mL de etanol 95% a la muestra
comparacion. Se formard un precipitado blanco floculento en la muestra ensayo.
Posteriormente adicionar 6 mL de H,SO, con agitacion vigorosa. Colocar los tubos de
ensayos inmediatamente en un bafio de agua a 85 °C durante 5 minutos, después
enfriar durante 15 minutos a 20 °C en un bafio con agitacién. Medir la absorbancia a
525 nm de la muestra una vez transcurridos 20 minutos frente a la solucion de
comparacion. Para eliminar posibles errores asociados con la solucién de carbazol,
debe ser tenida en cuenta por su absorbancia en blanco. Asi 4 soluciones deben

configurarse (como se indica anteriormente) y medir uno contra el otro:
a) 1mL de extracto + 0,5 mL de solucion carbazol + 6 mL de H,SO,.
b) 1mL de extracto + 0,5 mL de etanol + 6 mL de H,SO,.
¢) 1mL de agua + 0,5 mL de solucion de carbazol + 6 mL de H,SO,.
d) 1mL de agua + 0,5 mL de etanol + 6 mL de H,SO,.

a) Se mide contra b) [Absorbancia x] y ¢) contra d) [Absorbancia y] y la diferencia x-y

se evalla a partir de la curva estandar.

3.8.4.5. Preparacion de la curva estandar.

Pesar exactamente 120,5 mg de acido galacturénico (GA) monohidrato,
transferir a un matraz aforado del litro, afiadir 0,5 mL de NaOH (1mol/L) y completar la
solucién con agua destilada hasta el enrase. Después de mezclar, dejar reposar
durante la noche. Esta solucidn patron contiene acido galacturénico anhidro 100 ug
(GA) por mL. A partir de éste, alicuotas de 10-70 mL (en muestras de 10 mL) se
enrasan hasta 100 mL para obtener concentraciones de acido galacturénico en un
rango comprendido entre 10 y 70 ug/mL. Emplear alicuotas de 1mL de estas
soluciones para la realizacion de la curva de calibracion siguiendo los mismos pasos

gue en el apartado anterior.
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3.8.5. Célculo y expresién de resultados.

El contenido de GA puede ser calculado a partir de cantidades en ug GA para 1

mL de extracto obtenido de la curva estandar.
En zumos:

mg GA/L = yg GA-100
15

En concentrados:
mg GA/kg = ug GA-100

4

El contenido de pectina se expresa en GA mg por litro (mg/L) o en GA mg por

kilogramo (mg/kg) sin decimales.

3.9. Determinacion de acido citrico.

La determinacion de acido citrico se realiza mediante un kit enzimatico
empleado en alimentos de la marca Biopharm, Cat. No 10 139 076 035, basado en el
método IFUMA 22 (IFU, 2005) “Determination of Citric Acid, Enzymatic”, que consiste
en las reacciones explicadas a continuacién: El acido citrico (citrato) es convertido a

oxaloacetato en la reaccion catalizada por la enzima Citrato Liasa (CL).
Citrato —cL— oxaloacetato + acetato (1)

En presencia de la enzima L-malato deshidrogenasa (L-MDH) y de L-lactato
deshidrogenasa (L-LDH), el oxaloacetato y su producto de decarboxilacién, piruvato,
se reducen a L-malato y L-lactato respectivamente, por medio de nicotinamida-adenina
dinucledtido reducido (NADH).

Oxaloacetato + NADH + H* —L-mMpH— L-malato + NAD" (2)
Piruvato + NADH + H" —L-.LoH— L-lactato + NAD" (3)

La cantidad de NADH oxidado en las reacciones (2) y (3) es estequiométrico

con la cantidad de citrato. EIl NADH es medido mediante absorbancia a 340 nm.
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3.9.1.

3.9.2.

Equipos y aparatos.

Espectrofotometro UVmini-1240 Shimadzu (Kioto, Japon).

Cubetas cuarzo 100-OS, Hellma Analytics (Mullheim, Alemania).

Pipeta pipet-lite XLS Rainin, Mettler Toledo (Barcelona, Espafa).

Micropipeta (10-100 yL) Handrop (Espafa).

Reactivos.

Solucién 1: 1,4 g de liofilizado conteniendo:

Tampon glicil-glicina pH 7,8
L-malato deshidrogenasa 136 U aprox.
L-lactato deshidrogenasa 280 U aprox.

NADH 12 U aprox.

3.9.3.

Solucion 2: 50 mg de citrato liasa liofilizada, aprox. 12U.

Patrones.

Solucién 3: solucion estandar de acido citrico para control del ensayo

(su medicion es necesaria para el célculo de resultados).

3.9.4.

Procedimiento.

3.9.4.1. Preparacién de los reactivos.

bidestilada. La solucion es estable 2 semanas a 2-8 °C 6 4 semanas entre -20

°C a -25 °C. Atemperar la solucién a T2 ambiente antes de su utilizacién.

Solucién 2: disolver el contenido de la botella en 0,3 mL de agua

bidestilada. Esta solucién es estable 1 semana a 2-8°C 6 4 semanas entre -20

Solucién 1: disolver el contenido de la botella en 12 mL de agua

oC y -25 °C.

3.9.4.2. Medicion de la muestra.

Diluir el concentrado a los valores indicados en AlJN, en caso de zumos utilizar

directamente.
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Pipeteo en la cubeta Blanco Muestra

Solucién tampoén 1 1,00 mL 1,00 mL
Solucién de muestra - 0,20 mL
Agua bidestilada 2,00 mL 1,80 mL

Mezclar ydespués de que la reaccion haya finalizado (unos 5 minutos) leer
absorbancias de las soluciones (A;). Después iniciar la reaccion de:
Solucién 2 0,02 mL 0,02 mL

Mezclar y leer absorbancias (A,) al finalizar la reacciéon (aprox. 5 minutos).

Determinar la diferencia de absorbancias (A;-A,) para el blanco y las muestras.
Restar la diferencia de absorbancia del blanco de la diferencia de absorbancia de la

muestra correspondiente.

AA = (Al'AZ)muestra'(Al'AZ)blanco

3.9.5. Célculo y expresion de resultados.

De acuerdo a la ecuacion general del calculo de las concentraciones:

V x MW
C= x AA (g/L)
E x d x v x 1000

V= volumen final (mL) = 3,020

v= volumen de muestra (mL) = 0,2

MW= peso molecular de la sustancia a ensayar = 192,1 g/moL
d=pasodeluz (cm)=1

¢ = coeficiente de extincion del NADH a 340 nm = 6,3 (L x mmoL™ x cm™)

Quedando para el &cido citrico (calculado como acido citrico anhidro) y

expresado en g/L.

C =0,460 x AA
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3.10. Determinacion de dacido isocitrico.

Para la determinaciébn de &cido D-isocitrico se emplea un kit enzimatico
destinado al andlisis del acido como tal y sus ésteres en alimentos, de la marca
Biopharm, Cat. No. 10 414 433 035, basado en el método de andlisis IFUMA 54 (IFU,
2005) “Determination of D-Isocitric Acid, Enzymatic, que consta de las siguientes

reacciones:

El 4&cido D-isocitrico (D-isocitrato) es descarboxilado por oxidacion a través de
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP) en presencia de la enzima isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) (1).

D-isocitrato + NADP* —cL—2-oxoglutarato + CO, + NADPH + H* (1)

La cantidad de NADPH formado en la reaccion (1) es estequiométrica respecto
de la cantidad de D-isocitrato. EIl NADPH se determina por absorbancia a 340 nm. El
acido D-isocitrico unido (ésteres, lactonas) se determina después de una hidrélisis
alcalina (2,3) de acuerdo al mismo principio (1).

Acido D-isocitrico éster + H,O—-pH9-10— D-isocitrato + alcohol (2)

Acido D-Isocitrico lactona + H,O —pH9-10— D-isocitrato (3)

3.10.1. Equipos y aparatos.Equipos y aparatos.
- Espectrofotdmetro UVmini-1240 Shimadzu (Kioto, Jap6n).
- Cubetas cuarzo 100-0OS, Hellma Analytics (Millheim, Alemania).
- Pipeta pipet-lite XLS Rainin, Mettler Toledo (Barcelona, Espafia).

- Micropipeta (10-100 uL) Handrop (Espafa).

3.10.2. Reactivos.

- Solucién 1: Buffer imidazol, pH 7,1 aproximadamente.

- Solucién 2: 60 mg de liofilizado compuesto por:

NADP 45 mg
Sulfato manganeso 0,075 M

- Solucién 3: enzima isocitrato deshidrogenasa (ICDH) liofilizada, 5 U

aproximadamente.
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3.10.3. Procedimiento.

3.10.3.1. Preparacion de los reactivos.

- Solucién A: disolver el contenido de la soluciéon 2 con todo el contenido
de la solucion 1. Esta solucién es estable a 2-8 °C durante 4 semanas o 2
meses entre - 15°Cy - 25 °C.

- Solucién B: disolver el contenido de la solucion 3 con 1,8 mL de agua
bidestilada. Conservar durante 4 semanas maximo a 2-8 °C 6 2 meses
entre -15°Cy -25 °C.

3.10.3.2. Mediciéon de la muestra.

Diluir la muestra con agua bidestilada el zumo concentrado a los valores
indicados en AlJN, en caso de cremogenados y zumos utilizar directamente. Enjuagar

la punta de la pipeta con solucion de muestra antes de dispensarla en la cubeta.

Pipeteo en la cubeta Blanco Muestra
Solucién A 1,00 mL 1,00 mL
Solucién de muestra - 0,10 mL
Agua bidestilada 2,00 mL 1,90 mL

Mezclar y después de que la reaccién haya finalizado (unos 3 minutos) leer

absorbancias de las soluciones (A;). Después iniciar la reaccion por adicion de :
Solucién B 0,05 mL 0,05 mL

Mezclar y leer absorbancias (A,) al finalizar la reaccion (aprox. 10 minutos). Si la

reaccion no se ha detenido después de 10 minutos continuar leyendo las

absorbancias a intervalos de 2 minutos hasta que el aumento de las mismas sea

constante durante 2 minutos.

Determinar la diferencia de absorbancias (A;-A) para el blanco y las muestras.
Restar la diferencia de absorbancia del blanco de la diferencia de absorbancia de la
muestra correspondiente.

AA = (A1-Az)muestra-(A1-A2)bianco

3.10.4.Célculo y expresion de resultados.

Segun la ecuacién general del célculo de las concentraciones:
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V x MW
C = e x AA (g/L)
E xdxvx1000

V = volumen final (mL) = 3,050

V = volumen de muestra (mL) = 0,1

MW = peso molecular de la sustancia a ensayar = 192,1 g/moL

D =pasodeluz (cm)=1

¢ = coeficiente de extincion del NADH a 340 nm = 6,3 (L x mmoL™ x cm™)

Quedando para el &cido D-isocitrico (calculado como &cido citrico anhidro) y
expresado en g/L.

C =0,930 x AA

3.11. Determinacion de la actividad antioxidante basada en el

método ORAC.

La determinacion de la actividad antioxidante en los concentrados,
cremogenados y zumo se llevé a cabo segun la técnica descrita por Prior et al., (2003).
El método Oxigen Radicals Absorption Capacity (ORAC) se basa en la pérdida de
fluorescencia sbédica en presencia de radicales peroxilo generados a partir de la
descomposicién térmica del 2,2’-azobis (2-amidino-propano) diclorohidrato (AAHP) a
37 °C. Los resultados vienen expresados en equivalentes de Trolox (analogo de la

vitamina E, soluble en agua).

3.11.1. Equipos y aparatos.

- Multi-Detection Microplate Reader. SynergyTM HT (Biotek Instruments,
Winooski, Vermont, USA).

- Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Alemania).
- Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Alemania).

- Homogenizador (Ika-Werke, Staufen, Alemania).
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3.11.2. Material para anédlisis
- Microplaca de 96 pocillos para analisis (Costar, New York, USA).

- Tubos de fondo conico graduados de 50 mL (tubos Falcom), (Deltalab
S.L., Barcelona, Espafia).

- Tubos de fondo conico graduados de 15 mL (tubos Falcom), (Deltalab
S.L., Deltalab, Barcelona, Espafia).

- Filtros de nylon de 0,45 pm (Whatman, Clifton. NJ, USA).

3.11.3. Reactivos.

- Tampon fosfato salino pH 7,0 [4,384 g de NaH,PO,-H,0O; 8,567 g de
K,HPO,-en 1 L de agual.

- NaH,PO,-H,O (Merck, Darmstadt, Alemania).

- K,HPO, (Scharlau, Barcelona, Espafia).

Fluroesceina sédica (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

2,2’-azobis (2-amidino-propano) diclorohidrato 98% (Acrés Organics,

Geel, Bélgica).

3.11.4. Patrones.

- Acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroméan-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA).

Se utilizé el Trolox como antioxidante de referencia o patrén, preparandose una
soluciéon madre de 500 uM a partir de 0,0125 g de Trolox llevado a 100 mL con tampén
fosfato salino. Diariamente se prepararon 5 patrones de concentraciones 0,0125,
0,0250, 0,0500, 0,1 y 0,1250 mM diluyendo la solucién madre con tampoén fosfato

salino. A partir de éste se preparan los siguientes patrones recogidos en la Tabla 18.
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Tabla 18. Patrones de Trolox empleados en la determinacion de la actividad antioxidante.

Patrones Concentracion TROLOX Dilucion pl TROLOX pl Tampon fosfato

P1 6,25 M 1:80 12,5 987,5
P2 12,5 pM 1:40 25 975
P3 25 uM 1:20 50 950
P4 50 uM 1:10 100 900

3.11.5. Procedimiento.
3.11.5.1. Preparacién de los reactivos.

- Solucién de fluoresceina.

Esta solucién requiere de 2 soluciones madre, solucién stock 1 formada por

0,0225 g de sal sédica de fluoresceina disuelta en 50 mL de tamp6n fosfato y solucién
stock 2 compuesta por 50 pL de solucidn stock 1 disuelta en 10 mL de tampédn fosfato.
Estas soluciones se conservan a -20 °C repartidas en varios eppendorfs. Y solucion de
trabajo constituida por 800 uL de la solucién stock 2 depositados en un matraz aforado
de 50 mL y enrasado hasta su volumen con tampoén fosfato. Atemperar antes de su

utilizacién a 37 °C en un bafio.

- Solucién AAPH.

Pesar 0,216 g de AAPH en un matraz de 10 mL y enrasar con tampén fosfato.
Esta solucion es sensible a la luz y debe mantenerse el menor tiempo posible fuera del
frigorifico para evitar su degradacion, por lo tanto, o bien sacarlo de refrigeracion justo

cuando vaya a ser adicionado o colocar en un vaso de precipitado con hielo.

3.11.5.2. Preparacion de la muestra.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método ORAC las
muestras de zumos concentrados de uva, manzana, pifia y naranja son previamente
diluidas a los grados Brix correspondientes indicados en AIJN, en los cremogenados
de melocotdn-nectarina y de pera y en el zumo puro de naranja este parametro es
determinado directamente. Centrifugar la muestra a 5.000 rpm durante 5-10 minutos y

separar el sobrenadante de la pulpa precipitada.
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Realizar las diluciones con tampon fosfato de (1:250) para los zumos
concentrados de uva, manzana y pifia, dilucién (1:100) para los cremogenados de
melocoton-nectarina y de pera y la dilucién (1:500) para el zumo concentrado de

naranja y zumo puro de naranja.

3.11.5.3. Preparacion de la muestra.

Para esta determinacion la microplaca que se utiliza debe ser de color negro
para evitar interacciones de lectura entre los pocillos. Los bordes se llenan con 200 pL
de agua destilada para evitar el denominado “efecto borde”, mientras que el resto se
completa con los patrones, el blanco y las muestras en las siguientes cantidades
indicadas en la Tabla 19.

Tabla 19.Volumenes de reactivos adicionados a la microplaca para la determinacion de
capacidad antioxidante por ORAC.

Fluoresceina AAPH B (borde) b (Blanco) P1a P4 (Trolox) M (muestra)
200 pL 20 pL 200 pL 20 pL 6,25 a 50 pL 20 pL

Posteriormente la placa se coloca en el lector de placas y el programa ejecuta
lecturas cada minuto durante 1,5 horas para determinar la pérdida de fluorescencia
midiendo la absorbancia en excitacion con una longitud de onda de 485 nm y en

emisioén con longitud de onda de 528 nm.

3.12. Determinacion de compuestos fendlicos totales.

La cuantificacion de los fenoles totales de las muestras estudiadas en la
presente Tesis Doctoral se realizé, tras la hidrélisis 4cida y alcalina de la muestra, y
mediante la técnica espectrofotométrica basada en la utilizacién del método de Folin-
Ciocalteu propuesto por Singleton y Rossi (1965), modificado y adaptado a muestras
de tomate por Gahler et al. (2003).

3.12.1 Aparatos y equipos.

- Espectrofotometro ThermoScientific UV-Visible modelo Evolution 300

(Inglaterra).
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- Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Alemania).

- Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Alemania).

3.12.2. Reactivos.

- Solucién de Na,CO; (Aldrich, Steinheim): pesar 15 g de Na,CO; y
llevarlos a 200 mL con agua.

- Reactivo de Folin-Ciocalteu (Fluka,Buschs, Switzerland): Diluirlo (1:10)

en agua.
- HCI1M.

- Solucién 2M de NaOH (Scharlau, Espafia) en metanol al 75%: 16 g de
NaOH en 50 mL de agua mas 150 mL de metanol.

- Solucién de acido metafosférico (MPA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
0,75 M: 14,7 g de MPA en 200 mL de agua.

- Mezcla de acetona (Quemical, Barcelona, Espafa) /agua 1+1 (v/v).

3.12.3. Patrones.

Solucién madre de &cido galico 0,558 mM: pesar 10,5 mg y llevarlos a 100 mL
con agua. Se reparte la solucion madre en alicuotas de 1 mL en viales y se congela a -
30 °C hasta su uso. A partir de esta solucién se preparan los diferentes patrones que

constituyen la recta de calibrado, comprendidos entre 0 y 100 mg/L.

3.12.4. Procedimiento.
3.12.4.1. Preparacion de la muestra.

Para la determinacién de fenoles totales se tomaron 2 gramos de cada
muestra, pesados en un tubo de centrifuga. A continuacion se le adicion6 1 mL de HCI
1M, agitandose durante 1 minuto e incubandose en un bafio de agua a 37 °C durante
30 minutos. Una vez transcurrida la primera hidrélisis (acida), se retiré del bafio, se
agitoé la muestra durante 1 minuto en vortex y se adicioné 1 mL de NaOH (2M en 75%
de MeOH), agitandose durante 1 minuto e incubandose de nuevo durante 30 minutos
a 37 °C (en agitacion). Tras la hidrdlisis alcalina se adicioné 1 mL de MPA (0,75M), se
agité y centrifugd a 5.000 rpm durante 5 minutos. Una vez concluido el proceso, se

separaron las fases, de forma que el sobrenadante se llevo a un matraz de 10 mL y el
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precipitado se volvié a disolver con 1 mL de Acetona:Agua (1+1), para volver a ser
centrifugado a 5.000 rpm durante 5 minutos. Seguidamente, se unieron los
sobrenadantes y se volvio a centrifugar (5.000 rpm durante 30 minutos). Finalmente se
recogié de nuevo el sobrenadante y se llevd a un volumen final de 10 mL con la
solucién de Acetona:Agua. Las muestras se almacenaron en congelacion a -30 °C

hasta su andlisis.

3.12.4.2. Medicion de la muestra.

Para cuantificar los compuestos fendlicos totales se realiz6 la reaccion
colorimétrica con el reactivo de Folin-Ciocalteu diluido, pipeteando en las microcubetas
de plastico los voliumenes recogidos en la Tabla 20.

Posteriormente, las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 2
horas y se midi6 la absorbancia a 750 nm realizando el autocero frente al aire sin
cubeta. Los resultados fueron expresados como mg de equivalentes de &cido galico
(GAE)/kg de peso fresco, de acuerdo a la recta patrén elaborada con las diferentes

soluciones patrones, tal y como se muestra en la siguiente Figura 32.

Tabla 20. Procedimiento de cuantificacion de los compuestos fendlicos totales.

Blanco P1 P2 P3 P4 P5 Muestra
C (mg/L de &c. Galico) 0 20 40 60 80 100 --
Solucién de &c. Gélico - 20pL  40pL 60 u 80puL 100 pL -
Agua 100 pL 80puL 60pL  40pL  20puL - -
Muestra -- -- -- -- -- -- 100 pL
Folin-Ciocalteu (1:10) 05mL O5mL O05mL O5mL O05mL 05mL 0,5 mL
Solucién de Na,COs 04mL 04mL O04mL O04mL 04mL 0,4mL 0,4 mL
1.2 4 1.000
1.0 - 0.803
0.8 - 0.623
2 os | 0.430
< ' 0.223 y = 0.0099x+ 0.0179
T 04 4 ' R? = 0.9988
0.2 -
0.0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

mg de acido galico/L

Figura 32. Recta patron de los compuestos fendlicos.
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3.13. Determinacion Determinacion de flavonoides libres.

