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RESUMEN

Se sometieron a estudio 96 muestras comerciales de jugos de frutas pas-
teurizados, incluyendo coctel de frutas, naranja, parchita y tamarindo, enva-
sados en cartones tipo ‘“pure-pak” recolectados en la ciudad de Caracas den-
tro de su periodo legal de venta de una semana. Estas fueron analizadas para
determinar sus recuentos de hongos, levaduras y pH. La flora aislada se
identifico por métodos basados en sus caracteristicas morfologicas, macro y
microscopicas, asi como en sus reacciones bioquimicas diferenciales. Los
resultados obtenidos indicaron los siguientes rangos de pH: coctel de frutas
2.3 - 4.3; naranja, 2.7 - 3.6; parchita, 2.3 - 3.7, y tamarindo, 2.5 - 3.9. Los
recuentos de hongos y levaduras dieron cifras dentro de los rangos siguien-
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tes, expresados por ml: coctel de frutas de 0-8.0 x 103; naranja 1.0x 10°_
45 x 103; parchita 0-7.7 x 103, y tamarindo, 0-6.0 x 102, En los recuentos
pudo apreciarse el predominio de hongos levaduriformes sobre los filamento-
sos, excepto en el jugo de tamarindo, en el que no se obtuvo desarrollo de le-
vaduras. En su mayoria, estas iiltimas correspondieron a los géneros Candida,
Rhodotorula (asporogenas) y Saccharomyces y Pichia (ascosporogenas),
siendo ellas probablemente la principal causa de alteracion. Los géneros de
hongos encontrados con mayor frecuencia en estos jugos de frutas fueron:
Aspergillus, Penicillium y Cladosporium.

INTRODUCCION

En Venezuela el habito de consumir jugos de frutas estd muy
difundido y ellos podrian incluirse entre las bebidas no alcohdlicas
de mayor consumo, especialmente en cafetines y comedores de
servicio masivo. Ademas de ser una bebida refrescante, estos jugos
de frutas constituyen un aporte de vitamina C a la dieta.

~ Desde el punto de vista de la salud piiblica, el aspecto micro-
biologico de este tipo de alimento, en general no es causa de preo-
cupacion, ya que las bacterias patogenas que pudieran llegar alos
jugos, encuentran alli un pH muy acido que las hace sucumbir al
poco tiempo (1). Asi, las posibilidades de sufrir una intoxicacion
alimentaria por este tipo de alimento son muy escasas (2).

~ El fabricante, sin embargo, suele tener problemas eventuales
con_ tales productos, dado que los microorganismos que alli pue-
den desarrollarse son causa de alteraciones (3) en su presentacion
y/o caracteres organolépticos, lo que trae como consecuencia la
devolucion parcial de los productos.

Los jugos de frutas pasteurizados en envases de carton tipo
“pure-pak’ se preparan a partir de concentrados de frutas agre-
gandoles agua, hasta obtener 10-15 grados Brix. Este producto
asi reconstituido se pasteuriza a una temperatura de 62.80C por
30 minutos 6 a 71.7°C por 15 segundos segln el procedimiento
de alta temperatura de tiempo corto (HTST), utilizando también
algunas plantas procesadoras a temperaturas de 76.60C a 77.70C
por 1 hora. £l procedimiento de envasado se hace a 4.40C y su
almacenaje, a 60C.

El objetivo del presente trabajo fue determinar los recuentos
de hongos y levaduras que corrientemente se encuentran en este
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tipo de jugos mientras estin en el mercado, vale decir, antes de la
fecha de vencimiento de una semana, que es el periodo en que los
consume el piiblico. Ya que estos jugos son sometidos a pasteuri-
zacion y a su vez tienen pH bastante acidos, lo cual previene el
desarrollo de bacterias, en este trabajo sb6lo se presentan los re-
cuentos de hongos y levaduras.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de jugos de frutas pasteurizados envasados en
cartones de tipo ‘“‘pure-pak’ fueron recolectadas del mercado,
dentro de su periodo legal de venta de siete dias. Las 96 muestras
analizadas se distribuyeron como sigue: 17 de coctel de frutas, 40
de naranja, género Citrus, 26 de parchita, genero Passiflora, y 13
de tamarindo, género Tamarindus (Tabla 1). Se analizaron tam-
bién muestras de materias primas y de jugo recién reconstituido,
recolectados en una industria fabricante de jugos (Tablas 2 y 3).

TABLA 1

DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS*

Codigo del fabricante

Tipo de jugo C F S
Coctel 5 - 12
Naranja 15 - 25
Parchita — 26 -
Tamarindo - 13 -

20 39 37

* Todas las muestras en envases “pure-pak’” de 200 ml, recolectadas den-
tro de sus periodos legales de venta.

Toma de Muestras

Las muestras comerciales se adquirieron en automercados y
se trasladaron al laboratorio en cajas aislantes con hielo, analizan-
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TABLA 2

RECUENTOS DE HONGOS Y LEVADURAS EN MUESTRAS
RECOLECTADAS A NIVEL DE INDUSTRIA

Muestras de materias primas Recuento por ml
Hongos Levaduras
Concentrado de pifia 3.0x 10° 1.0x 103
Concentrado de coctel de fruta 1.6x 10% 1.8x 10*
Concentrado de naranja sin azicar 2.0x 103 -
Concentrado de naranja con azicar 5.0x 103 5.2x 103
Esencia de naranja 0 0
Azicar granulada blanca 0 0
Agua tratada y filtrada 1.5x 10* 0
* Bacterias no coliformes.

dose ese mismo dia. Las muestras de materias primas tales como
concentrados blandos de frutas, aziicar, agua y jugos recién prepa-
rados se recolectaron en la planta procesadora, en recipientes
estériles y en cantidades de 500 g en cada caso. Realizadala toma
de muestras, fueron trasladadas también al laboratorio en cajas
aislantes con hielo picado y se analizaron en el mismo dia. Los
concentrados de frutas nacionales y/o importados, envasados en
bolsas de plastico grueso, en cantidades de 100 a 200 kg, estaban
contenidos en recipientes metalicos tapados y almacenados en
camara de refrigeracibn. Las muestras de aziicar se tomaron de
sacos que se abrieron en el momento de sacar la muestra. El agua
que se emplea en la reconstitucion de los jugos sufre un trata-
miento de clorinacion y filtracién por columnas antes de ser uti-
lizada en 1a planta. Las muestras de agua ya tratada fueron toma-
das antes de entrar a la linea de procesamiento. Las muestras de
jugo recién reconstituido se recogieron en distintas etapas del
proceso, asi como de tanques de almacenamiento refrigerados a
6°C aproximadamente.

Procedimiento de Siembra

Un ml de jugo de las muestras originales y de diluciones
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TABLA 3

RECUENTO DE HONGOS Y LEVADURAS EN MUESTRAS
RECOLECTADAS A NIVEL DE INDUSTRIA

Muestras de jugo Recuentos por ml

reconstituido Hongos Levaduras
Jugo de naranja sin pasteurizar 5.6x 103 8.0x 10°
Jugo a la entrada de la pasteurizadora 3.0x 10° 1.0x 103
Jugo recién pasteurizado 2.0x10 0
Jugo en la maquina envasadora 2.0x 10 40x 10
Jugo pasteurizado en cava refrigerada A

6°C (I) : 6.0x 10 1.0x 10
Jugo pasteurizado en cava refrigerada B

g°cany. O 5.0x 103