La cuantificacion de los flavonoides en las diferentes muestras empleadas se

realizé mediante la técnica espectrofotométrica descrita por Dewanto et al. (2002) para

la determinacion de flavonoides en tomates.

3.13.1. Aparatos y equipos.

Espectrofotometro ThermoScientific UV-Visible modelo Evolution 300

(Inglaterra).

Agitador de tubos Heidolph (Schwabach, Alemania).

Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5804 R (Hamburg, Alemania).

3.13.2. Reactivos.

Solucién de NaNO, (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) al 5%.
AICI; 6H,0 (Aldrich, Steinheim, Alemania)
Solucion de NaOH (Scharlau, Espafia) 1M.

(+)-Catequina (Sigma, St. Louis, USA).

3.13.3. Patron.

La (+)-Catequina fue usada como estandar usando las siguientes soluciones:

10, 20, 40, 60, 80 y 100 mg/L para obtener la recta patrén que aparece en la Figura

33.

dABS

0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

. 0.296
. 0.223

y =0,0029x + 0,0012
R?=0,9945

0 20 40 60 80 100 120

mg (+)-catequinallL

Figura 33. Recta patron flavonoides.
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3.13.4.Procedimiento.

Para la determinacion de los flavonoides libres se tom6 una alicuota de 200 pL
de un extracto de acuoso de las diferentes muestras, que fue preparada mezclando 2
g de muestra con 10 mL de agua destilada, separando el sobrenadante mediante
centrifugacion. Posteriormente, el volumen del extracto fue mezclado con 1,25 mL de
agua destilada adicionando seguidamente 75 pL de NaNO, al 5%. Pasados 6 minutos,
se afladieron 160 pL de una solucién de AlCl; 6H,0 y se dejé durante 5 minutos antes
de afiadir 500 pL de NaOH 1M. Finalmente, la mezcla se llevé a un volumen de 2,5 mL
con agua destilada agitando en un agitador de tubos hasta conseguir la completa
homogenizacion. La absorbancia se midi6 en el espectrofotbmetro a 510 nm,
inmediatamente después del blanco y los patrones. El contenido total de flavonoides
se cuantifica de acuerdo a la recta patron (Figura 33) y es expresado como mg
equivalentes de catequina (CE) por kg de producto (Dewanto et al., 2002).
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION






Resultados y discusion

1. Experiencia 1. Seleccion del tratamiento
térmico mds adecuado para la activacion de esporas de
Alicyclobacillus spp.

La Tabla 21 muestra los valores de concentracion expresada en log (ufc/mL)
de Alicyclobacillus acidoterrestris empleado en la inoculacién del zumo concentrado de
manzana, reconstituido a 11,2 °Brix, para la aplicacion de los tratamientos térmicos.
Para ello, las esporas utilizadas en la inoculacion se aislaron de un zumo de
melocotébn y uva comercial pasteurizado a 98 °C/30 segundos, y envasado
asépticamente. Estas esporas fueron identificadas como A. acidoterrestris tras la
investigacion por amplificacién y secuenciacion de ADN ribosémico correspondiente al
gen 165. La concentracién de inéculo para el estudio fue de 4x10° ufc/mL, y se
utilizaron dos técnicas de analisis: 1) La siembra en superficie adicionando 0,1 mL de
cada una de las diluciones decimales del inéculo sobre una placa Petri con el medio
de cultivo BAM Agar y extendiendo el indculo con un asa de siembra llamada de
Digrasky; y 2) La siembra en masa, afiadiendo 1 mL de cada una de las diluciones
decimales del in6culo a una placa Petri estéril vacia, adicionando unos 20 mL de
medio de cultivo BAM Agar atemperado a 45 °C aproximadamente y girando la placa
en el mismo sentido y sentido contrario a las agujas del reloj para mezclar el indculo y
el medio de cultivo. Las placas cultivadas por ambas técnicas se incubaron durante 72
horas a 45 + 1 °C. Los resultados recogidos por siembra en superficie fueron mas
satisfactorios que los obtenidos por siembra en masa o en profundidad. A la vista de
los resultados obtenidos y de acuerdo con estudios realizados por Yokota et al. (2007),
al tratarse de una bacteria aerobia, la técnica de siembra en masa y en profundidad

inhibe ligeramente el crecimiento microbiano y el desarrollo de colonias.

En las Tabla 22 y Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo
para la activacion de las esporas de Alicyclobacillus acidoterrestris. En este ensayo se
emplearon muestras de zumo concentrado de manzana reconstituido a 11,2 °Brix que
fueron inoculadas con distintos volumenes de inoculo de Alicyclobacillus

acidoterrestris, con una concentraciéon de 4x10° ufc/mL. Tras la aplicacion de los tres

167



tratamientos térmicos seleccionados, se confirmé la concentracién del microorganismo
por recuento de esporas viables, mediante la incubacién durante 72 horas a 45 + 1 °C
en BAM Agar.

La Tabla 22 recoge el recuento de microorganismo expresado en log (ufc/mL)
obtenido en los tres tratamientos térmicos de activacion de esporas y en las distintas
diluciones del in6culo, observando que no hay diferencias significativas en los
recuentos de acuerdo a las condiciones de temperatura y tratamiento aplicadas en el
ensayo. Estos datos fueron comparados con las ufc/mL esperados o tedricos no

existiendo diferencias con los datos experimentales obtenidos.

En la Tabla 23 se muestran los resultados de recuperacion de las esporas,
cuando las alicuotas de concentrado de zumo reconstituido a 11,2 °Brix inoculadas
con diferentes volumenes del inéculo fueron tratadas térmicamente. De acuerdo a los
resultados obtenidos, tras someter cada muestra a los tratamientos de shock térmico
seleccionados conseguimos porcentajes de recuperacidbn de esporas elevados,
observando resultados similares en los tres tratamientos térmicos, que oscilaron entre
75% y 100%, sin mostrar un comportamiento asociado con la concentracién de

in6culo.

Los tratamientos que hemos aplicados en este estudio fueron seleccionados de
acuerdo a investigaciones realizadas por otros autores. Splittstoesser et al. (1998)
observaron un 100% de recuperacion cuando las esporas eran tratadas térmicamente
a 60 °C durante 30 minutos. Eiroa et al. (1999) obtuvieron una alta recuperacion de
microorganismo cuando trataban las muestras térmicamente a 70 °C durante 20
minutos. Walls y Chuyate (2000) observaron que cuando inoculaban la muestra con
niveles bajos de Alicyclobacillus spp., el shock térmico a 80 °C durante 10 minutos
mostraba recuentos mas altos que aplicando tratamientos térmicos de 60 °C durante

30 minutos o de 100 °C durante 5 minutos.

Hay que destacar que en nuestro estudio no hemos observado diferencias de
acuerdo a las condiciones de tratamiento térmico aplicados, coincidiendo con los
resultados publicados por Chang y Kang (2004), quienes describieron que en inéculos
con alta concentracion de Alicyclobacillus spp. (10° esporas/mL) no existen diferencias

significativas entre los tratamientos térmicos de activacion de las esporas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccion6 en el presente estudio el
tratamiento a 80 °C durante 10 min como el método mas adecuado para aplicar el
shock térmico para la activacién de las esporas, resultando mas rapido al emplear

menor tiempo en la determinacion de este microorganismo.
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Tabla 21. Recuentos expresados en log (ufc/mL) de Alicyclobacillus acidoterrestris por las

técnicas de siembra en superficie y en masa’.

Dilucién in6culo Siembra superficie Siembra en masa
0 > 2,48 > 2,48
1x10* > 2,48 > 2,48
1x1072 4,59 + 0,03 4,24 + 0,05
1x1073 3,59 + 0,02 3,38 + 0,01
1x10™ 2,60 + 0,02 2,19+ 0,04
1x10° 1,61 + 0,04 0,90 + 0,05
1x10° 0,59 + 0,11 n.d.
1x107 n.d. n.d.

'Los datos se muestran como la media + desviacién estandar (n=3). n.d.: no detectado.
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Tabla 22. Recuentos en log (ufc/mL) de Alicyclobacillus acidoterrestris en BAM Agar tras inocular un zumo concentrado de manzana con distintos volumenes

de inéculo y tras aplicar diferentes tratamientos térmicos.*

Volumen inoculo Volumen muestra

log (ufc/mL)

o 80 °C/10 min 70°C/20 min 60 °C/30 min
(mL) (mL) tedrica
1 9,0 5,60 5,56 + 0,02 5,54 + 0,03 5,56 £ 0,02
0,1 9,9 4,60 4,50 + 0,02 4,51 + 0,03 4,51 +0,04
0,01 10,0 3,60 3,58 £ 0,01 3,49+ 0,01 3,62+0,01
0,001 10,0 2,60 2,50 £ 0,02 2,52 + 0,04 2,54 +0,02
0,0001 10,0 1,60 1,59 £ 0,01 1,56 £ 0,01 1,57+ 0,01

!Los datos vienen reflejados como la media + desviacién estandar (n=3).
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Tabla 23. Porcentaje de recuperacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en medio BAM Agar en diferentes diluciones del in6culo la tras aplicacion de choques

térmicos.
% Recuperacion
Volumen inoculo  Volumen muestra ) i .
80 °C/10 min 70 °C/20 min 60 °C/30 min

(mL) (mL)
1 9,0 92% 86% 93%
0,1 9,9 78% 82% 90%
0,01 10,0 95% 78% 80%
0,001 10,0 78% 83% 84%
0,0001 10,0 98% 92% 92%
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2. Experiencia 2. Estudio de la técnica de
Impedancia Eléctrica mds adecuada para la deteccion de
Alicyclobacillus spp.

En la segunda experiencia evaluamos la técnica de impedancia mas adecuada
como método rapido de andlisis para la deteccion de Alicyclobacillus acidoterrestris en
zumos concentrados, cremogenados y zumos destinados a la elaboracion de zumos y
bebidas de frutas. Para ello, se estudiaron las dos técnicas existentes, impedancia
eléctrica directa e impedancia eléctrica indirecta.

La Tabla 24 recoge los resultados obtenidos con la técnica de impedancia
eléctrica directa, que fue evaluada comparando, por un lado el recuento de esporas
viables en placa en BAM Agar, incubadas a 45 + 1 °C durante 72 horas, en alicuotas
de 10 mL de zumo concentrado de manzana reconstituido a 11,2 °Brix que fueron
inoculadas con distintos volimenes de indculo con una concentracion de 4x10°
ufc/mL, sometidas al tratamiento de choque térmico seleccionado en la experiencia 1,
de 80 °C durante 10 minutos; y por otro lado la incubacién paralela en el equipo de
impedancia Bactrac, a 45 + 1 °C, utilizando dos medios de cultivo, BiMedia 002 A
(ajustado a pH 4,00) y caldo BAT, caldo mas apropiado para el desarrollo de este

microorganismo.

Los resultados obtenidos muestran que no hubo crecimiento del
microorganismo tras la medicion por esta técnica rapida, al no registrar cambios en la
impedancia del medio, por lo que se procedié a ensayar el método indirecto. Los
resultados obtenidos pueden deberse a los medios de cultivo empleados, ya que, por
un lado, el caldo BAT como medio de cultivo selectivo para el crecimiento de
Alicyclobacillus acidoterrestris no sea apropiado para la deteccién por impedancia
eléctrica directa, debido principalmente al contenido de sales que contiene (Owens et
al., 1989; Bolton, 1990; Blivet et al., 1998); y por otro lado, a que este microorganismo
no sea capaz de desarrollarse en el medio de cultivo genérico de aerobios totales
BiMedia 002 A, acidificado a pH 4,00 (Silva et al., 1999; Silva, 2000a; Silva et al.,
2000b; Murray et al., 2007).

En la Tabla 25 se exponen los resultados del estudio tras la aplicacion de la
técnica de impedancia eléctrica indirecta para la deteccién de Alicyclobacillus
acidoterrestris empleando volimenes de 10 mL de zumo concentrado de manzana,

diluido a 11,2 °Brix, inoculadas con distintos volimenes de indculo (4><106 ufc/mL),
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tratadas térmicamente a 80 °C/10 minutos. Las incubaciones se llevaron a cabo de
manera paralela, en el incubador mediante impedancia Bactrac a 45 + 1 °C empleando

dos medios de cultivo, caldo BAM y BiMedia 002 A ajustado a pH 4,00, y en placa en
BAM Agar durante 72 horas a 45 + 1 °C.
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Tabla 24. Deteccion de Alicyclobacillus acidoterrestris por impedancia eléctrica directa.

Recuento en placa log (ufc/mL) Impedancia eléctrica directa
Volumen in6culo (mL) Volumen muestra BAM Agar Caldo BAT Caldo BiMedia 002 A

1 9 5,10 £ 0,09 n.d. n.d.

0,1 9,9 4,03 £ 0,02 n.d. n.d.

0,01 10 3,29+0,01 n.d. n.d.

0,001 10 2,29 +0,03 n.d. n.d.

0,0001 10 1,04 + 0,04 n.d. n.d.
0,00001 10 0,00 n.d. n.d.

!Los datos estan expresados como la media + desviacién estandar (n=3). n.d.: no detectado.
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Tabla 25. Deteccion de Alicyclobacillus acidoterrestris por impedancia eléctrica indirecta’.

Recuento en placa (log ufc/mL)

Tiempo de deteccion impedancia eléctrica indirecta (horas)

Volumen inéculo (mL) Volumen muestra BAM Agar Caldo BAT Caldo BiMedia 002 A
1 9 5,26 £ 0,02 10,96 £ 0,17 n.d.
0,1 9,9 4,25 + 0,05 14,84 + 0,26 n.d.
0,01 10 3,27 £ 0,03 18,79 £ 0,32 n.d.
0,001 10 2,21+0,04 22,51 +0,19 n.d.
0,0001 10 1,26 + 0,04 25,89+0,11 n.d.
0,00001 10 0,00 28,47 £1,36 n.d.

!Los datos se indican como la media + deviacion estandar (n=3). n.d.: no detectado.
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El estudio de detecciéon de Alicyclobacillus acidoterrestris en un principio se
llevé a cabo mediante la técnica de impedancia eléctrica directa, ya que por las
caracteristicas de este microorganismo estudiadas por Goto et al. (2006), durante el
metabolismo de los azlcares se produce formacién de &cidos sin produccion de gas.
Por lo tanto, era de esperar obtener resultados satisfactorios al producirse cambios en
la impedancia del medio. Sin embargo, no observamos crecimiento a las diferentes
concentraciones de indculo ensayadas. Por el contrario, en la determinacién de
Alicyclobacillus acidoterrestris por impedancia eléctrica indirecta obtuvimos una
respuesta favorable, detectando crecimiento de esta bacteria de manera eficaz, y con
una proporcionalidad inversa, variando el tiempo de detecciébn en funcién de la
concentracion de microorganismo detectada. Es decir, que a mayor concentracion de
bacteria el sistema es capaz de detectar la presencia del microorganismo en menor
tiempo, resultando un coeficiente de correlacién de -0,982 y varianza corregida R? de
0,964, coincidiendo con las investigaciones realizadas por autores (Cady et al., 1978;
Eden y Eden, 1984). En la Figura 34 se muestra el andlisis de regresion entre el
logaritmo de unidades formadoras de colonias y el tiempo de deteccién empleando la
técnica de impedancia eléctrica indirecta para la deteccion de Alicyclobacillus

acidoterrestris.

De acuerdo a los resultados obtenidos observamos que la técnica de
impedancia eléctrica indirecta es la mas adecuada para la detecciobn de
Alicyclobacillus acidoterrestris, ya que es capaz de mostrar cambios en la
conductividad del medio debido a la formacion de CO, y en consecuencia provocar

variaciones en la impedancia del medio, medida por el parametro “%M”.

De aqui deducimos que a pesar de que el Alicyclobacillus acidoterrestris no
produce gas como consecuencia de su actividad metabdlica sobre los azucares, la
formacion de guayacol a partir de la ruta de descarboxilacion del acido feralico hacia la
formacién de vainillina y &cido vainillico, va acompafada de la formacion de CO,
(Peleg et al., 1992; Pettipher et al., 1997; Goto, 2000; Witthuhn et al., 2012). El CO,
liberado en la sintesis de guayacol, reacciona con el KOH que contiene el vial de
medida empleado en este método de analisis, dando lugar a hidrégeno carbonato
potasico segun la siguiente reaccion, aumentando la conductividad eléctrica y

causando una disminucién en los valores de impedancia: 2 KOH + 2 CO,—2 KHCO:.

En esta experiencia obtuvimos resultados similares a los descritos por otros
autores como Silley y Forsythe (1996), Owens et al. (1989), Ribeiro et al. (2003), que
determinaron la presencia de actividad microbiana a partir de la absorcion de CO,

producido por la actividad metabdlica de levaduras en zumos de frutas y Escherichia
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coli en agua potable, que crecen en un medio de cultivo, a medida que el CO, es
absorbido por una solucién alcalina de KOH, produciendo una disminucién en los

valores de impedancia.

En la Figura 35 se muestra el grafico con las curvas de deteccion de
Alicyclobacillus acidoterrestris por impedancia eléctrica indirecta obtenidos en este
estudio para la técnica de impedancia eléctrica indirecta debemos destacar que el
medio de cultivo idoneo para el desarrollo de Alicyclobacillus acidoterrestris es el caldo
BAT, que ademas es detectado por esta técnica, a pesar de su composicion.
Observamos que cuando empleamos el medio de cultivo genérico para deteccion de
recuento total de microorganismos viables, especifico de este equipo, acidificado hasta
pH 4,00 para favorecer la proliferacion de Alicyclobacillus acidoterrestris no aparece
ninguna sefial de crecimiento bacteriano en el equipo. Sin embargo, la incubacion en
el equipo de impedancia utilizando como medio de cultivo el caldo BAT se detecta
desarrollo de Alicyclobacillus acidoterrestris. Esto puede ser debido a que las trazas de
elementos y concentracion de glucosa de este medio, son adecuados para promover

el crecimiento de Alicyclobacillus acidoterrestris (Jensen, 2005).

Como resultado de esta experiencia queda demostrado que la técnica por
impedancia eléctrica indirecta, empleando como medio de cultivo caldo BAT, es la mas
apropiada para la determinacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en zumos de frutas,
pues es capaz de detectar crecimiento a partir de la formacién de CO, provocando una
disminucion en la impedancia proporcional a la concentracion de microorganismo.
Ademas es capaz de detectar la presencia de Alicyclobacillus acidoterrestris a
concentraciones bajas, dentro del rango que se pueden encontrar en las materias
primas empleadas habitualmente en la industria alimentaria. Pettipher et al. (1997)
detect6 guayacol en zumo de naranja y zumo de manzana que contenian
concentraciones de 10° ufc/mL de Alicyclobacillus acidoterrestris. Komitopoulou et al.
(1999) también obtuvieron resultados similares, A. acidoterrestris se desarroll6 en
zumo de manzana, zumo de naranja y zumo de pomelo después de 8 dias
conservados a 30 °C incrementando mas de 4 unidades logaritmicas hasta alcanzar
concentraciones de 10°-107 ufc/mL. En todos los casos estudiados, el deterioro de los
zumos de frutas es detectado por el mal sabor originado por el guayacol después de 4
dias, alcanzando A. acidoterrestris concentraciones de 10° ufc/mL (Chang y Kang,
2004; Witthuhn et al., 2013).
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Figura 34. Representacién grafica de la correlacién obtenida entre el tiempo de deteccién medido por impedancia eléctrica indirecta y el logaritmo decimal de

las ufc/mL a partir de microbiologia clasica empleando medio BAM Agar para la deteccion de Alicyclobacillus acidoterrestris.
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Figura 35. Curvas de crecimiento de Alicyclobacillus acidoterrestris por impedancia eléctrica
indirecta, donde se representa el tiempo de ensayo frente al porcentaje de cambio de

impedancia en el medio de cultivo.
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3. Experiencia 3. Desarrollo de un método de
cuantificacion de Alicyclobacillus spp. por impedancia
eléctrica indirecta en concentrados, cremogenados y
zumos destinados a la elaboracion de zumos y bebidas
de frutas.

En esta experiencia se llevd a cabo el desarrollo de un método de
cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris mediante la técnica de impedancia
eléctrica indirecta para cada una de las materias primas comerciales elegidas en este
estudio, destinadas a la elaboracion de zumos y otras bebidas a base de frutas, como
son los zumos concentrados de uva, manzana, naranja y pifia, los cremogenados de
melocotén-nectarina y de pera, y zumo puro de naranja, todos previamente
esterilizados en autoclave a 121 °C durante 20 minutos para eliminar la posible carga

microbiana que pudieran contener.

El desarrollo del método se realiz6 de forma individual para cada uno de los
zumos concentrados, cremogenados y zumo, a partir de diluciones decimales (1:10)
formadas por 10 mL de muestra y 90 mL de caldo BAM, e inoculadas con diferentes
volimenes de indculo de Alicyclobacillus acidoterrestris (4x10° ufc/mL), con el fin de
lograr concentraciones desde 10° hasta 1 ufc/mL. El indculo de este microorganismo
empleado en el estudio fue aislado de un zumo de melocotén y uva comercial
pasteurizado a 98 °C/30 segundos e identificado por amplificaciéon y secuenciaciéon de

ADN ribosémico correspondiente al gen 165, como Alicyclobacillus acidoterrestris.

Las diluciones (1:10) inoculadas fueron tratadas térmicamente con el shock
térmico seleccionado en la experiencia 1, 80 °C durante 10 minutos. Para la
construccion de la recta de calibracion cada una de las diluciones, enfriadas hasta 45
°C aproximadamente tras sufrir el choque térmico, fueron analizadas paralelamente
por microbiologia clasica sembrando 0,1 mL en una placa Petri de BAM Agar por la
técnica de siembra en superficie e incubando a 45 = 1 °C durante 72 horas, y por el
sistema de impedancia adicionando 2 mL de la dilucién y 2 mL de caldo BAT en viales
gue fueron introducidos en celdillas de medida con 2 mL de KOH (0,2%) e incubados

en el equipo de impedancia Bactrac modelo 4300, a 45 + 1 °C.

De esta manera se consigue la recta de calibracion para determinar la

concentracion de Alicyclobacillus acidoterrestris a través de la ecuacion:
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log (ufc/mL)=axt+Db

Obteniendo la variable logaritmo de las unidades formadoras de colonias log
(ufc/mL) a través del recuento en placa y la variable tiempo de deteccién en horas (t) a
partir de las mediciones en el sistema de impedancia eléctrica indirecta.

La Tabla 26, Tabla 27, Tabla 28 y Tabla 29 (Anexo) muestran los resultados
del logaritmo de las unidades formadoras de colonias log (ufc/mL) y el tiempo de
deteccién en horas a partir de la técnica de impedancia eléctrica indirecta fijando como
valor de Impedancia del Medio (%M =-10) utilizados para la elaboracion del método de
determinacion de A. acidoterrestris en zumo concentrado de uva, zumo concentrado
de manzana, zumo concentrado de pifla y zumo concentrado de naranja
respectivamente. Los resultados obtenidos, siguiendo el mismo procedimiento, para el
cremogenado de melocotdn-nectarina, cremogenado de pera y zumo puro de naranja,

se muestran en la Tabla 30, Tabla 31y Tabla 32 (Anexo).

De acuerdo a los resultados observamos que el método desarrollado es valido
para medir la concentracibn de Alicyclobacillus acidoterrestris en los zumos
concentrados de uva, manzana y naranja, con unos coeficientes de correlacién de -
0,953, -0,969, y -0,978, respectivamente, mientras que para el zumo concentrado de
pifia se obtuvo un coeficiente de correlacién de -0,829 (Tabla 33). Estos resultados
reflejan la existencia de una correlacién entre la concentracion de in6culo y la
deteccién de Alicyclobacillus acidoterrestris por el sistema de impedancia indirecta,
existiendo una proporcionalidad inversa entre ellos, ya que una mayor concentracion
de microorganismo se corresponde con un menor tiempo de deteccién, puesto que
una mayor generacion de C0, produce mas rapidamente un cambio en la impedancia

del medio.

De igual manera este procedimiento es valido para la cuantificacion de A.
acidoterrestris en cremogenado de melocotén-nectarina, cremogenado de pera y zumo
puro de naranja obteniendo una ecuacioén lineal con unos coeficientes de correlaciéon
de -0,962 para cremogenado de melocotén-nectarina, -0,981 para cremogenado de
pera y -0,978 para zumo de naranja (Tabla 33), mostrando igualmente esa relacién

inversamente proporcional entre la cantidad ufc/mL y el tiempo de deteccion.

La relacion inversa existente entre la concentracion de microorganismos y el
tiempo necesario para detectar los cambios en la impedancia, ha sido descrita en
investigaciones de otros autores en diferentes tipos de alimentos y para distintos tipos
de microorganismos. Deak y Beuchat (1993) establecieron la determinacion de 7 tipos

distintos de levaduras en zumo de manzana, con una correlacién satisfactoria lograda
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entre la poblacidén de levaduras viables y el tiempo de deteccion mediante la técnica
impedimétrica indirecta. Ribeiro et al. (2003) obtuvieron resultados altamente
reproducibles y correlacionados entre el tiempo de deteccién y la concentracion de
indculos, para concentraciones de E. coli en judias verdes enlatadas y Saccharomyces
cerevisiae en puré de manzana, mediante la técnica de impedancia eléctrica indirecta
por liberacion de CO,. Sawai y Yoshikawa (2003) establecieron el método de
cuantificacion por impedancia eléctrica indirecta para hongos obteniendo un valor de
R? > 0,98. Priego et al. (2011) obtuvieron coeficientes de correlacion superiores a -0,90
para la cuantificacion de bacterias coliformes, Enterobacterias y bacterias &cido
lacticas en salchichon durante la fase de secado. Johnson et al. (2014) realizaron un
estudio de determinaciéon y cuantificacibn de Listeria monocytogenes en puré de
calabacin mediante impedancia eléctrica indirecta obteniendo como resultado una
fuerte relacién lineal entre el nimero de células viables y el tiempo de deteccién

logrando un valor para R? > 0,9, coincidiendo con nuestros resultados.

En las figuras, Figura 36, Figura 37, Figura 38, Figura 39, Figura 40, Figura
41y Figura 42 se muestran el analisis de regresion entre el logaritmo de las unidades
formadoras de colonias y el tiempo de deteccion empleado para determinar el
crecimiento y concentracion de Alicyclobacillus acidoterrestris mediante la técnica
impedimétrica recogidos de los estudios de cada una de las materias primas como
son, zumo concentrado de uva, zumo concentrado de manzana, zumo concentrado de
pifia, zumo concentrado de naranja, cremogenado de melocotén—nectarina,

cremogenado de pera 'y zumo puro de naranja, respectivamente.

La linealidad obtenida entre las dos variables, log ufc/mL y el tiempo de
deteccion queda reflejada con los valores de la varianza explicada R? que se muestra
para todas las matrices estudiadas en la Tabla 33 y las figuras correspondientes
(Figura 36, 37, 38, 39, 40, 41, y 42 ). En todos los casos, excepto para el zumo
concentrado de pifia, con el método de impedancia indirecta podemos cuantificar la
cantidad de microorganismo mediante la aplicacion de una ecuacién lineal
dependiente del tiempo de deteccion, obteniendo unos valores de R?>0,9, para todas

las matrices o muestras estudiadas (Tabla 33).
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Tabla 33. Ecuacion lineal, coeficiente de regresion y varianza explicada obtenidas para la

cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris para cada matriz a partir de (log ufc/mL) y

tiempo de deteccion en horas.

Muestra Ecuacion R? r
Zumo concentrado de uva y=-0,4454 x + 9,7937 0,909 -0,953
Zumo concentrado de manzana y=-0,2834 x + 8,4792 0,939 -0,969
Zumo concentrado de pifia y=-0,2234 x + 8,2228 0,688 -0,829
Zumo concentrado de naranja =-0,1855 x + 8,2641 0,962 -0,978
Cremogenado de melocotén-nectarina  y=-0,3116 x + 8,8795 0,935 -0,962
Cremogenado de pera y=-0,4104 x + 9,0659 0,963 -0,981
Zumo puro de naranja y=-0,205 x + 7,7279 0,957 -0,978
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Figura 36. Representacién gréafica de la recta de calibrado para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con

Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para zumo concentrado de uva
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Figura 37. Representacion gréafica de la recta de calibrado para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con

Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para zumo concentrado de manzana.
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Figura 38. Representacion gréafica de la recta de calibrado para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con

Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para zumo concentrado de pifia.
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Figura 39. Representacion gréafica de la recta de calibrado para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con

Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para zumo concentrado de naranja.
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Figura 40. Representacion gréafica de la recta de calibrado para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con

Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para cremogenado de melocoton-nectarina.
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Figura 41. Representacion gréafica de la recta de calibrado para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con

Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para cremogenado de pera.

189



7,00

R? = 0,957
6,00

\:bl \-m
o o
S S

Log(ufc/mL)
w
8

1,00

0,00

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (horas)

Figura 42. Representacion gréafica de la recta de calibrado para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con

Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para zumo puro de naranja.
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Debido a que el desarrollo de los métodos de cuantificacion de Alicyclobacillus
acidoterrestris para las diferentes matrices empleadas en el estudio se realizé
utilizando colonias del microorganismo aisladas de un zumo de melocoton y uva
comercial pasteurizado a 98 °C/30 segundos, este experimento fue repetido siguiendo
las mismas pautas de trabajo empleando una cepa de referencia de Alicyclobacillus
acidoterrestris (CECT 7094; Deinhard et al. 1988; Wisotzkey et al., 1992). Las
diluciones decimales preparadas con 10 mL de cada muestra y 90 mL de caldo BAM
fueron inoculadas con diferentes volimenes de microorganismo y se sometieron a
tratamiento térmico de 80 °C durante 10 minutos. Una vez enfriadas hasta 45 °C
aproximadamente se analizaron por métodos clasicos de andlisis mediante siembra en
superficie en placa de BAM Agar e incubacion a 45 = 1 °C durante 72 horas, y por la
técnica de impedancia eléctrica indirecta empleando una celdilla con 2 mL de KOH
0,2% en la que se introduce un vial de medida impedimétrica con 2 mL de la dilucién y
2 mL de caldo BAM.

De la misma manera obtenemos la recta de calibraciébn para cuantificar

Alicyclobacillus acidoterrestris a través de la ecuacion:
log (ufc/mL)=axt+b

Consiguiendo la variable logaritmo de las unidades formadoras de colonias log
(ufc/mL) a través del recuento en placa y la variable tiempo de deteccién en horas (t)
mediante las medidas en el sistema impedimétrico indirecto Bactrac 4300. El valor de
Impedancia del Medio (%M) fijado es -10%.

En las tablas, Tabla 34, Tabla 35, Tabla 36, Tabla 37, Tabla 38, Tabla 39 y
Tabla 40 (Anexo) se exponen los resultados del logaritmo de las unidades formadoras
de colonias log (ufc/mL) y el tiempo de deteccion en horas a partir de la técnica de
impedancia eléctrica indirecta utilizados para la elaboracion del método de
cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en zumo concentrado de uva, zumo
concentrado de manzana, zumo concentrado de pifia, zumo concentrado de naranja,
cremogenado de melocotén-nectarina, cremogenado de pera y zumo puro de naranja,
respectivamente. Comparando los resultados obtenidos de los coeficientes de
correlacion empleando la cepa de referencia y los coeficientes de correlacion del
desarrollo de las rectas de calibracion utilizando la cepa aislada de un zumo comercial
observamos que existe similitud, y en ambos estudios la relacion entre el logaritmo de
las unidades formadoras de colonias y el tiempo de deteccion por impedancia eléctrica
indirecta estdn inversamente correlacionados con un valor de coeficiente de

correlaciéon alto, indicando la buena relacién entre las dos variables, concentracion de
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indculo y tiempo de deteccidén para todas las matrices encontradas a excepcion del

zumo concentrado de pifa.

En la Tabla 41 se muestran los resultados de la ecuacion de la recta, la
varianza explicada y el coeficiente de regresion obtenidos del estudio realizado para

cada una de las matrices inoculadas con la cepa de referencia.

Tabla 41. Ecuacion de la recta, varianza explicada y coeficiente de correlacion obtenidos a

partir de log (ufc/mL) y el tiempo de deteccién en horas empleando una cepa de referencia.

Muestra Ecuacién R? r
Zumo concentrado de uva y=-0,401 x + 10,257 0,958 -0,979
Zumo concentrado de manzana =-0,1926 x + 6,5901 0,857 -0,926
Zumo concentrado de pifia =-0,1727 x + 6,4902 0,430 -0,655
Zumo concentrado de naranja y=-0,2463 x + 8,5248 0,911 -0,955
Cremogenado de melocotdn-nectarina  y=-0,2298 x + 8,4945 0,957 -0,978
Cremogenado de pera y=-0,2997 x + 8,9808 0,902 -0,950
Zumo puro de naranja y=-0,3118 x + 9,5608 0,961 -0,982

En las figuras, Figura 43, Figura 44, Figura 45, Figura 46, Figura 47, Figura
48 y Figura 49 se exponen la relacion entre el logaritmo de las unidades formadoras
de colonias y el tiempo de deteccién mediante una recta de regresion para evaluar el
método de cuantificacion desarrollado para cada una de las matrices empleadas

inoculadas con una cepa de referencia de Alicyclobacillus acidoterrestris.

De acuerdo a los resultados obtenidos observamos que existe linealidad entre
la concentraciéon de microorganismo expresada como logaritmo decimal y el tiempo de

deteccién logrando unos coeficientes de correlacion elevados similares a los
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conseguidos en el estudio realizado con la cepa aislada de un zumo. Asi, los
coeficientes de correlacion fueron para el zumo concentrado de uva de -0,979, para el
zumo concentrado de manzana de -0,926, en zumo concentrado de naranja -0,954, en
cremogenado de melocoton-nectarina -0,978, en cremogenado de pera -0,950 y en
zumo puro de naranja -0,982. Por el contrario no encontramos linealidad entre las
variables estudiadas para el zumo concentrado de pifia, obteniendo un coeficiente de
correlacion bajo, siendo -0,655.

En la Tabla 42 se muestra un resumen de los coeficientes de correlacion
obtenidos para cada muestra obtenidos con Alicyclobacillus acidoterrestris aislado de
un zumo de melocoton y uva comercial y con la cepa de referencia. Por lo tanto, las
rectas de calibrado obtenidas con la cepa aislada del zumo para cada una de las
materias primas utilizadas, exceptuando el zumo concentrado de pifia, quedan
validadas como un método rapido de cuantificacion para Alicyclobacillus

acidoterrestris.

Tabla 42. Comparativa de los coeficientes de correlacion obtenidos con la cepa aislada a partir

de un zumo de melocotdn y uva comercial y una cepa de referencia de A. acidoterrestris.

Tipo producto Coeficiente correlacién Coeficiente correlacion
cepa aislada (r) cepa referencia (r)

Zumo concentrado de uva -0,953 -0,979
Zumo concentrado de manzana -0,969 -0,926
Zumo concentrado de pifia -0,829 -0,655
Zumo concentrado de naranja -0,978 -0,955
Cremogenado de melocotén-nectarina -0,962 -0,978
Cremogenado de pera -0,981 -0,950
Zumo puro de naranja -0,978 -0,982
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Figura 43. Representacion grafica de la recta de correlacion para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccidon determinado con
Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para en zumo concentrado de uva empleando una

cepa de referencia.

194



6,00
R?= 0,857
5,00
4,00

3,00

2,00

Log ufc/mL

1,00

0,00

D 5 10 15 20 25 30 3 40

-1,00
Tiempo (horas)

Figura 44. Representacion grafica de la recta de correlacion para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con
Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para en zumo concentrado de manzana empleando

una cepa de referencia.

195



4,50 <o R*=0,430
®,

Log ufc/mL
o
L
o

1,00

0,50

0,00

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (horas)

Figura 45. Representacion grafica de la recta de correlacion para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con
Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para en zumo concentrado de pifia empleando una

cepa de referencia.
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Figura 46. Representacion grafica de la recta de correlacion para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con
Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para en zumo concentrado de naranja empleando

una cepa de referencia.

197



6,00
& R? = 0,957

5,00

4,00

Log ufc/mL
w
o
o

2,00

1,00

0,00

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (horas)

Figura 47. Representacion grafica de la recta de correlacion para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con
Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para en cremogenado de melocotdn-nectarina

empleando una cepa de referencia.
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Figura 48. Representacion grafica de la recta de correlacion para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con
Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para en cremogenado de pera empleando una cepa

de referencia.
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Figura 49. Representacion grafica de la recta de correlacion para Alicyclobacillus acidoterrestris obtenida entre el tiempo de deteccion determinado con
Bactrac y el logaritmo decimal de las ufc/mL a partir de métodos clasicos de microbiologia con BAM Agar para en zumo puro de naranja empleando una cepa

de referencia.
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Una vez establecida la relacion existente entre el tiempo de deteccion y la
concentracion de Alicyclobacillus acidoterrestris en las muestras estudiadas, para la
cepa aislada de un zumo y la cepa de referencia, procedimos al estudio comparativo
con la técnica de microbiologia clasica. Las figuras, Figura 50, Figura 51, Figura 52,
Figura 53, Figura 54, Figura 55 y Figura 56 exponen la relacion entre el nimero de
unidades formadoras de colonias de Alicyclobacillus acidoterrestris determinadas por
el método de incubacion en placa de BAM Agar y las determinadas segun ecuacion
lineal obtenida para el método impedimétrico indirecto utilizando el Bactrac en las
matrices estudiadas. La Tabla 43 muestra la relacion existente entre estos dos
métodos al recoger la ecuacion de la recta, la varianza explicada (R?) y el coeficiente

de correlacion (r).

Tabla 43. Comparacion del log (ufc/mL) obtenido mediante microbiologia clasica con siembra
en superficie en BAM Agar y el log (ufc/mL) obtenido aplicando cada ecuacion lineal por el

método de impedancia indirecta.

Muestra Ecuacién R? r
Zumo concentrado de uva y=1,0988 x — 0,1435 0,946 0,973
Zumo concentrado de manzana y=1,0551 x — 0,1563 0,989 0,994
Zumo concentrado de pifia y=1,0864 x — 0,2289 0,366 0,605
Zumo concentrado de naranja y=1,2387 x — 1,6472 0,936 0,967
Cremogenado de melocotdn-nectarina y=1,015 x — 0,1855 0,949 0,974
Cremogenado de pera y=0,9333 x + 0,3518 0,982 0,991
Zumo puro de naranja y=1,3385 x — 2,0294 0,913 0,956
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Observamos que para todas las matrices, a excepcion del zumo concentrado
de pifia, existe una relacion lineal para las ufc/mL expresadas en logaritmo, mediante
los dos métodos de analisis. La varianza explicada y el coeficiente de correlacion
fueron de 0,946 y 0,973 en zumo concentrado de uva, 0,989 y 0,994 en zumo
concentrado de manzana, 0,936 y 0,967 en zumo concentrado de naranja, 0,949 y
0,974 en cremogenado de melocotén-nectarina, 0,982 y 0,991 en cremogenado de
peray 0,913 y 0,956 en zumo puro de naranja. De acuerdo a los resultados obtenidos
en esta experiencia observamos que la técnica de impedancia eléctrica indirecta es
una buena alternativa a los métodos clasicos de deteccion y cuantificacion de
Alicyclobacillus acidoterrestris en materia prima destinada a la fabricacion de zumos y
bebidas de frutas, con exclusién del zumo concentrado de pifia, ya que permite
detectar una carga microbiana baja en torno a 1-10 ufc/mL en 21 horas en el caso de
zumo concentrado de uva y cremogenado de pera, 30 horas aproximadamente para el
zumo concentrado de manzana y zumo puro de naranja, 40 horas en zumo
concentrado de naranja y 27 horas para el cremogenado de melocotén-nectarina, lo
gue reduce significativamente los tiempos de incubacion y obtencién de resultados por

los métodos clasicos.

Sin embargo, para el zumo concentrado de pifia los valores para estas dos
funciones estadisticas fueron de 0,366 y 0,605, lo que nos indica que en esta matriz no
existe una buena linealidad entre ambos métodos. Por lo tanto, no es un método que
se puede aplicar para la cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en zumo
concentrado de pifia, al no lograr buena linealidad entre el logaritmo de las unidades
formadoras de colonias log (ufc/mL) y el tiempo de deteccién en horas, tanto en el
ensayo realizado con el indculo de Alicyclobacillus acidoterrestris aislado del zumo de
melocoton y uva comercial, como en el estudio realizado empleando la cepa de
referencia de Alicyclobacillus acidoterrestris, ademas de no mostrar correlacion con los
resultados obtenidos por impedancia eléctrica y con los métodos de microbiologia
clasica empleando BAM Agar. Segun los datos de las (Tabla 28) y (Tabla 37)
observamos que un mayor valor de tiempo de deteccién por impedancia va asociado a
un mayor numero de logaritmo de unidades formadoras de colonias log (ufc/mL),
cuando lo esperado seria que a mayor tiempo de deteccién obtuviéramos menor valor
de unidades formadoras de colonias en forma logaritmica. Dado que la variable
“tiempo” en impedancia la conseguimos a partir de la generacion de CO, que es
producido en la sintesis de guayacol, que depende del crecimiento y concentracion de

Alicyclobacillus acidoterrestris en el zumo, podemos deducir que la mayor o menor
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formacion de guayacol, y por consiguiente produccion de CO, se ve afectada por

sustancias presentes en el zumo concentrado.

De acuerdo a algunos estudios se ha demostrado la incapacidad que presenta
Alicyclobacillus acidoterrestris para sobrevivir y crecer en zumos de pifia o bebidas
que contengan esta fruta, observando disminucion de la poblacion de este
microorganismo (Splittstoesser et al., 1998; Walls y Chuyate, 2000).

Mcintyre et al. (1995) y Splittstoesser et al. (1998) observaron que a pesar de
gue el concentrado de pifia reconstituido a zumo presenta un valor de pH y contenido
en sélidos solubles favorables para el desarrollo de Alicyclobacillus, posee inhibidores
naturales tales como el benzaldehido y compuestos fendélicos que pueden afectar a la
supervivencia de Alicyclobacillus spp. presente en el zumo. Concretamente, estos
autores describieron que la sustancia inhibidora era la enzima bromelina, mostrando
un efecto antimicrobiano contra Alicyclobacillus spp. McKnight et al. (2010) llevé a
cabo un estudio de aislamiento, caracterizacion genotipica y resistencia al calor de
Alicyclobacillus spp. en zumos de frutas exoéticas como maracuyd y pifia, no
observando crecimiento de este microorganismo en las muestras de zumo pifa
ensayadas, coincidiendo con estudios realizados por otros investigadores (Previdi et
al., 1995; Eiroa et al., 1999; Pinhatti et al., 1997; Walls y Chuyate, 2000; Spinelli et al.,
2009; Tribst et al.,, 2009), quienes observaron que los zumos de estas frutas
inoculados no presentaban signos de deterioro por la generacién de malos olores,
como el guayacol, a pesar de tener condiciones experimentales adecuadas de T2y pH

para el crecimiento de este grupo microbiano.
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Figura 50. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) determinados por el método clasico de microbiologia con BAM Agar comparado con el método de

impedancia eléctrica indirecta para zumo concentrado de uva.
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Figura 51. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) determinados por el método clasico de microbiologia con BAM Agar comparado con el método de

impedancia eléctrica indirecta para zumo concentrado de manzana.
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Figura 52. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) determinados por el método clasico de microbiologia con BAM Agar comparado con el método de

impedancia eléctrica indirecta para zumo concentrado de pifia.
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Figura 53. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) determinados por el método clasico de microbiologia con BAM Agar comparado con el método de

impedancia eléctrica indirecta para zumo concentrado de naranja.
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Figura 54. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) determinados por el método clasico de microbiologia con BAM Agar comparado con el método de

impedancia eléctrica indirecta para cremogenado de melocotén-nectarina.
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Figura 55. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) determinados por el método clasico de microbiologia con BAM Agar comparado con el método de

impedancia eléctrica indirecta para cremogenado de pera.
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Figura 56. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) determinados por el método clasico de microbiologia con BAM Agar comparado con el método de

impedancia eléctrica indirecta para zumo puro de naranja.
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4. Experiencia 4. Desarrollo de un método de
cuantificacion de Alicyclobacillus spp. por PCR en
concentrados, cremogenados y zumos destinados a la
elaboracion de zumos y bebidas de frutas.

El objetivo de esta experiencia fue desarrollar un método de cuantificacion de
Alicyclobacillus acidoterrestris por RTi-PCR (PCR a tiempo real) para las materias
primas seleccionadas en este estudio: zumo concentrado de uva, zumo concentrado
de manzana, zumo concentrado de pifia, zumo concentrado de naranja, cremogenado
de melocotén-nectarina, cremogenado de pera y zumo puro de naranja, todas ellas

destinadas a la elaboracién de zumos y bebidas de frutas.

Se evalud la especificidad de los cebadores seleccionados: Forward: 5'-
TGAGTAACACGTGGGCAATCTG-3' y Reverse: 5-CTACCCGTGTATTATCCGGCAT-
3, en primer lugar mediante PCR convencional en 9 cepas (6 de Alicyclobacillus y 3 de
Bacillus) A. acidoterrestris; A. acidocaldarius; A. acidiphilus; A. contaminans; A.
fastidiosus; A. pomorum; B. subtilis; B. brevis; B. licheniformis amplificando sélo la
cepa de Alicyclobacillus acidoterrestris para la que fueron disefiados. La especificidad
se ensay0 a continuaciéon en modo TagMan, utilizando la sonda y las condiciones de
reaccion descritas por Wang et al. (2014), obteniendo una reaccion especifica para la
cual el Unico pico de amplificacion fue el correspondiente a Alicyclobacillus
acidoterrestris con una Tm = 70 °C, siendo la Unica cepa que presentd sefial de

fluorescencia.

El resto de cepas ensayadas no mostr6 un anclaje adecuado de cebadores y
sonda en esa region, ya que solo la presenta Alicyclobacillus acidoterrestris, no dando
en consecuencia reactividad cruzada. Asi, los resultados indicaron que en condiciones
adecuadas, la combinacion de las secuencias de los tres oligonucleétidos solo
distinguen (amplifican) A. acidoterrestris, siendo especificos para este

microorganismo.

La sensibilidad de la reaccion de RTi-PCR se evalu6é en diluciones seriadas
inoculadas con Alicyclobacillus acidoterrestris (2x10%-2x10" ufc/mL), en agua ultrapura
estéril. A continuacion, se tomaron 5 mL de cada dilucién y tras centrifugar (10 minutos
a 6000 g), se extrajo el ADN como se describe en la experiencia 4 (apartado de
materiales y métodos), que fue amplificado mediante RTi-PCR a las condiciones

optimizadas. La concentracion de la mayor dilucion de Alicyclobacillus acidoterrestris
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que dio un resultado positivo (C; < 40), se defini6 como limite deteccion. Los

resultados se muestran en la Figura 57.
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Figura 57. Curvas de amplificacion obtenidas en el ensayo de sensibilidad.

En la Tabla 44, se muestran los resultados obtenidos del logaritmo de las
unidades formadoras de colonias log (ufc/mL) y los valores de C+ por RTi-PCR, a partir
de 3 réplicas, para las distintas concentraciones adicionadas del in6culo al agua
ultrapura estéril, que ademas fueron cuantificadas por recuento en placa de BAM Agar

mediante microbiologia clasica.

Para la construccion de las curvas patron se representaron los valores medios
de C; en funcién del logaritmo de las concentraciones ensayadas con la cepa de
referencia, calculando las rectas de regresion asociadas a los puntos, asi como el
coeficiente de correlacion y la varianza expliacada para cada una de ellas. La Figura
58 muestra la recta de calibrado conseguida considerando las diluciones seriadas de
la cepa de referencia con una concentracion inicial de 2x10° para obtener el nimero
de Cr através de la PCR y la Figura 59 refleja la recta de calibracion obtenida a partir
de los valores de unidades formadoras de colonias en forma de logaritmo tras el
recuento en placa en BAM Agar por método microbiolégico clasico de las diluciones
decimales seriadas de la cepa de referencia. En ambos casos, los valores de las
pendientes oscilaron entre -2,87 y -2,84, valores cercanos a -3,32, considerado como
el valor 6ptimo tedrico (Higuchi et al., 1993). La eficiencia de la reaccion segun la

formula E = (10™° -1) descrita por Knutsson et al., (2002) calculada a partir de los
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valores de la pendiente (s), oscila entre 1,23 (123%) y 1,24 (124%). Los valores de
varianza explicada, R?, confirman la linealidad de la reaccién ya que en ambos casos
fueron superiores a 0,98. Asi, el limite de deteccion para A. acidoterrestris (criterio: Ct
< 40), se establecio en 200-330 ufc/mL.
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Figura 58. Andlisis de regresion para los valores de las rectas patron obtenido en agua
ultrapura estéril, cuantificado el logaritmo decimal de unidades formadoras de colonias por

fluorescencia.
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Figura 59. Andlisis de regresion para los valores de las rectas patron obtenido en agua
ultrapura estéril, cuantificadas las unidades formadoras de colonias en logaritmo decimal por

recuento en placa de BAM Agar.

213



Las prestaciones del método de RTi-PCR optimizado y el posible efecto de la
matriz, se evalu6 en el zumo concentrado de uva, zumo concentrado de manzana,
zumo concentrado de pifia, zumo concentrado de naranja, cremogenado de
melocotdn-nectarina, cremogenado de pera y zumo puro de naranja, inoculadas con A.
acidoterrestris a concentraciones desde 10* hasta 1 ufc/mL, para la construccion de
las rectas de calibrado en cada una de las matrices. Para ello, se representaron los
valores medios de C; obtenidos a partir de PCR en funcion del logaritmo de las
unidades formadoras de colonias de las diluciones ensayadas por microbiologia
clasica empleando BAM Agar. A partir de estos datos se calcularon las rectas de
regresion asociadas a los puntos asi, como el coeficiente de correlacion y la varianza
explicada para cada una de ellas. Las tablas, Tabla 45, Tabla 46, Tabla 47, Tabla 48,
Tabla 49, Tabla 50 y Tabla 51 muestran los resultados obtenidos del logaritmo de las
unidades formadoras de colonias log (ufc/mL) obtenidas por fluorescencia y por
microbiologia clasica en placa de BAM Agar y los valores de C; obtenidos por RTi-
PCR, a partir de 3 réplicas, para las distintas concentraciones adicionadas del inéculo
a zumo concentrado de uva, zumo concentrado de manzana, zumo concentrado de
pifia, zumo concentrado de naranja, cremogenado de melocotdn-nectarina,

cremogenado de peray zumo puro de naranja.

Las figuras, Figura 60, Figura 61, Figura 62, Figura 63, Figura 64, Figura 65
y Figura 66 muestran las rectas de regresion obtenidas para el zumo concentrado de
uva, zumo concentrado de manzana, zumo concentrado de pifia y zumo concentrado
de naranja, cremogenado de melocotdn-nectarina, cremogenado de pera y zumo puro
de naranja, de forma individual, considerando el nimero de C; de las diluciones
seriadas para cada una de las muestras mediante PCR y el valor obtenido de

logaritmo de unidades formadoras de colonias por mililitro mediante fluorescencia.
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Tabla 44. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi—-PCR en la construccion de la recta de calibrado para el método de cuantificacion de

Alicyclobacillus acidoterrestris a partir de la cepa de referencia’.

Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)Fyorescencia log (ufc/mL)pjaca
0 10 26 6,3+0,39 6,2+0,14
9 1 28 5,3+0,28 5,46 + 0,02
9,9 0,1 31,5 4,3+0,67 4,04 + 0,06
10 0,01 35 3,3+0,42 3,37+£0,32
10 0,001 37 2,3+0,63 2,52 +0,03
10 0,0001 40 -0 1,10 £ 0,02

!Los datos se indican como la media + deviacion estandar (n=3).

215



Tabla 45. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi-PCR para la construccion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de uva’.

Volumen muestra Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)ryorescencia log (ufc/mL)pjaca
(mL)

10 90 0 n.d. n.d. n.d.

10 89 1 31 4,3+0,15 4,45+ 0,21
10 89,9 0,1 33 3,3+0,12 3,50 £ 0,03
10 90 0,01 38 2,3+0,32 2,60 £ 0,00
10 90 0,001 40 n.d. 1,50+ 0,71
10 90 0,0001 40 n.d. 1,04 + 0,06
10 90 0,00001 40 n.d. 0

!Los datos se indican como la media + deviacién estandar (n=3). n.d.: no detectado.
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Tabla 46. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi-PCR para la construccion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de manzana’.

Volumen muestra  Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)Fyorescencia log (ufc/mL)pjaca
(mL)

10 90 0 n.d. n.d. n.d.

10 89 1 30,5 4,3+0,25 4,66 £ 0,26
10 89,9 0,1 32,5 3,3+041 3,83+0,18
10 20 0,01 37 2,3+0,17 3,02 £ 0,03
10 90 0,001 40 n.d. 2,45+0,21
10 90 0,0001 40 n.d. 1,50 + 0,09
10 90 0,00001 40 n.d. 0,15 +0,09

!Los datos se indican como la media + deviacién estandar (n=3). n.d.: nodetectado.
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Tabla 47. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi-PCR para la construccion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de pifia’.

Volumen muestra  Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)Fyorescencia log (ufc/mL)pjaca
(mL)
10 90 0 n.d. n.d. n.d.
10 89 1 31 4,3+0,38 4,74 + 0,06
10 89,9 0,1 33 3,3+0,29 3,39+0,12
10 20 0,01 37 2,3+0,55 2,00 £ 0,30
10 90 0,001 40 n.d. 1,02 + 0,03
10 90 0,0001 40 n.d. 0,39+0,12
10 90 0,00001 40 n.d. -0

!Los datos se indican como la media + deviacién estandar (n=3). n.d.: no detectado.
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Tabla 48. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi-PCR para la construccion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de naranja’.

Volumen muestra  Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)Fyorescencia log (ufc/mL)pjaca
(mL)
10 90 0 n.d. n.d. n.d.
10 89 1 30 4,3+0,08 4,54 + 0,09
10 89,9 0,1 33 3,3+0,22 3,87 £ 0,04
10 20 0,01 36 2,3+0,29 2,54 + 0,09
10 90 0,001 40 n.d. 1,02 + 0,03
10 90 0,0001 40 n.d. 0,70 £ 0,00
10 90 0,00001 40 n.d. -0

!Los datos se indican como la media + deviacién estandar (n=3). n.d.: no detectado.
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Tabla 49. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi-PCR para la construccion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en

cremogenado de melocotén-nectarina’.

Volumen muestra  Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)Fyorescencia log (ufc/mL)pjaca
(mL)
10 90 0 n.d. n.d. n.d.
10 89 1 31,5 4,3+0,11 4,93+ 0,04
10 89,9 0,1 34 33+041 3,45+ 0,20
10 20 0,01 38 2,3+0,28 2,39+0,12
10 90 0,001 40 n.d. 1,34+ 0,08
10 90 0,0001 40 n.d. 0,85 +0,21
10 90 0,00001 40 n.d. -0

!Los datos se indican como la media + deviacién estandar (n=3) n.d.: no detectado.
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Tabla 50. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi-PCR para la construccion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en

cremogenado de pera’.

Volumen muestra  Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)Fyorescencia log (ufc/mL)pjaca
(mL)
10 90 0 n.d. n.d. n.d.
10 89 1 33 4,3+0,07 4,24 + 0,09
10 89,9 0,1 35 3,3+0,34 3,30+£0,43
10 20 0,01 38 2,3+0,19 2,54 + 0,09
10 90 0,001 40 n.d.- 1,09+ 0,12
10 90 0,0001 40 n.d. 0,26 + 0,08
10 90 0,00001 40 n.d. -0

!Los datos se indican como la media + deviacién estandar (n=3).n.d.: no detectado.
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Tabla 51. Valores de log (ufc/mL) y ciclos de deteccion por RTi-PCR para la construccion del método de cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo puro de naranja’.

Volumen muestra  Volumen BAT (mL) Volumen inéculo (mL) Cr log (ufc/mL)Fyorescencia log (ufc/mL)pjaca
(mL)
10 90 0 n.d. n.d. n.d.
10 89 1 30 4,3+0,10 4,60 + 0,05
10 89,9 0,1 33 3,3+0,30 3,48 £0,10
10 20 0,01 35 2,3+0,21 2,09+ 0,12
10 90 0,001 40 n.d. 1,54 + 0,09
10 90 0,0001 40 n.d. 0,54 + 0,09
10 90 0,00001 40 n.d. -0

!Los datos se indican como la media + deviacién estandar (n=3). n.d.: no detectado.
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Figura 60. Representacion grafica de la recta de correlacion para A. acidoterrestris obtenida

entre el nimero de ciclos Ct y log (ufc/mL) por fluorescencia para zumo concentrado de uva.
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Figura 61. Representacion gréfica de la recta de correlacion para A. acidoterrestris obtenida
entre el nimero de ciclos C+ y log (ufc/mL) por fluorescencia para zumo concentrado de

manzana.
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Figura 62. Representacion gréafica de la recta de correlacion para A. acidoterrestris obtenida

entre el nimero de ciclos C+ y log (ufc/mL) por fluorescencia para zumo concentrado de pifia.
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Figura 63. Representacién grafica de la recta de correlacién para A. acidoterrestris obtenida
entre el nimero de ciclos Ct y log (ufc/mL) por fluorescencia para zumo concentrado de

naranja.
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Figura 64. Representacion gréafica de la recta de correlacion para A. acidoterrestris obtenida
entre el nimero de ciclos C+ y log (ufc/mL) por fluorescencia para cremogenado de melocotén-

nectarina.
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Figura 65. Representacién grafica de la recta de correlacién para A. acidoterrestris obtenida

entre el nimero de ciclos Ct y log (ufc/mL) por fluorescencia para cremogenado de pera.
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Figura 66. Representacion grafica de la recta de correlacion para A. acidoterrestris obtenida

entre el nimero de ciclos Ct y log (ufc/mL por fluorescencia para zumo puro de naranja.

En la Tabla 52 se reflejan los resultados de la ecuacién de la recta, la varianza
explicada y el coeficiente de regresién conseguidos en el estudio realizado para cada
una de las matrices a partir de log (ufc/mL) por fluorescencia representado en la
coordenada x, y el nimero de ciclos C; como variable representada en la coordenada
y.

Observamos que para los zumos concentrados de uva, manzana y pifa, los
valores de las pendientes fueron -2,5 y -2,65 y -2,5, respectivamente y la eficiencia
150%. De acuerdo a los valores de varianza explicada obtenidos, R? se confirma la
buena linealidad de la reaccion, siendo para el zumo concentrado de uva 0,903; 0,930
para el zumo concentrado de manzana y 0,936 para el zumo concentrado de pifia. En
el caso del zumo concentrado de naranja, la pendiente fue de -2,7, con una eficiencia
de 1,3 (130%), mas cercana a 1, valor considerado como 6ptimo, y un valor de
varianza explicada de 0,949. El valor de la pendiente para el cremogenado de
melocoton-nectarina fue -2,3, superior al obtenido en cremogenado de pera, -1,9;
condicionando la eficiencia de la reaccion, 150% en el caso del cremogenado de
melocoton-nectarina y 235% para el cremogenado de pera. Los valores de la varianza
explicada, R?, demuestran la linealidad de la reaccién siendo el valor obtenido en
melocoton-nectarina de 0,915 y de 0,930 en el cremogenado de pera. Para puro zumo
de naranja los valores de la pendiente y la eficiencia de la reaccion fueron -2,7 y

134%, respectivamente. La varianza explicada, R?, fue 0,944.
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Tabla 52. Ecuacion de la recta, varianza explicada y coeficientes de correlacion obtenidos a

partir de log (ufc/mL) por fluorescencia y el nimero de ciclos (Cy).

Muestra Ecuacion R? r
Zumo concentrado de uva y=-2,5x +42,15 0,903 -0,950
Zumo concentrado de manzana y=-2,65 x + 42,095 0,930 -0,964
Zumo concentrado de pifia y=-2,5x + 41,95 0,936 -0,967
Zumo concentrado de naranja y=-2,7 x + 42,01 0,949 -0,974
Cremogenado de melocotén-nectarina y=-2,3 x + 41,99 0,915 -0,957
Cremogenado de pera y=-1,9 x + 41,57 0,930 -0,964
Zumo puro de naranja y=-2,7 x + 41,81 0,944 -0,971

Una vez determinada la relacion entre el nimero de ciclos (Cy) mediante RTi-
PCR y el logaritmo decimal de las unidades formadoras de colonias por fluorescencia
[log (ufc/mL)], realizamos un estudio comparativo con los resultados obtenidos con el

método de microbiologia clasica.

En las figuras, Figura 67, Figura 68, Figura 69, Figura 70, Figura 71, Figura
72 y Figura 73 se muestran los graficos correspondientes a las rectas de regresion
construidas a partir del logaritmo de las unidades formadoras de colonias de las
distintas diluciones para cada matriz por microbiologia clasica con placa de BAM Agar
frente a las conseguidas mediante la técnica de RTi-PCR. Asi, los valores de varianza
explicada y coeficiente de correlacion para los zumos concentrados de uva, manzana,
pifia y naranja fueron 0,963 y 0,981; 0,982 y 0,991; 0,926 y 0,962; y 0,937 y 0,968
respectivamente. Para los cremogenados de melocotdn-nectarina y pera fueron de
0,960 y 0,980; y 0,986 y 0,993 respectivamente, y para el zumo puro de naranja, 0,976
y 0,988. La Tabla 53 indica la relacién existente entre estos dos métodos mostrando la

ecuacion de la recta, la varianza explicada (R2) y el coeficente de correlacion (r).

De acuerdo a los resultados encontrados, observamos que existe una buena
linealidad entre las ufc/mL expresadas como logaritmo, obtenidas con los dos métodos
de analisis. Por lo tanto, con esta experiencia queda demostrada que la técnica de
RTi-PCR es una buena opcién a los métodos clasicos de deteccion y cuantificacion de

Alicyclobacillus acidoterrestris en la materia prima destinada a la fabricacion de zumos
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y bebidas de frutas, ya que permite determinar la concentracion de A. acidoterrestris,
con un limite de deteccion establecido en 200 ufc/mL (criterio: Ct < 40), no encontrado
interferencias de los ingredientes de todas las matrices utilizadas en el estudio,

incluyendo el zumo concentrado de pifia.

Tabla 53. Relacién entre log (ufc/mL) obtenido mediante microbiologia clasica con BAM Agar y
log (ufc/mL) obtenido mediante RTi-PCR.

Muestra Ecuacién R? r
Zumo concentrado de uva y=0,8951 x + 0,5627 0,963 0,981
Zumo concentrado de manzana y= 10,7989 x + 1,2004 0,982 0,991
Zumo concentrado de pifia y=1,227 x - 0,6725 0,926 0,962
Zumo concentrado de naranja y=0,9655 x + 0,4725 0,937 0,968
Cremogenado de melocotdn-nectarina y= 1,206 x + 0,3899 0,960 0,980
Cremogenado de pera y=0,8616 x + 0,5169 0,986 0,993
Zumo puro de naranja y=1,2166 x + 0,6249 0,976 0,988

Los resultados conseguidos en este experimento son comparables a los
descritos por otros autores como, Luo et al. (2004) que detectaron mediante PCR a
tiempo real valores inferiores a 10 ufc/mL de A. acidoterrestris en zumo de manzana,
que comparados con cultivos en PDA no obtuvieron diferencias sisgnificativas,
confirmando que los ingredientes propios del zumo no provocaban inhibicién en la
PCR. Connor et al. (2005) desarrollaron un método por PCR a tiempo real para la
deteccion rapida de Alicyclobacillus spp. en zumos de frutas, concretamente en zumo
de naranja, comprobando que, por un lado los componentes intrinsecos del zumo no
interferian en los resultados y, por otro lado, sin diferencias apreciables de los
recogidos por recuento en placa empleando como medio de cultivo OSA. Postollec et
al. (2010) detectaron e identificaron bacterias formadoras de esporas en diversas
matrices de alimentos mediante PCR logrando un limite de deteccién de 1 espora/25
g. Wang et al. (2014) desarrollaron un método de deteccién de A. acidoterrestris

mediante IMS-PCR en zumos de kiwi y manzana, detectando valores inferiores a 10
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ufc/mL y no encontrando diferencias significativas con los recuentos obtenidos por

microbiologia clasica.

R?=0,963

RTi-PCR

Figura 67. Representacién gréfica entre log (ufc/mL) obtenido por microbiologia clasica con
BAM Agar comparado con log (ufc/mL) determinado a partir de la técnica de RTi-PCR en zumo

concentrado de uva.

R?=0,982

BAM
w

RTi-PCR

Figura 68. Representacién gréafica entre log (ufc/mL) obtenido por microbiologia clasica con
BAM Agar comparado con log (ufc/mL) determinado a partir de la técnica de RTi-PCR en zumo

concentrado de manzana.
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R?=0,926
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Figura 69. Representacion grafica entre log (ufc/mL) obtenido por microbiologia clasica con
BAM Agar comparado con log (ufc/mL) determinado a partir de la técnica de RTi-PCR en zumo

concentrado de pifa.
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Figura 70. Representacién gréafica entre log (ufc/mL) obtenido por microbiologia clasica con
BAM Agar comparado con log (ufc/mL) determinado a partir de la técnica de RTi-PCR en zumo

concentrado de naranja
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Figura 71. Representacion grafica entre log (ufc/mL) obtenido por microbiologia clasica con
BAM Agar comparado con log (ufc/mL) determinado a partir de la técnica de RTi-PCR en

cremogenado de melocotén-nectarina.
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Figura 72. Representacién gréafica entre log (ufc/mL) obtenido por microbiologia clasica con
BAM Agar comparado con log (ufc/mL) determinado a partir de la técnica de RTi-PCR en

cremogenado de pera.
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Figura 73. Representacion gréfica entre log (ufc/mL) obtenido por microbiologia clasica con
BAM Agar comparado con log (ufc/mL) determinado a partir de la técnica de RTi-PCR en zumo

puro de naranja.
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5. Experiencia 5. Andlisis y caracterizacion de
muestras.

Los distintos estudios publicados sobre la presencia de Alicyclobacillus spp. en
los zumos de frutas y bebidas han puesto de manifiesto que su incidencia es alta
debido a la alta termorresistencia de las endoesporas a los tratamientos térmicos
aplicados en la industria de zumos (Smit et al., 2011). La presencia de las diferentes
especies de este género en los zumos estd asociada con las malas practicas
higiénicas, debido a la utilizacion de fruta que ha caido al suelo y a la reutilizacion del
agua de concentracion (Steyn et al., 2011). La informacion existente sobre el
crecimiento y las caracteristicas fisiolégicas de Alicyclobacillus spp., han puesto de
manifiesto que en los zumos las endoesporas muestran una mayor termorresistencia
que cuando se ensayan en soluciones experimentales, con caracteristicas fisico-
quimicas similares a las de los zumos (Bahcgeci y Acar, 2007, Steyn et al., 2011). Este
hecho es debido a que la combinacién de factores intrinsecos del zumo determinan el
crecimiento microbiano, como son el contenido de sélidos solubles, el pH y el potencial
oxido-reduccion (Steyn et al., 2011).

El objetivo de esta experiencia fue analizar los pardmetros fisico-quimicos de
los concentrados, cremogenados y zumos de frutas que pueden ejercer alguna
influencia en el desarrollo de Alicyclobacillus spp. Para ello, se realizaron las
determinaciones de °Brix, pH, contenido de los acidos organicos (acidos citrico,
isocitrico, L-malico, fumarico y tartarico), concentracién de azucares (glucosa, fructosa
y sacarosa), contenido de pectinas solubles en agua, compuestos fendlicos totales,
flavonoides totales y actividad antioxidante, factores que pueden determinar la
termorresistencia de las endoesporas y pueden inhibir el crecimiento de este

microorganismo.

Los determinaciones indicadas en los zumos concentrados de uva, manzana,
pifia y naranja se realizaron diluyendo el concentrado a los °Brix referenciados en AIJN
(European Fruit Juice Association), los cuales son 16 °Brix, 11,2 °Brix, 12,8 °Brix y
11,2 °Brix, respectivamente. Para el resto de muestras, cremogenado de melocotén-
nectarina, cremogenado de pera y zumo puro de naranja las analiticas se realizaron

directamente.

Los datos correspondientes a los acidos citrico, isocitrico, fumarico, L-malico,
tartarico, glucosa, fructosa, sacarosa y pectinas solubles en agua han sido verificados

con las recomendaciones de las Guias de AIJN, con la finalidad de contrastar la
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calidad y el cumplimiento de estdndares definidos internacionalmente para estos
productos. Los datos que indica AIJN para cada una de las matrices se reflejan en la
Tabla 54.

La Tablas 55, 56, 57, 58, 59, 60 y 61 muestran la composicién quimica de las
muestras analizadas en la presente Tesis Doctoral. El orden de presentacion de los
datos es el siguiente: zumo de concentrado de uva, zumo de concentrado de
manzana, zumo de concentrado de pifia, zumo de concentrado de naranja,

cremogenado de melocoton—nectarina, cremogenado de pera 'y zumo puro de naranja.
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Tabla 54. Valores de AIIN de los parametros de acidos citrico, isocitrico, fumarico, L-malico, tartarico, fructosa, glucosa, sacarosa y pectinas solubles en
agua para las materias primas empleadas en el estudio.

Zumo Zumo Zumo Zumo concentrado
concentrado de concentrado de  concentrado de  de naranja referido a c(jléer:]nec;ggg{aédnci Cremogenado de
uva referido a manzana pifia referido a 11,2 °Brix* y zumo it pera’
16 °Brix* referido a 11,2 12,8 °Brix® puro de naranja’ nectarina
°Brix*

Acido citrico <0,5g/L 50-150 mg/L 3-11g/L 6,3-17 g/L 1,5-5 g/kg <4,0 g/kg
Acido isocitrico -- - 80-250 mg/L 65 -200 mg/L 30-160 mg/kg <40 mg/kg
Acido fumarico - <50 mg/L -- -- -- --
Acido L-malico 2,0-7,0 g/L >3,0 g/L 1-4 g/L 0,8-3,0 g/L 2-6 g/kg 0,8-4,0 g/kg
Acido Tartérico 2,0-7,0 g/L -- -- -- -- --

Fructosa 60-110 g/L 45-85 g/L 15-40 g/L 20-35 g/L 10-32 g/kg 50-90 g/kg

Glucosa 60-110 g/L 15-35 g/L 15-40 g/L 20-35 g/L 7,5-25 g/kg 10-35 g/kg

Sacarosa Trazas 5-30 g/L 25-80 g/L 10-50 g/L 12-60 g/kg Trazas-15 g/kg
Pectinas solubles en - - <450 mg/L 200-500 mg/L - -

agua

'Guia de referencia AIJN para uva, Rev. 2011. “Guia de referencia de AIJN para manzana, Rev. 2011. *Guia de referencia de AIIN para pifia, Rev. 2011,

**Gufa de referencia AIIN para naranja, Rev. 2011. °Guia de referencia de AIIN para melocotén, Rev. 2011. ‘Guia de referencia AIJN para pera, Rev.2011
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Tabla 55. Parametros fisico-quimicos de zumo concentrado de uva®.

PARAMETROS VALOR
°Brix 65,17 £ 0,01
pH 3,74 £ 0,04
Polifenoles Totales (mg/L) 1.189,56 + 25,30
Flavonoides Totales (mg/L) 198,54 + 9,89

Parametros referidos a 16 °Brix segin AIJN para concentrado de uva.

Acido citrico (mg/L) 0,15 + 0,05
Acido Isocitrico (mg/L) <20,00
Acido Fumarico (mg/L) 1,6 +0,1

Acido L-malico (g/L) 1,55 + 0,05

Acido Tartéarico (g/L) 1,15 + 0,05

Fructosa (g/L) 75,63 £ 0,45
Glucosa (g/L) 74,43 £ 0,25
Sacarosa (g/L) <2,0
Polifenoles Totales (mg/L) 328,27 + 36,76
Flavonoides Totales (mg/L) 79,09 + 3,10
Actividad antioxidante (mM eq. Trolox) 9,70 + 0,50

!Los datos se indican como media + desviacion estandar (n=3).
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. - A 1
Tabla 56. Parametros fisico-quimicos de zumo concentrado de manzana™.

PARAMETROS VALOR
°Brix 70,19 £ 0,15
pH 3,37 £ 0,04
Polifenoles Totales (mg/L) 5.215,36 + 153,91
Flavonoides Totales (mg/L) 2.034,70 £ 12,03

Parametros referidos a 11,2 °Brix segun AIJN para concentrado de manzana.

Acido citrico (mg/L) 75,37 £ 4,00
Acido Isocitrico (mg/L) <20,00
Acido Fumarico (mg/L) 1,82 + 0,90

Acido L-malico (g/L) 3,20 + 0,20

Acido Tartéarico (g/L) <2,00

Fructosa (g/L) 55,90+ 2,51
Glucosa (g/L) 28,07 £1,40
Sacarosa (g/L) 14,87 £ 1,50
Polifenoles Totales (mg/L) 1.449,69 £ 155,57
Flavonoides Totales (mg/L) 257,10 + 59,86
Actividad antioxidante (mM eq. Trolox) 7,08 £ 0,21

'L os resultados se expresan como media + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 57. Parametros fisico-quimicos de zumo concentrado de pifia’.

PARAMETROS VALOR
°Brix 59,93 + 0,06
pH 3,52+0,10
Polifenoles Totales (mg/L) 4.690,47 + 158,86
Flavonoides Totales (mg/L) 554,96 + 15,57

Parametros referidos a 12,8 °Brix segun AIJN para concentrado de pifia.

Acido citrico (g/L) 5,6 + 0,58
Acido Isocitrico (mg/L) 142 + 24,16
Acido Fumaérico (mg/L) <1,00
Acido L-malico (g/L) 1,70 + 0,30

Acido Tartéarico (g/L) <0,20
Fructosa (g/L) 30,00+0,3
Glucosa (g/L) 32,97 £ 0,25
Sacarosa (g/L) 41,40 + 0,90

Pectinas solubles en agua (%) 0,03

Polifenoles Totales (mg/L) 1.950,68 £ 122,60

Flavonoides Totales (mg/L) 73,00 + 2,28
Actividad antioxidante (mM eq. Trolox) 7,30+ 0,52

'L os datos vienen indicados como media + desviacion estandar (n=3).
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- ;. s .1
Tabla 58. Parametros fisico-quimicos de zumo concentrado de naranja’.

PARAMETROS VALOR
°Brix 65,49 £ 0,21
pH 3,63+0,01
Polifenoles Totales (mg/L) 7.131,9 + 473,62
Flavonoides Totales (mg/L) 2.721,08 £ 219,54

Parametros referidos a 11,2 °Brix segun AIJN para concentrado de naranja.

Acido citrico (g/L) 8,96 + 0,43
Acido Isocitrico (mg/L) 93,80 + 26,90
Acido Fumaérico (mg/L) <1,00

Acido L-malico (g/L) 1,15 + 0,05
Acido Tartéarico (g/L) <0,20
Fructosa (g/L) 22,30£0,10
Glucosa (g/L) 20,00 £ 0,20
Sacarosa (g/L) 43,13+ 0,15
Pectinas solubles en agua (%) 0,06
Polifenoles Totales (mg/L) 1.358,13 £ 15,33
Flavonoides Totales (mg/L) 722,47 + 47,88
Actividad antioxidante 11,20 £ 0,05

'L os datos vienen reflejados como media + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 59. Parametros fisico-quimicos de cremogenado de melocoton-nectarina™.

1

PARAMETROS VALOR
°Brix 11,73 + 0,46
pH 3,84 +£ 0,03

Polifenoles Totales (mg/L)
Flavonoides Totales (mg/L)
Acido citrico (g/kg)
Acido Isocitrico (mg/kg)
Acido Fumarico (mg/kg)
Acido L-malico (g/kg)
Acido Tartéarico (g/kg)
Fructosa (g/kg)
Glucosa (g/kg)

Sacarosa (g/kg)

Pectinas solubles en agua (%)

Actividad antioxidante (Mm eq. Trolox)

928,96 + 14,50

513,11 + 3,33

1,18 £ 0,24

87,33 + 6,23

4,07 + 0,06

2,90+ 0,20

<0,20

16,97 + 0,65

18,30+ 1,91

48,87 + 2,80

0,18

14,02 + 1,03

! os datos se recogen como media * desviacién estandar (n=3).
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Tabla 60. Parametros fisico-quimicos de cremogenado de pera’.

PARAMETROS VALOR
°Brix 13,64 + 0,08
pH 3,92 + 0,07

Polifenoles Totales (mg/L)
Flavonoides Totales (mg/L)
Acido citrico (g/kg)
Acido Isocitrico (mg/kg)
Acido Fumarico (mg/kg)
Acido L-malico (g/kg)
Acido Tartéarico (g/kg)
Fructosa (g/kg)
Glucosa (g/kg)
Sacarosa (g/kg)
Pectinas solubles en agua (%)

Actividad antioxidante (mM eq. Trolox)

1.358,13 + 15,32

941,85 + 11,39

1,07 + 0,08

39,00 + 0,50

0,80+ 0,00

2,17 + 0,15

<0,20

64,77 + 2,15

29,17 + 3,45

20,60 + 0,20

0,22

11,13 + 0,46

!|_os datos vienen reflejados como media + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 61. Parametros fisico-quimicos de zumo puro de naranja’.

PARAMETROS VALOR
°Brix 11,85+ 0,03
pH 3,54+0,13
Acido citrico (g/L) 10,31 +0,13
Acido Isocitrico (mg/L) 122,8+1,11
Acido Fumaérico (mg/L) <1,0
Acido L-malico (g/L) 0,77 + 0,06
Acido Tartéarico (g/L) <0,20
Fructosa (g/L) 25,50+ 1,60
Glucosa (g/L) 2490+1,90
Sacarosa (g/L) 40,17 + 3,65
Pectinas solubles en agua (%) 0,03
Polifenoles Totales (mg/L) 1410,12 + 86,95
Flavonoides Totales (mg/L) 897,33 + 45,67
Actividad antioxidante (mM eq. Trolox) 10,89 £ 0,19

! os datos se recogen como media * desviacién estandar (n=3).

Todos los parametros fisico-quimicos analizados en las diferentes muestras
empleadas en esta Tesis Doctoral, pueden influir en el crecimiento de Alicyclobacillus
acidoterrestris. En primer lugar, el contenido en solidos solubles, °Brix, limita el
crecimiento existiendo grandes variaciones entre los zumos concentrados, zumos y
cremogenados. Asi, para el zumo concentrado de uva el valor medio obtenido fue de
65,17 °Brix, para el zumo concentrado de manzana de 70,19 °Brix, para el zumo
concentrado de pifia de 59,93 °Brix y para el zumo concentrado de naranja de 65,49
°Brix (Tablas 55, 56, 57 y 58). Estudios realizados por Splittstoesser et al. (1994) y

Chang y Kang (2004) indicaron que los concentrados de frutas con un contenido en
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sé6lidos solubles superior a 20 °Brix la germinacion de esporas de Alicyclobacillus no
es probable, evitando asi su deterioro, es por ello, por lo que en los concentrados
utilizados como materia prima, la posibilidad de crecimiento de Alicyclobacillus spp. es
improbable, aunque este hecho no indicaria la inexistencia de esporas, las cuales
podrian estar presentes debido a una manipulacion higiénica inadecuada en alguna de
las etapas del proceso de fabricacion.

Siguiendo los procesos habituales en este tipo de industria, los concentrados
fueron diluidos hasta los valores de 16 a 11,2 °Brix, valores recomendados para su
comercializacion como zumos y bebidas de frutas, y posteriormente analizados los
correspondientes zumos. Borlinghaus y Engel (1997) estudiaron el deterioro de los
concentrados de frutas tras la dilucibn a zumo alcanzando este microorganismo
concentraciones elevadas tras la germinacién de esporas que son capaces de
sobrevivir en el zumo concentrado. Este hecho es importante ya que en ocasiones los
controles se hacen sobre la materia prima y no sobre el producto diluido, pudiendo

obtener datos errGneos en la evaluacién de la calidad microbiol6gica.

Para el cremogenado de melocoton-nectarina y el cremogenado de pera los
valores medios de soélidos solubles fueron de 11,73 y 13,64 °Brix, respectivamente;
mientras que para el zumo puro de naranja el valor medio fue de 11,85 °Brix. El
contenido de solidos solubles que contienen los cremogenados de melocotén-
nectarina y pera, y el zumo puro de naranja favorece la proliferacion de Alicyclobacillus
acidoterrestris, por lo que son susceptibles de deteriorarse mas rapidamente que los
otros zumos concentrados estudiados, ya que la concentracién de sélidos solubles

permitiria la germinacion de las esporas.

Ademés de la concentracion total de sdlidos solubles, se estudié el perfil de
azlUcares simples en todas las muestras. Los azlcares mas comunes en las frutas
fueron analizados en esta experiencia: los monosacaridos fructosa y glucosa, y el
disacéarido sacarosa. La proporcion de cada uno de estos azlcares varié en funcion

del tipo de fruta.

Asi, para el zumo concentrado de uva encontramos principalmente glucosa y
fructosa con unos valores de 75,63 = 0,45y 74,43 + 0,25 g/L, respectivamente siendo
el contenido en sacarosa inferior a 2,0 g/L (Tabla 55). En el zumo concentrado de
manzana, la fructosa es el azldcar mayoritario presentando un valor de 55,90 + 2,51
g/L, seguido de la glucosa con una cantidad de 28,07 + 1,40 g/L y sacarosa en una
concentracion de 14,87 + 1,50 g/L (Tabla 56). En el zumo concentrado de pifia

encontramos como azuUcar principal la sacarosa siendo su contenido de 41,40 + 0,90

243



g/L y manteniendo una proporcionalidad aproximadamente 1:1 en la concentracion de
glucosa vy fructosa, ya que presenta valores de 32,97 + 0,25 g/L para la glucosa y
30,00 £ 0,3 g/L para la fructosa (Tabla 57).

Considerando en la naranja paralelamente los valores de azucares en el zumo
concentrado y zumo puro observamos que existe una proporcionalidad entre sacarosa:
glucosa: fructosa de 2:1:1 siendo los valores para sacarosa de 43,13 + 0,15 g/L en el
concentrado y 40,17 + 3,65 g/L en el zumo, de fructosa un contenido de 22,30 + 0,10
g/L para el concentrado y 25,50 + 1,60 g/L para el zumo puro y de glucosa una
concentracion de 20,00 + 0,20 g/L y 24,90 + 1,90 g/L en zumo concentrado y zumo

puro, respectivamente (Tablas 58 y 61).

El azucar principal en el cremogenado de melocotén-nectarina es la sacarosa
con una concentracion de 48,87 + 2,80 g/L, presentado un porcentaje similar para la
glucosa vy fructosa, siendo sus contenidos de 18,30 + 1,91 g/L y 16,97 + 0,65 g/L,
respectivamente (Tabla 59). Los resultados que observamos de azucares en el
cremogenado de pera (Tabla 60) muestran una similitud con la manzana en lo que
respecta a la proporcionalidad entre ellos, siendo sus valores de 20,60 + 0,20 gL,
64,77 + 2,15 g/L y 29,17 = 3,45 g/L para sacarosa, fructosa y glucosa,

respectivamente.

Como en el estudio de inoculacién todas las muestras se ensayaron utilizando
las materias primas diluidas hasta la concentracion de soélidos solubles de los zumos
comerciales, oscilando entre 16 y 11,2 °Brix, los resultados obtenidos para la
germinacion y crecimiento del A. acidoterrestris, tras la inoculacion experimental,
fueron similares en todas las materias primas sin encontrar diferencias en los ensayos
realizados con aislamiento por microbiologia clasica o impedancia indirecta, a

excepcion de la muestra de zumo concentrado de pifia.

Otro pardmetro importante para el desarrollo de Alicyclobacillus spp. fueron los
valores de pH del alimento o del medio en el que se encuentra. Al ser una bacteria
esporulada acido-rresistente es capaz de crecer en un rango de pH comprendido entre
2,5y 6,0 (Pettipher et al., 1997; Walls y Chuyate, 1998; Orr et al., 2000; Yamazaki et
al., 2000 y Chang y Kang, 2004), rango que comprende los valores de pH que
encontramos en las materias de estudio, que oscilaron entre 3,37 y 3,92. Por tanto,
estos valores permitieron el desarrollo de Alicyclobacillus spp. dadas sus

caracteristicas.

Los acidos organicos constituyen el segundo componente mas abundante

después del contenido en soélidos solubles, siendo los componentes responsables del
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bajo valor de pH caracteristico de las frutas. Tipicamente los &cidos organicos
representan el 1% del peso total de un zumo de fruta, siendo los acidos mayoritarios el
citrico y mélico. Tanto la cantidad como los tipos de &cidos organicos difieren bastante
dependiendo del tipo de fruta. Para el zumo concentrado de uva los acidos organicos
predominantes fueron el acido L-malico con un valor de 1,55 + 0,05 g/L y el acido
tartarico con una concentracion de 1,15 + 0,05 g/L, presentando un valor muy bajo
para el &cido citrico, 0,15 + 0,05 mg/L e inferior a 20,00 mg/L para el acido isocitrico.
La cantidad de &cido fumarico fue de 1,6 + 0,1 mg/L (Tabla 55).

En el zumo concentrado de manzana principalmente el acido organico que
destacO fue el acido L-malico con un valor de 3,20 + 0,20 g/L, seguido de éste
presentd una concentracion de acido citrico de 75,37 + 4,00 mg/L. Sin embargo, sus
contenidos en 4cido tartarico y acido isocitrico fueron inferiores a 2,00 g/L y a 20,00
mg/L, respectivamente. En 4cido fumarico se obtuvo una concentracion de 1,82 + 0,90
mg/L (Tabla 56).

En el zumo concentrado de pifia los principales acidos organicos fueron el
acido citrico, presentando un valor de 5,6 + 0,58 g/L, acido isocitrico con un valor de
142 + 24,16 mg/L y &cido L-malico con una concentracion de 1,70 £ 0,30 g/L. Sus
acidos organicos minoritarios fueron el acido tartarico con un valor inferior a 0,20 g/L y
acido fumarico inferior a 1,00 mg/L (Tabla 57).

Para la naranja, considerando tanto el zumo concentrado como el zumo puro,
el &cido organico destacable fue el acido citrico, constituyendo alrededor del 90% del
total de acidos orgéanicos, y su contenido fue de 9,86 + 0,43 g/L en el caso de
concentrado y de 10,31 £+ 0,13 g/L en el zumo. Otro acido importante de esta fruta fue
el acido isocitrico que presenté una concentracion de 93,80 + 26,90 mg/L en el
concentrado y 122,8 + 1,11 mg/L en el zumo. Asi, que el cociente de &cido citrico y
acido isocitrico es ampliamente utilizado como indicador de la autenticidad de calidad,
confirmando la posible adulteracion por la adicion de acido citrico (Camara et al.,
2011). Como é&cidos organicos minoritarios fueron el acido L-malico con unos valores
de 1,15 £ 0,05 g/L y 0,77 £ 0,06 g/L para concentrado y zumo, respectivamente. Para
el acido fumarico, la concentracion en las dos formas de presentacion de la naranja,
concentrado y zumo fue inferior a 1,00 mg/L y en el caso de &cido tartarico presentd

un valor menor a 0,20 g/L en ambos casos (Tablas 58 y 61).

En el cremogenado de melocoton-nectarina los acidos organicos mayoritarios
fueron el &cido citrico con un valor de 1,18 + 0,24 g/kg y &acido L-malico con una

concentracion de 2,90 + 0,20 g/kg. Ademas se obtuvo un contenido en acido isocitrico
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de 87,33 £ 6,23 mg/kg. Sus acidos minoritarios fueron el 4cido fumarico con un valor
de 4,07 = 0,06 mg/kg y acido tartarico inferior a 0,20 g/kg (Tabla 59).

Para el cremogenado de pera los acidos organicos mas destacables fueron el
acido L-malico y citrico con unas concentraciones de 2,17 + 0,5 g/kg y 1,07 + 0,08
g/kg, respectivamente. Como acidos en menor proporcion fueron el &cido isocitrico con
un valor de 39,00 + 0,50 mg/kg, &cido fumarico con un contenido de 0,80 mg/kg y
acido tartarico inferior a 0,20 g/kg (Tabla 60).

No encontramos en nuestro estudio una asociacion entre el pH o la presencia
de &cidos organicos y el crecimiento de A. acidoterrestris, ya que una vez realizadas
las inoculaciones experimentales, en todas las muestras se consiguid el crecimiento
de las células vegetativas tras el choque térmico, sin observar diferencias en funcion
del pH. Aunque, para la cantidad de &cidos organicos analizados podemos encontrar
una mayor variacion entre muestras, los valores del pH oscilaron menos de una unidad
para las distintas materias primas. Nuestros resultados coinciden con las
investigaciones realizadas por otros autores, que describen que el crecimiento de
Alicyclobacillus spp. no se ve afectado por los acidos organicos presentes en la fruta
(Yamashita, 2006), asi como por otros estudios publicados en los que se determinaron
los efectos de cada tipo de fruta en el desarrollo de Alicyclobacillus acidoterrestris,
obteniendo resultados positivos para los zumos de manzana, uva blanca, pifia y
naranja entre otros (Splittstoesser et al., 1994; Wisse y Parish, 1998; Silva y Gibbs,
2001; Tokuda, 2007).

Ya que el crecimiento de A. acidoterrestris en las muestras inoculadas se
observé tras la aplicacion de las técnicas de microbiologia clasica e impedancia
eléctrica indirecta, podemos decir que las condiciones de pH y concentracién de

acidos organicos no influyeron en la cuantificacion.

El contenido de pectinas solubles en agua solo fue analizado en los zumos
concentrados de pifia y naranja, en los cremogenados de melocotén-nectarina y en el
zumo puro de naranja. No se analizaron en los concentrados de uva y manzana
porque estos productos han sufrido un proceso de clarificacion, por lo que se han
eliminado las pectinas solubles. El porcentaje de pectinas solubles se muestra en la
Tabla 57 observando que el zumo concentrado de pifia contiene un 0,03%, en zumo
concentrado y zumo puro de naranja encontramos un porcentaje de 0,06% y 0,03%
respectivamente (Tablas 58 y 61). El cremogenado de melocotdn - nectarina contiene
un 0,18% de acuerdo a la los valores indicados en la Tabla 59. Segun la Tabla 60 el

valor de pectinas solubles en agua para el cremogenado de pera fue de 0,22%.

246



Como otros componentes a analizar en los zumos a base de concentrado,
cremogenados y zumo puro de naranja se cuantificé por técnicas espectrofotométricas
los polifenoles totales, los flavonoides totales y la actividad antioxidante. Para todas las
muestras analizadas los valores obtenidos para los polifenoles totales y flavonoides
totales, se encontraron dentro de los valores de referencia que aparecen recogidos en
la base de datos “Phenol Explorer” (Neveu et al., 2010; Rothwell et al., 2012; Rothwell
et al., 2013). Estos datos estan cientificamente contrastados, aunque existe una gran
variabilidad en funcién del tipo de fruta, de la variedad y la forma de presentacion.
Ademas, hay que tener en cuenta que en el caso de estos compuestos muchas de las
variaciones estan asociadas a las condiciones agrondmicas y climatolégicas durante el
cultivo de esos productos (Neveu et al., 2010; Rothwell et al., 2012; Rothwell et al.,
2013). En las muestras de concentrado también se determinaron los polifenoles totales
y flavonoides totales, observando una concentracién muy elevada como consecuencia

de la alta concentracion de estas materias primas vegetales.

Otros investigadores como Walls y Chuyate (2000) y Goto (2007) estudiaron
también que las caracteristicas de crecimiento de cepas de A. acidoterrestris
dependen del tipo de zumo y la fuente de aislamiento, creando cada zumo de forma
individual un ambiente idéneo para la germinacién de esporas y el desarrollo de las
células vegetativas, provocando el deterioro de los mismos. Estos autores observaron
crecimiento en los zumos de manzana, tomate, uva blanca, pera, pomelo, naranja,
pero no en los zumos de ardndano-manzana y en los de pifia. La explicacion del
crecimiento y el deterioro en unos zumos especificos no esta claro, pero se cree que
las distintas materias primas empleadas pueden contener diferentes concentraciones
de compuestos precursores de guayacol (Walls y Chuyate, 2000). En este sentido el
perfil polifendlico de los zumos puede ser interesante a la hora de determinar la mayor
0 menor sintesis de guayacol y la aparicién de esos sabores desagradables que son

los que afectan a la calidad.

Ademads, diferentes estudios han puesto de manifiesto que el mayor o menor
contenido de compuestos polifendlicos podria influir en el crecimiento de este grupo de
microorganismo. Splittstoesser et al. (1994) e lkegami et al. (1996) mostraron que el
desarrollo de Alicyclobacillus era posible en zumo de uva blanca, mientras que era
inhibido en zumo de uva tinta, inhibicion que fue atribuida a la presencia de
componentes fendlicos. En investigaciones llevados a cabo por Oita y Koyama (2002),
se extrajeron distintos polifenoles de la uva para estudiar su efecto inhibidor en
Alicyclobacillus spp., obteniendo como resultados una concentracion minima inhibidora

entre 150 y 200 mg/L para los &cidos ferulico y cumarico.
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El perfil de compuestos fendlicos no fue analizado en las muestras pero
basandonos en la informacion de la base de datos, la composicién varia entre las
muestras. Asi en concentrado de uva podemos encontrar como principal caracteristica
la presencia de estilbenos. Para el concentrado de manzana mayoritariamente
encontramos flavonoides de casi todos los grupos y acidos hidroxicinamicos. En el
caso del concentrado de pifia es caracteristico el alto contenido en lignanos. Para el
concentrado de naranja y el zumo puro de naranja hay que destacar la presencia de
flavanonas, y en el caso de los cremogenados de melocotdn-nectarina y pera,
destacan sobre todo los flavanoles y flavonoles (Phenol Explorer: Neveu et al., 2010;
Rothwell et al., 2012; Rothwell et al., 2013).

Actualmente existen estudios basados en la busqueda de antimicrobianos
naturales para la inhibicibn de bacterias y hongos en alimentos mejorando asi su
calidad y vida util (Aleksic y Knezevic, 2014). En la literatura cientifica, la investigacion
de actividad antimicrobiana de componentes de frutas frente a A. acidoterrestris es
bastante limitada. Molva y Baysal (2015) han publicado recientemente la inhibicién de
la germinaciéon de las esporas y del crecimiento de las células vegetativas de A.
acidoterrestris en zumo de manzana, tras la adicion de un extracto comercial de
granada conteniendo > 30%de punicanalgina, < 5% de acido elagico y trazas de acido
galico. En este estudio el efecto antimicrobiano fue conseguido por la adicion de
compuesto polifendlicos diferentes a los que se encuentran de forma natural en el
zumo, es decir incrementando la cantidad natural de estos compuestos. En este
sentido numerosos estudios han puesto de manifiesto este efecto antimicrobiano de
los extractos fendlicos de granada, tanto frente a bacterias Gram-positivas como

Gram-negativas (Gyawali y Ibrahim, 2014).

Si comparamos los resultados obtenidos en el crecimiento del A. acidoterrestris
en las distintas muestras estudiadas, no encontramos relacién con la presencia de
compuestos fendlicos, ya que en todas las muestras se observaron resultados
similares en el crecimiento del microorganismo. Solo en el caso del zumo concentrado
de pifia la baja correlacion encontrada, por un lado entre la siembra en placa con el
medio BAM Agar y el método de impedancia eléctrica indirecta, y por otro lado, las
obtenidas en el desarrollo del método de cuantificacion tanto con la cepa aislada de un
zumo como con la cepa de referencia, basado en la determinacién de CO, a partir de la
formacion de guayacol, podria estar relacionado con la mayor cantidad de compuestos
fendlicos precursores de este compuesto en esta materia prima. Asi el guayacol se
produce durante el metabolismo del acido ferdlico siendo el primer paso la

decarboxilacion a 4-vinil-guayacol (Peleg et al.,, 1992; Mathew et al., 2007) y el
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componente abundante y mayoritario de la lignina y extensamente metabolizado por
hongos y bacterias a vainillina y acido vainillico (Henderson, 1961; Ishikawa et al.,
1963; Toms y Wood, 1970; Tadasa, 1977; Sutherland et al., 1983; Herrmann, 1989;
Rosazza et al., 1995; Karmakar et al., 2000). Por otra parte debemos destacar el gran
contenido en lignanos de este zumo concentrado, que podria estar relacionado con los
resultados obtenidos, ya que de acuerdo a los datos recogidos en el Phenol Explorer:
Neveu et al., 2010; Rothwell et al., 2012; Rothwell et al., 2013) sobre los tipos de
lignanos presentes en el zumo de pifia, encontramos como lignanos mayoritarios
secoisolariciresinol y pinoresinol, a los cuales se le han atribuido, segun
investigaciones llevadas a cabo por Kulik et al. (2014) un efecto inhibidor de
crecimiento de algunos microorganismos como Fusarium graminearum. Ademas,
Matendra y Singh (2015) realizaron un estudio y evaluaron la capacidad
antimicrobiana de los lignanos del sésamo encontrando que actuaban como
antibacterianos contra patégenos de origen alimentario con una concentracion minima

inhibidora (CMI) de 2 mg/mL presentes en el cultivo.

El potencial redox del alimento también influye como factor de resistencia del
Alicyclobacillus spp. a los tratamientos térmicos y por lo tanto en la supervivencia y en
Su presencia en las materias primas empleadas en la industria. El potencial redox de
una sustancia también determina su capacidad para actuar como atrapador (quelante)
de metales, especialmente de metales con valencia +2, tales como el cobre, el zinc y
el hierro, todos de importante relevancia fisiolégica y también poderosos oxidantes de
lipidos, proteinas y de acidos nucleicos. Por ello medimos la capacidad antioxidante de
los zumos como otro de los factores intrinsecos que podria estar relacionado con el

crecimiento de Alicyclobacillus acidoterrestris.

En cuanto a la capacidad antioxidante de los zumos de frutas y derivados, esta
caracteristica esta determinada por una gran variedad de sustancias quimicas que
pueden actuar captando radicales libres, entre las que se encuentran principalmente
los compuestos polifendlicos, las vitaminas antioxidantes (C y E) y los carotenoides.
Para las muestras estudiadas los valores de capacidad antioxidante medido con la
técnica ORAC oscilo entre 7,08 y 14,02 mM equivalente Trolox para el zumo de

concentrado de manzana y el cremogenado de melocoton-nectarina, respectivamente.

Aunque, en las frutas frescas y en los zumos recién exprimidos el principal
compuesto que contribuye a la capacidad antioxidante es la vitamina C, distintos
estudios revelan que los concentrados de frutas una vez reconstituidos y tratados
térmicamente por los procesos habituales aplicados en la industria de zumos y

bebidas de frutas provocan la degradacion de la vitamina C (Garcia-Alonso et al.,
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2009; Bevilacqua y Corbo, 2011). Para contrarrestar este efecto y aportar parte de las
cantidades diarias recomendadas de vitamina C en los zumos de frutas, el acido
ascorbico es generalmente adicionado a los productos finales, a la vez que es utilizado
como aditivo antioxidante, pudiendo desarrollar también una accién antimicrobiana
(Ray, 1996). Cerny et al. (2000) reportaron que la adicion de 100 mg/L de acido
ascorbico en zumo de manzana estimulaba el crecimiento de A. acidoterrestris,
mientras que concentraciones iguales o superiores a 150 mg/L de &cido ascorbico lo
inhibian. Posteriormente, Bahcgeci y Acar (2007) no obtuvieron resultados claros o
significativos de su estudio sobre el efecto del &cido ascoérbico en la resistencia al calor
de A. acidoterrestris, y por lo tanto sobre el papel que puede jugar en la supervivencia
de este microorganismo en las materias primas empleadas en la industria alimentaria.
En nuestro estudio no se analiz6 el 4cido ascoérbico en las muestras estudiadas porque
al proceder de concentrados o cremogenados, a excepcion del zumo puro de naranja,
los procesos tecnoldgicos de tratamiento térmico degradan este compuesto, por lo que
es habitual que el producto final que va a ser envasado para consumo se enriguezca

con vitamina C, con la finalidad de obtener un beneficio tecnolégico y nutricional.

La capacidad antioxidante estaria determinada sobre todo por los compuestos
fendlicos, ya que se determiné la capacidad del extracto hidrofilico y los contenidos de
vitamina C serian muy bajos en las muestras estudiadas. Aunque muchos compuestos
fendlicos tienen una actividad antimicrobiana reconocida en alimentos, no podemos
relacionar el posible efecto o capacidad antioxidante con la inhibicién del crecimiento
del Alicyclobacillus spp. No obstante, si se sabe que la existencia de cationes
divalentes, como calcio y magnesio, en los alimentos proporcionan termorresistencia a
las endoesporas al mineralizarlas (Bender y Marquis, 1985), estabilizandolas antes los
tratamientos térmicos y favoreciendo su persistencia. En este caso podriamos decir
gque en zumos con una mayor capacidad antioxidante, por el contenido de compuestos
fendlicos, estos podrian interferir en la mineralizacién de las esporas ya que muchos
de los compuestos fendlicos son también capaces de unir cationes divalentes (Chang
y Kang, 2004; Jay et al., 2005b), proporcionando cierta actividad antimicrobiana al
reducir la resistencia de las esporas al tratamiento térmico. No obstante, esta hipotesis
tendria que ser contrastada, ya que el efecto esperado es distinto en cada zumo en

funcion de su perfil polifendlico.
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Conclusiones

Las conclusiones de la presente Tesis Doctoral son:
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El tratamiento de 80 °C/10 min se ha seleccionado como tratamiento adecuado
para la germinacion de las esporas de Alyciclobacillus acidoterrestris a formas
vegetativas, al requerir un tiempo de tratamiento menor, reduciendo asi el
tiempo de andlisis de Alicyclobacillus spp. empleado en los métodos de

microbiologia clasica.

La técnica de impedancia eléctrica directa no es valida para la determinacién
de Alicyclobacillus acidoterrestris, por no detectar cambios en la variable

impedancia del medio.

Con la técnica de impedancia eléctrica indirecta si se producen cambios en la
impedancia del medio, a partir de la generacién de CO, en la sintesis de
guayacol producido por Alicyclobacillus, resultando una correlacion inversa
entre el tiempo de deteccibn por impedancia y la concentracion de
microorganismo expresada en log (ufc/mL) obtenida del método clasico de

microbiologia.

El medio de cultivo seleccionado para la técnica de impedancia eléctrica fue
caldo BAT, ya que con el empleo del medio de cultivo genérico Bi Media 002 A

(pH 4,00) no se obtuvo crecimiento de Alicyclobacillus.

La técnica de impedancia eléctrica indirecta es un método rapido de andlisis
para la deteccién y cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en el zumo
concentrado de uva, zumo concentrado de manzana, zumo concentrado de
naranja, cremogenado de melocotén—nectarina, cremogenado de pera y zumo
puro de naranja, al obtener una buena correlacién inversa entre la
concentracion de microorganismo expresada en logaritmo decimal de unidades
formadoras de colonias y el tiempo de deteccion, tanto para la cepa aislada

como para la de referencia.

La cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris por el método de
impedancia eléctrica indirecta mostr6 una buena correlacion con la
cuantificacion del microorganismos por el método de microbiologia clasica con
BAM Agar.
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Sin embargo, impedancia eléctrica indirecta no resulté ser un método util para
la determinacion de Alicyclobacillus acidoterrestris en zumo concentrado de
pifia, ya que no conseguimos correlacion entre los resultados por impedancia
eléctrica indirecta y los obtenidos por microbiologia clasica con BAM Agar, por
lo que este método de microbiologia rapido no puede aplicarse en la industria

alimentaria para la cuantificacion de este microorganismo en esta matriz.

Con la técnica de RTi-PCR podemos cuantificar Alicyclobacillus acidoterrestris
en todas las matrices estudiadas, zumos concentrados de uva, manzana, piia
y naranja, respectivamente, cremogenados de melocotdn-nectarina y de peray
zumo puro de naranja al lograr una buena linealidad entre el nimero de ciclos
de PCR determinado por fluorescencia y el recuento en placa expresado como
logaritmo de unidades formadoras de colonias, fijando un limite de deteccién
de Ct < 40.

A diferencia de la técnica de impedancia, la técnica de RTi-PCR es valida para
el zumo concentrado de pifia, ya que al cuantificar el ADN del microorganismo
presente en el concentrado, no interfiere ningun factor intrinseco que pueda

afectar a la cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris.

10°Los pardmetros intrinsecos de las materias primas utilizadas en el estudio no

influyeron en el desarrollo de las técnicas aplicadas ya que no afectaron al
crecimiento de Alicyclobacillus acidoterrestris, incluso la capacidad antioxidante
y los compuestos fendlicos, excepto en el zumo concentrado de pifia, que de
acuerdo a la bibliografia consultada, es rico en lignanos, los cuales inhiben el

crecimiento microbiano.
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Resumen

Alicyclobacillus acidoterrestris es una bacteria termoacidoéfila, formadora de
esporas que crece a una temperatura entre 26 y 60 °C (con un rango 6ptimo de
temperatura 42-53 °C) y en un rango de pH de 2,0 a 6,0 con valores 6ptimos entre 3,5
y 5,0. Es una bacteria termorresistente que puede crecer en alimentos acidos,
incluyendo zumos y bebidas de frutas, y supone un gran problema para la industria de
este sector, ya que el deterioro del zumo por este microorganismo no es perceptible en
el producto final al crecer sin formacién de gas, pero origina sabores desagradables
que alteran el producto, como un “sabor a medicina”. Su deteccioén, plantea dificultades
en los departamentos de calidad ya que son necesarios varios dias para la obtencién
de resultados por los métodos microbiolégicos clasicos tradicionales. Por ello, es de
gran importancia el desarrollo de métodos rapidos que permitan el control de
Alicyclobacillus en las materias primas empleadas en la industria alimentaria
garantizando asi la ausencia de este microorganismo en los productos finales, zumos

y bebidas de frutas.

En la presente Tesis Doctoral el objetivo general ha sido estudiar la aplicacion
de dos métodos rapidos (impedancia eléctrica y RTi-PCR) para la deteccion de
Alicyclobacillus spp. en distintas materias primas empleadas en la industria de zumos.
Para ello se inocularon las materias primas (zumo concentrado de uva, zumo
concentrado de manzana, zumo concentrado de pifia, zumo concentrado de naranja,
cremogenado de melocoton-nectarina, cremogenado de pera y zumo puro de naranja)
con esporas Alicyclobacillus acidoterrestris aisladas a partir de un zumo de melocotén

y uva, y con una cepa de referencia del mismo.

En la primera experiencia se ensayaron distintos tratamientos térmicos (80
°C/10 minutos, 70 °C/20 minutos y 60 °C/30 minutos) para la germinacion de esporas a
formas vegetativas, no existiendo diferencias significativas en los recuentos de
Alicyclobacillus a las distintas concentraciones de inéculos, ni en los porcentajes de
recuperacion. Es por ello que se selecciond el tratamiento térmico de 80 °C/10 minutos

para emplear asi menos tiempo de anlisis.

La técnica de impedancia eléctrica valida para la deteccion de Alicyclobacillus
acidoterrestris fue el método indirecto, que registrod los cambios en la impedancia del
medio (%M) a través de la formacion de CO, derivado de la ruta metabdlica del

guayacol por Alicyclobacillus, siendo el medio de cultivo mas adecuado para la
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determinacion de este microorganismo el caldo BAT. Por el contrario, no detectamos

crecimiento por impedancia eléctrica directa.

Para cada una de las materias primas, zumo concentrado de uva, zumo
concentrado de manzana, zumo concentrado de naranja, cremogenado de melocoton-
nectarina, cremogenado de pera y zumo puro de naranja, se desarroll6 un método
valido para la deteccion y cuantificacion de Alicyclobacillus acidoterrestris por
impedancia eléctrica indirecta para un valor de %M = -10, logrando unos coeficientes
de correlacién y varianza corregida elevados, superiores al 0,8 tanto para el
experimento realizado con una cepa aislada de un zumo de melocotén y uva comercial
e identificada como Alicyclobacillus acidoterrestris, como el efectuado con una cepa de
referencia de Alicyclobacillus acidoterrestris. La validacion de este método
comparando con el método de microbiologia clasica con BAM Agar resultd

satisfactoria con valores de R? > 0,9 para cada una de las matrices mencionadas.

Sin embargo, para el zumo concentrado de pifia este método no permitié una
adecuada cuantificacién, ya que se obtuvo baja correlacion entre las variables tiempo
de deteccion por impedancia y logaritmo de las unidades formadoras de colonias
cuantificadas por siembra tradicional en placa con BAM Agar, tanto para el estudio
realizado con la cepa aislada como en el realizado con la cepa de referencia. Ademas,
este método tampoco pudo ser validado con el método clasico de microbiologia con

BAM Agar por obtener un valor muy bajo de varianza explicada, R?*= 0,366.

Con la técnica de RTi-PCR es posible determinar la concentracion de
Alicyclobacillus acidoterrestris en todas las materias primas utilizadas en este estudio
destinadas a la elaboracion de zumos y bebidas de frutas, obteniendo unos valores de
coeficientes de correlacién y varianza corregida superiores a 0,9; y estableciendo un
limite de deteccion, cuantificado por fluorescencia, de C; < 40 que corresponde a un
limite de deteccion de 200 ufc/mL en recuento en placa, para todos los casos, incluso

en el zumo concentrado de pifia a diferencia de la técnica por impedancia eléctrica.

Las caracteristicas intrinsecas de composicion quimica analizadas en las
muestras: °Brix, pH, glucosa, fructosa, sacarosa, pectinas solubles en agua, acidos
organicos, compuestos fendlicos y flavonoides no influyeron en el crecimiento de
Alyciclobacillus spp., al no observar diferencias en el crecimiento del microorganismo
entre las muestras, a excepcion del zumo concentrado de pifia. En el caso del zumo
de pifia, los resultados obtenidos en el método de impedancia eléctrica indirecta,
pueden estar relacionados con la composicién fendlica de este zumo que se

caracteriza por un alto contenido en lignanos, compuestos considerados como

258



antimicrobianos de hongos y algunas bacterias patégenas, que pudiera inhibir el
crecimiento de Alicyclobacillus y por consiguiente la sintesis de guayacol y formacion
de CO..
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Summary

Alicyclobacillus acidoterrestris is a thermoacidophilic, spore-forming bacterium
that grows to a temperature between 26 and 60 °C (with an optimal rank of
temperature 42-53 °C) and in a pH rank of 2,0 to 6,0 with optimal values between 3,5
and 5,0. It is a thermoresistant bacterium that can grow in acidic food, including fruit
juices and drinks, and it means a great problem for the industry of this sector, since the
deterioration in the juices by this microorganism is not noticeable on the final product
as it grows without gas formation but it originates unpleasant tastes modifying the
product, like "a taste of medicine". Its detection gives rise to difficulties at the quality
departments, given that several days are necessary for the obtaining of results by the
traditional microbiological methods. For that reason, it is highly important the
development of quick methods which allow to control Alicyclobacillus in the raw
materials used in the food industry, guaranteeing in this way the absence of this

microorganism on the final products, fruit juices and drinks.

At the present Doctoral Thesis the general aim has been to study the
application of two quick methods (electrical impedance and RTi-PCR) for the detection
of Alicyclobacillus spp. in different raw materials used in the juice industry. For that, the
raw materials (concentrated grape juice, concentrated apple juice, concentrated
pineapple juice, concentrated orange juice, peach-nectarine purée, pear purée and
orange pure juice) were inoculated with spores Alicyclobacillus acidoterrestris isolated

from a peach and grape juice, and with a reference strain of the same.

At the first experience, different heat treatments were tried out (80 °C/10
minutes, 70 °C/20 minutes and 60 °C/30 minutes) for the spore germination to
vegetative forms, with no significant differences in the Alicyclobacillus counts to the
different concentrations of inocula nor in the recovery percentages. It is for that reason
that it was selected the heat treatment of 80 °C/10 minutes in order to employ in this

way less time of analysis.

The electrical impedance technique valid for Alicyclobacillus acidoterrestris
detection was the indirect method, which registered the changes in the impedance of
the environ (%M) via the transformation of CO, derived from the metabolic pathway of
the guaiacol by Alicyclobacillus, being the BAT broth the most adequate culture
medium for the determination of this microorganism. On the contrary, it was not

detected growth by direct electrical impedance.
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For each one of the raw materials, concentrated grape juice, concentrated
apple juice, concentrated orange juice, peach-nectarine purée, pear purée and orange
pure juice, it was developed a valid method for the detection and quantification of
Alicyclobacillus acidoterrestris by indirect electrical impedance for a value of %M = -10,
achieving high correlation coefficients and corrected variance, higher to the 0,8, not
only for the experiment carried out with an isolated strain from a commercial peach and
grape juice and identified as Alicyclobacillus acidoterrestris, but also for that one
carried out with a reference strain of Alicyclobacillus acidoterrestris. The validation of
this method compared to the method of classical microbiology with BAM Agar resulted
satisfactory with values of R? > 0,9 for each one of the matrixes mentioned.

However, for the concentrated pineapple juice this method didn’t allow
an adequate quantification, as it was obtained low correlation between the variables
detection time by impedance and logarithm of the colony-forming units quantified by
traditional plating with BAM Agar, as for the study carried out with the isolated strain as
in that one carried out with the reference strain. In addition to this, this method either
could be validated with the classical method of microbiology with BAM Agar for

obtaining a very low value of variance, R? =0,366.

With the RTIi-PCR technique is possible to determine the concentration of
Alicyclobacillus acidoterrestris in all the raw materials used in this study and destined to
the manufacturing of fruit juices and drinks, obtaining values of R* > 0,9 with an
established value of C; < 40 and with a detection limit of 200 ufc/mL in all the cases,
even in that of the concentrated pineapple juice, as opposed to the technique by

electrical impedance.

The intrinsic characteristics of chemical composition analysed in the samples:
°Brix, pH, glucose, fructose, sacarose, water soluble pectins, organic acids, phenolic
compounds and flavonoids, had no influence in the growth of Alicyclobacillus spp., not
observing differences in the growth of the microorganism among the samples, with the
exception of the concentrated pineapple juice. In the case of the pineapple juice, the
results obtained in the indirect electrical impedance method could be related to the
phenolic composition of this juice that is characterized by a high content in lignans,
compound considered as fungi antimicrobial and some pathogenic bacteria, which
could inhibit the growth of Alicyclobacillus and, therefore, the synthesis of guaiacol and

the CO, formation.
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CAPITULO X. ANEXO






Anexo

Tabla 26. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de uva’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

80

85

88

89

89,2

89,25

89,4

89,5

89,6

89,75

10

0,8

0,75

0,6

0,5

0,4

0,25

287

8,50 £ 0,63

8,26 + 0,41

8,59 + 0,55

8,64 +£ 0,09

9,47 + 0,53

9,72 + 0,86

9,77 +1,11

9,87 +2,44

10,36 + 0,38

10,83 + 0,98

6,24 £ 0,62

5,91+ 0,07

5,87 +0,18

6,35+ 0,35

5,49 + 0,20

5,55+0,14

5,32 £ 0,64

5,61+ 0,58

4,64 £ 0,24

4,91 £ 0,46



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

89,8

89,9

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,2

0,1

0,08

0,075

0,06

0,05

0,025

0,02

0,01

0,008

0,0075

0,006

0,005

0,0025

0,002
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11,28 + 0,10

11,31 +0,78

11,58 + 0,32

11,88+ 0,91

12,12 + 0,44

12,21 + 0,62

12,47 + 0,52

13,22 + 1,07

13,28 + 0,64

13,42 + 2,01

13,28 + 0,64

13,84 + 0,08

14,00 + 1,38

14,38 £ 0,28

14,43 + 1,46

5,17 £ 0,10

5,19+0,12

4,93 £ 0,07

4,30+ 0,33

5,20+ 0,79

4,36 +0,04

4,07 £ 0,19

3,82+0,19

3,80 £ 0,66

4,02 +£0,94

3,80 £ 0,66

3,71 +0,16

3,93 + 0,20

2,74+£0,23

2,80+0,18



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,001

0,0008

0,00075

0,0006

0,0005

0,00025

0,0002

0,0001

0,00008

0,000075

0,00005

0,000025

0,00002

0,00001

14,87 +1,38

15,04 + 0,45

15,26 + 0,55

15,90 + 1,07

15,92 + 0,13

16,31+ 0,31

16,63 + 0,33

16,72 £ 0,49

17,16 £ 0,24

17,24 + 0,37

17,81+ 0,44

21,37 + 0,63

21,53 +0,12

21,86 £ 0,15

3,24 +£0,16

2,84 +0,47

2,81+0,41

2,47 +0,71

2,56 + 0,25

2,68 + 0,23

2,59 +0,77

1,63 +0,54

1,78 £ 0,68

2,20+ 0,90

1,99+0,29

0,62 +0,43

0,58 + 0,16

0,45 £ 0,20

'Los valores se indican como la media + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 27. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de manzana’.

Vol. muestra (mL) Vol. caldo BAT (mL) Vol. inoculo (mL) Impedancia(horas) log (ufc/mL)

10 80 10 6,30 £ 0,16 6,47 £ 0,21
10 85 5 8,50 + 2,09 6,10 £ 0,39
10 88 2 8,92 +£ 0,45 6,16 £ 0,07
10 89 1 9,29+ 0,33 5,73+ 0,06
10 89,2 0,8 9,54 +1,12 5,80+ 0,17
10 89,25 0,75 9,83+1,42 5,68 + 0,34
10 89,4 0,6 10,38 + 0,04 5,98 + 0,01
10 89,5 0,5 11,13+ 2,08 5,72+ 0,29
10 89,6 0,4 11,28 + 0,36 5,30 £ 0,55
10 89,75 0,25 11,60+1,91 5,36 £ 0,30
10 89,8 0,2 11,61 + 0,09 4,85+ 0,05
10 89,9 0,1 12,02 £ 0,23 4,85+0,19
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10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,08

0,075

0,06

0,05

0,025

0,02

0,01

0,008

0,0075

0,006

0,005

0,0025

0,002

0,001
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11,60+1,91

12,32+ 2,92

12,72 + 0,11

12,80+ 0,13

13,40 + 2,24

13,84 + 3,17

13,94 + 0,66

14,31+ 0,69

14,55+ 0,16

14,72 £ 0,26

14,88 + 0,23

15,55+ 2,95

15,64 + 2,99

16,03 + 0,94

5,36 £ 0,30

4,71 + 0,63

4,71 £ 0,15

4,86 + 0,09

5,07 + 0,33

4,77 £ 0,97

4,81 +0,29

4,27 £0,14

4,45 + 0,45

3,90 £ 0,35

3,68 + 0,56

4,55 +0,24

3,99 +0,73

4,20 £ 0,27



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,0008

0,00075

0,0006

0,0005

0,00025

0,0002

0,0001

0,00008

0,000075

0,00005

0,000025

0,00002

0,00001

16,45 + 4,41

16,65 + 0,24

17,18 £ 1,99

17,70 £ 1,47

19,12 + 0,83

19,16 + 2,11

19,48 + 0,33

19,87 + 0,74

19,97 £ 1,74

20,61 +2,18

22,92 + 0,23

23,02 +0,15

30,64 + 0,62

3,78+ 1,43

4,07 + 0,52

3,40 + 0,88

3,30+ 1,50

2,41+ 0,57

2,93 +1,63

2,78 £ 0,29

2,82+0,14

2,50+ 0,97

2,66 £ 0,22

1,85+ 0,28

1,69+0,18

0,00

'L os valores se estan expresados como la media + desviacion estandar (n=3)

292



Tabla 28. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de pifia’.

Vol. Muestra (mL)

Vol. Caldo BAT (mL)

Vol. Inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

80

85

88

89

89,2

89,25

89,4

89,5

89,6

89,75

89,8

89,9

10

0,8

0,75

0,6

0,5

0,4

0,25

0,2

0,1

293

9,00 + 1,89

10,46 + 0,54

11,07 + 0,18

11,27 + 1,20

12,22 +1,31

12,74 + 1,15

13,48 + 0,73

14,23 + 0,75

15,21 + 0,56

15,53+ 2,92

15,55+ 0,16

15,64 + 1,93

6,82 +£ 0,02

6,41 +0,19

6,05 + 0,04

5,77 £ 0,08

5,55 + 0,61

6,23 + 0,03

5,84 + 0,03

4,72 £ 0,03

518 +0,14

4,74+ 0,19

5,93+0,01

3,75+0,20



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,08

0,075

0,06

0,05

0,025

0,02

0,01

0,008

0,0075

0,006

0,005

0,0025

0,002

0,001

294

16,00 + 3,13

16,07 + 0,97

17,56 + 2,37

17,67 + 0,44

17,84 + 0,17

18,05 + 0,26

18,56 + 1,90

19,08 £ 0,28

19,56 + 1,95

20,30 +£1,76

20,31+ 2,55

20,33+ 2,50

20,63 + 0,45

21,06 £ 1,20

5,14 +£ 0,05

5,64 +£0,18

4,10+ 0,11

4,85+0,18

4,22 + 0,50

4,73 £ 0,08

4,16 + 0,16

4,98 + 0,03

2,52+0,31

3,31+0,08

3,64 + 0,45

3,07 £ 0,02

3,87 + 0,06

3,53+0,21



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,0008

0,00075

0,0006

0,0005

0,00025

0,0002

0,0001

0,00008

0,000075

0,00005

0,000025

0,00002

0,00001

21,50+ 3,70

22,97 £ 0,62

23,03 + 0,52

23,44 + 9,86

23,60 + 0,04

24,23 +0,53

24,46 £ 0,67

24,55+ 2,13

25,02 +0,23

28,95+0,12

32,89 +0,13

33,25+0,19

36,58 + 0,11

2,18 £ 0,50

3,09 +£ 0,08

3,20+ 0,14

1,71+ 0,04

3,15+ 0,04

3,31 +0,02

2,55+0,31

2,06 £ 0,49

2,43+0,18

1,79+ 0,07

1,39 + 0,12

0,80 + 0,30

0,73 + 0,25

'L os resultados se muestran como la media + desviacién estandar (n=3).
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Tabla 29 Valores de log (ufc/mL) y deteccidon de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de naranja’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

80

85

88

89

89,2

89,25

89,4

89,5

89,6

89,75

89,8

89,9

10

0,8

0,75

0,6

0,5

0,4

0,25

0,2

0,1

296

9,72+ 2,84

8,61 + 0,36

10,67 + 1,59

11,52+ 0,68

11,96 + 0,22

12,48 + 0,59

12,81 + 1,52

13,00 £ 0,29

13,14 + 1,07

13,33+ 0,81

14,39 + 0,47

15,30+ 1,09

6,76 £ 0,47

6,65 + 0,05

6,34 £ 0,21

6,04 £ 0,28

6,25+ 0,19

6,12 + 0,25

6,08 + 0,18

5,83+0,24

5,57 £ 0,05

5,58 £ 0,26

5,77 £0,14

578 +0,16



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,08

0,075

0,06

0,05

0,025

0,02

0,01

0,008

0,0075

0,006

0,005

0,0025

0,002

0,001
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15,81 + 1,63

16,01+ 0,24

16,73 + 2,38

17,14 + 1,06

17,72 + 1,52

17,77 + 0,38

17,87 £ 0,37

17,92+ 0,98

18,04 + 0,20

19,43 +1,18

19,54 + 4,04

21,16 £ 0,95

24,07 £ 0,94

2512 +0,31

5,02 £ 0,06

549+0,21

4,93 +£0,43

5,02 + 0,22

4,91 +0,30

5,03 + 0,09

5,04 £ 0,09

4,87 +0,30

4,72 + 0,30

4,91+0,12

4,27+ 0,41

4,12+ 0,41

3,72+ 0,22

3,02+0,21



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,0008

0,00075

0,0006

0,0005

0,00025

0,0002

0,0001

0,00008

0,000075

0,00005

0,000025

0,00002

0,00001

25,45+1,35

25,96 + 0,23

27,77 +0,81

28,00 + 0,19

28,45+ 0,23

28,96 + 0,30

30,52+0,21

31,25+ 0,45

31,79+0,38

32,51 +£0,23

36,01 +0,79

36,58 + 0,11

40,23 £ 0,21

3,67 £0,33

2,80+0,15

2,80+ 0,09

2,65+0,11

2,39+0,19

2,13+0,22

1,89+0,16

2,45+ 0,21

2,31+0,13

1,85+ 0,25

1,66 = 0,20

0,73 + 0,25

1,01 +0,33

'Los datos se indican como la media + desviacién estandar (n=3).
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Tabla 30. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

cremogenado melocotén-nectarina®.

Vol. muestra (mL) Vol. caldo BAT (mL) Vol. inoculo (mL) Impedancia(horas) log (ufc/mL)

10 80 10 6,75+ 0,41 7,02 £ 0,08
10 85 5 7,68 £ 1,86 6,39 £ 0,57
10 88 2 8,93+ 0,30 6,01 £0,14
10 89 1 9,19+0,79 6,02 £ 0,02
10 89,2 0,8 10,19+ 0,11 5,92 +0,21
10 89,25 0,75 10,34 £ 0,21 581+0,14
10 89,4 0,6 10,70 = 0,65 6,01 +0,11
10 89,5 0,5 10,74 + 0,63 5,64 +0,12
10 89,6 0,4 10,85 + 0,37 5,55+ 0,24
10 89,75 0,25 11,10+ 0,40 5,45+ 0,03
10 89,8 0,2 11,56 + 0,80 5,23 +0,03
10 89,9 0,1 12,86 £ 0,12 4,85+ 0,07
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10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,08

0,075

0,06

0,05

0,025

0,02

0,01

0,008

0,0075

0,006

0,005

0,0025

0,002

0,001
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12,88 + 0,29

12,89 + 0,96

13,16 + 0,94

13,29+ 0,19

14,76 + 0,23

14,90 + 0,28

15,00 £ 0,21

15,04 + 0,07

15,50+ 0,21

15,79+ 0,21

16,30 = 0,67

16,43 + 1,07

16,45 +0.17

16,49 + 2,90

5,01+0,16

4,98 + 0,06

4,86 + 0,09

4,75 £ 0,05

3,92 +0,32

4,10+ 0,12

3,98 £ 0,22

4,59+0,34

4,29 + 0,22

4,14 £ 0,24

3,22 + 0,50

3,89+0,11

3,41+ 0,27

3,41 +0,10



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,0008

0,00075

0,0006

0,0005

0,00025

0,0002

0,0001

0,00008

0,000075

0,00005

0,000025

0,00002

0,00001

16,57 + 2,93

16,93+ 1,41

17,74 + 0,80

18,31+ 0,25

18,73 +0,01

18,98 + 0,84

19,13 +1,35

19,49 + 0,38

19,99 + 0,29

21,15+ 0,30

21,34 + 0,64

22,32+0,19

27,19 + 0,20

3,35+0,31

3,12+ 0,43

2,94 +0,44

2,95+0,41

3,49 + 0,38

2,56 + 0,48

2,69+0,51

3,18 +0,41

3,01 £0,42

2,37+0,16

2,18+ 0,16

2,02 +0,15

0,58 + 0,29

'L os resultados vienen expresados como la media + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 31. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

cremogenado de pera’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

80

85

88

89

89,2

89,,25

89,4

89,5

89,6

89,75

89,8

89,9

10

0,8

0,75

0,6

0,5

0,4

0,25

0,2

0,1
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7,53+0,19

7,63 +0,27

8,26 £ 0,34

8,50+ 0,41

8,65 + 0,38

9,01+0,18

9,30 + 0,04

9,31+0,13

9,74 £ 0,99

9,68 £ 0,05

9,88 £ 1,03

10,29 £ 0,45

6,21 + 0,21

6,07 £ 0,25

5,44 + 0,21

5,68 £ 0,10

5,16 + 0,24

5,08 + 0,19

5,01 +0,21

5,38+ 0,14

5,14 £ 0,36

491+0,16

4,87 +0,38

4,80+0,18



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,08

0,075

0,06

0,05

0,025

0,02

0,01

0,008

0,0075

0,006

0,005

0,0025

0,002

0,001
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10,51 £ 0,22

10,78 + 0,40

10,99 + 0,23

11,15+ 0,45

11,88 + 0,14

12,02 + 0,84

12,61 + 0,33

12,69 + 1,07

12,81 + 0,37

12,95+ 0,26

12,95 + 0,23

13,53 +0,13

14,09 + 0,13

14,27 + 0,66

4,71 + 0,04

4,86 + 0,19

4,29 +0,28

4,45 + 0,14

4,45 + 0,25

4,46 +£ 0,30

3,93+ 0,06

4,10 £ 0,27

4,13 +0,15

3,91+0,19

3,71+ 0,22

3,55+ 0,45

3,12 + 0,15

3,10+ 0,13



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,0008

0,00075

0,0006

0,0005

0,00025

0,0002

0,0001

0,00008

0,000075

0,00005

0,000025

0,00002

0,00001

15,11 + 0,35

15,73+ 0,72

15,79 + 0,84

16,16 + 0,82

16,24 + 0,15

17,06 + 0,64

17,13 + 0,64

17,98 £ 0,74

18,05 + 0,25

18,52+ 0,18

18,75 + 0,15

18,83 + 0,87

18,96 + 0,12

2,59 + 0,50

2,58 £ 0,23

2,73 +0,23

2,33+0,40

2,53 +0,15

2,17 +0,12

1,95+ 0,30

1,41+0,38

1,30+ 0,20

1,22+0,23

1,16 + 0,16

1,33+0,35

1,05+ 0,12

'Los datos se indican como la media + desviacién estandar (n=3)
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Tabla 32. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo puro de naranja’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

80

85

88

89

89,2

89,25

89,4

89,5

89,6

89,75

89,8

89,9

10

0,8

0,75

0,6

0,5

0,4

0,25

0,2

0,1
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6,45+ 0,21

7,71 +0,12

9,13+0,21

10,52 + 0,25

10,56 + 0,48

10,70 £ 0,59

10,78 £ 0,29

10,89 + 0,56

10,90 + 0,30

11,01+ 0,29

11,36 + 0,32

11,70 + 0,60

6,38 £ 0,05

6,15 + 0,07

5,85+ 0,02

5,41 +0,15

5,30 + 0,32

5,50 + 0,19

5,74 + 0,20

5,48 + 0,23

5,60 £ 0,22

5,61+0,16

5,50+ 0,14

537+0,11



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,08

0,075

0,06

0,05

0,025

0,02

0,01

0,008

0,0075

0,006

0,005

0,0025

0,002

0,001
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12,29+ 0,75

12,68 + 0,22

12,75+ 0,33

13,13+ 0,63

13,69 £ 0,77

14,66 + 0,04

15,79 + 1,05

15,88 + 0,31

16,03 + 0,77

16,42 + 2,06

16,51 £ 0,19

16,71+ 0,78

17,33+ 0,58

17,74 £ 1,05

5,26 £ 0,29

5,05+0,13

4,66 + 0,05

494+0,14

4,75+ 0,21

4,45+ 0,25

4,90 = 0,05

4,73 £ 0,22

4,72 + 0,24

4,22 + 0,46

4,63 +0,16

4,59 + 0,38

4,18 + 0,12

4,32 + 0,39



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

890

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,0008

0,00075

0,0006

0,0005

0,00025

0,0002

0,0001

0,00008

0,000075

0,00005

0,000025

0,00002

0,00001

18,14 + 0,46

18,49 + 0,28

19,25 + 0,35

19,47 £ 0,43

19,68 + 0,32

20,13+0,28

20,48 + 1,37

23,34+ 0,33

23,56 + 0,23

23,85+0,21

25,44 + 0,19

26,00 + 0,23

31,08 +1,05

4,02 + 0,06

4,03 + 0,06

3,79 + 0,08

3,71+0,13

3,69 + 0,03

3,58 +0,11

3,53 +0,26

2,79+0,36

2,50+0,21

2,21 +0,33

2,16 + 0,36

2,25+0,23

1,55 + 0,09

'L os resultados vienen reflejados como la media + desviacion estandar (n=3)
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Tabla 34. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de uva empleando una cepa de referencia’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

89

89,2

89,25

89,5

89,75

89,9

90

90

90

90

0,8

0,75

0,5

0,25

0,1

0,08

0,075

0,05

0,025
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14,03 + 1,08

14,09 + 0,47

14,20 + 0,92

14,34 + 0,14

14,66 + 0,07

15,44 + 0,39

16,68 + 0,45

16,88 + 0,14

17,25+ 0,17

17,90 + 0,33

4,75 + 0,46

4,60 £ 0,21

4,79 0,21

4,67 £0,21

4,13 +0,23

3,83+0,48

3,70 £ 0,25

3,62 £ 0,20

3,36 +0,08

3,24 +0,11



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,01

0,008

0,0075

0,005

0,0025

0,001

0,0008

0,00075

0,0005

0,00025

0,0001

18,27 + 0,66

18,62 + 0,45

18,74 + 0,38

19,06 + 0,50

19,39+ 0,24

19,60 £ 0,11

21,08 £ 0,06

21,17+ 0,01

21,33+0,28

22,40+ 0,60

22,98 + 0,07

3,09 +0,18

2,72 +0,28

2,69+0,24

2,61+0,23

2,36 £ 0,33

2,25+0,23

2,80+0,32

2,00 £ 0,05

1,26 + 0,29

1,18+ 0,10

1,04 + 0,06

'Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 35. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de manzana empleando una cepa de referencia’.

Vol. muestra (mL) Vol. caldo BAT (mL) Vol. inoculo (mL) Impedancia(horas) log (ufc/mL)

10 89 1 14,28 + 0,13 4,48 + 0,52
10 89,2 0,8 14,80 + 0,23 4,07 £ 0,57
10 89,25 0,75 16,13 + 0,35 3,67 + 0,30
10 89,5 0,5 16,68 + 0,46 3,60 £ 0,36
10 89,75 0,25 16,70 + 0,80 3,71+ 0,58
10 89,9 0,1 16,72 + 0,08 3,69+ 0,53
10 90 0,08 16,84 £ 0,11 3,12+0,21
10 90 0,075 17,40 £ 0,67 3,37+£0,11
10 90 0,05 17,44 £ 0,17 2,73+0,44
10 90 0,025 17,90 + 0,15 3,27 +0,18
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10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,01

0,008

0,0075

0,005

0,0025

0,001

0,0008

0,00075

0,0005

0,00025

0,0001

17,90 + 0,35

17,96 + 0,31

18,21 + 0,17

18,99 + 0,03

19,73 + 0,55

19,79+ 0,10

20,19+ 0,41

22,00+ 0,80

23,90+ 0,53

34,50 £ 0,50

36,03 + 0,06

2,92 +0,39

2,75+ 0,66

2,86 + 0,40

2,63 +0,26

2,62 £ 0,30

2,26 +0,44

2,79+0,10

1,95+0,52

1,73+0,39

0,00

0,00

'Los resultados vienen expresados como la media + desviacién estandar (n=3).
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Tabla 36. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de pifia empleando una cepa de referencia’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

89

89,2

89,25

89,5

89,75

89,9

90

90

90

90

0,8

0,75

0,5

0,25

0,1

0,08

0,075

0,05

0,025

312

17,17 = 0,07

17,56 + 0,78

17,70 £ 1,23

18,06 + 1,54

18,24 + 1,92

18,36 + 0,08

18,75 + 0,08

19,24 + 0,44

19,34 + 2,66

19,56 + 1,30

3,98 + 0,20

2,78 +0,01

4,13 +£ 0,30

4,26 £ 0,24

4,20 £ 0,29

3,36 £ 0.09

3,77 +£0,13

3,03+£0,44

4,04 + 0,02

3,65+0,34



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,01

0,008

0,0075

0,005

0,0025

0,001

0,0008

0,00075

0,0005

0,00025

0,0001

19,82 + 0,22

20,77 +0,73

21,71 +1,78

22,46 + 0,40

22,58 + 2,44

22,71 +£0,20

23,36 £1,63

23,85+0,21

2420 +1,17

31,24 +0,75

32,08 + 5,47

1,48 + 0,02

2,03 + 0,05

2,99 +0,16

154+0,10

1,44 + 0,18

2,96 £ 0,05

148 + 0,01

2,87 0,12

2,36 £ 0,35

1,88 + 0,46

1,26 + 0,24

'Los resultados se muestran como la media + desviacion estandar (n=3).
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Tabla 37. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo concentrado de naranja empleando una cepa de referencia’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

89

89,2

89,25

89,5

89,75

89,9

90

90

90

90

0,8

0,75

0,5

0,25

0,1

0,08

0,075

0,05

0,025

314

13,89 + 0,22

14,28 + 0,51

14,66 + 0,79

15,63 £ 0,01

15,75+ 0,04

15,85+ 0,29

15,94 £ 0,11

16,03 £ 0,28

16,18 + 0,05

16,23 + 0,65

5,64 + 0,46

5,19+ 0,15

5,13 + 0,30

4,81+0,11

4,37 £ 0,27

4,63+0,14

4,56 + 0,08

4,40 £ 0,32

4,89 + 0,30

4,31+£0,20



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,01

0,008

0,0075

0,005

0,0025

0,001

0,0008

0,00075

0,0005

0,00025

0,0001

16,32 £ 0,49

16,63 + 0,23

16,67 + 0,38

19,77 £ 0,29

20,23 £ 0,20

20,53+ 0,06

21,40+ 0,40

23,41 +1,36

24,35+ 0,89

24,45 + 0,86

35,08 + 0,16

4,80 + 0,52

4,35+0,15

4,43 +0,10

3,33+0,28

3,31+0,39

3,15+ 0,26

2,79 +0,77

2,78 +0,10

2,57 £ 0,26

2,45+ 0,56

0,26 + 0,45

'Los datos se muestran como la media * desviacion estandar (n=3).
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Tabla 38. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

cremogenado de melocotdn-nectarina empleando una cepa de referencia’.

Vol. muestra (mL) Vol. caldo BAT (mL) Vol. inoculo (mL) Impedancia(horas) log (ufc/mL)

10 89 1 12,55 + 0,27 5,64 + 0,04
10 89,2 0,8 13,35+ 0,05 5,49 + 0,06
10 89,25 0,75 13,52 + 0,98 5,47 + 0,19
10 89,5 0,5 15,00 + 0,53 529 +0,27
10 89,75 0,25 15,23 + 0,33 512+ 0,24
10 89,9 0,1 16,28 + 0,48 4,49 + 0,19
10 90 0,08 17,02 + 0,64 4,81 +0,23
10 90 0,075 17,70 £ 0,54 4,41+0,13
10 90 0,05 19,30 £ 1,52 4,07 £ 0,29
10 90 0,025 19,47 £ 0,09 4,11 £ 0,15
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10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,01

0,008

0,0075

0,005

0,0025

0,001

0,0008

0,00075

0,0005

0,00025

0,0001

20,29 + 0,16

20,49 + 0,48

20,57 £ 0,44

21,65+0,35

22,98 £ 0,62

23,69+0,31

23,95+0,10

24,02 £ 0,50

24,87 £ 0,09

28,54 £ 0,33

34,36 + 0,37

3,69 +0,24

4,05+ 0,29

3,72+ 0,13

3,51 +0,08

2,88 £0,29

3,18 +£0,24

2.82+£0,30

2,75+0,37

2,57 £0,37

1,97 £ 0,09

0,93 + 0,59

!Los datos se exponen como la media + desviacién estandar (n=3)
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Tabla 39. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

cremogenado de pera empleando una cepa de referencia’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

89

89,2

89,25

89,5

89,75

89,9

90

90

90

90

0,8

0,75

0,5

0,25

0,1

0,08

0,075

0,05

0,025

318

8,93 + 0,37

8,98 + 0,25

9,29 + 0,30

9,68 £ 0,32

11,31+ 0,85

11,53+ 0,76

12,49 + 0,61

14,83 £ 0,19

15,09 + 0,50

15,11 + 0,95

6,40 + 0,20

6,51 + 0,03

6,28 + 0,17

579+0,52

575+0,15

5,22 +£0,22

5,31+ 0,07

4,53 + 0,06

4,38 + 0,09

4,51 +0,37



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,001

0,008

0,0075

0,005

0,0025

0,001

0,0008

0,00075

0,0005

0,00025

0,0001

16,03 £ 0,42

16,32 + 0,73

16,70 £ 0,59

16,92 + 0,05

17,33+ 0,31

17,68 £ 0,12

17,75+ 2,40

18,20+ 0,19

18,94 + 0,81

20,95+ 0,25

21,53 + 0,60

4,93 £ 0,26

3,96 + 0,31

4,78 £ 0,07

3,40 + 0,47

3,96 £ 0,31

3,53+0,27

2,94 £ 0,09

3,77 0,42

3,10+ 0,23

2,75+0,11

2,56 + 0,23

! os datos se muestran como la media + desviacién estandar (n=3)
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Tabla 40. Valores de log (ufc/mL) y deteccion de tiempo en horas para la construccion del método de cuantificacién de Alicyclobacillus acidoterrestris en

zumo puro de naranja empleando una cepa de referencia’.

Vol. muestra (mL)

Vol. caldo BAT (mL)

Vol. inoculo (mL)

Impedancia(horas)

log (ufc/mL)

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

89

89,2

89,25

89,5

89,75

89,9

90

90

90

90

0,8

0,75

0,5

0,25

0,1

0,08

0,075

0,05

0,025

320

11,53 +0,51

12,11+ 0,25

12,31 + 0,26

12,44 + 0,08

13,25+ 0,55

13,30+ 0,04

13,48 + 0,50

13,74 £ 0,20

14,39+ 0,31

15,52 + 0,10

6,06 + 0,23

6,02 +0,21

5,89 + 0,30

6,04 £ 0,31

5,30 £ 0,28

5,07 +0,29

525+0,24

509 +0,17

4,92 + 0,29

4,50 £ 0,20



10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

90

0,01

0,008

00075

0,005

0,0025

0,001

0,0008

0,00075

0,0005

0,00025

0,0001

17,45 + 0,25

18,18 + 0,29

19,46 + 0,41

19,90 + 0,23

20,22 £ 0,87

21,24+0,78

21,53+0,43

21,62 +0,30

21,64 £0,35

23,10 £ 0,50

24,19 + 0,30

4,12 + 0,23

3,99 + 0,05

3,49 + 0,13

3,69 + 0,09

3,54+0,11

3,06 £ 0,36

2,90+0,16

2,71 +£0,22

2,58 £ 0,41

2,44 + 0,21

2,01 +£0,09

! os datos se indican como la media + desviacién estandar (n=3)
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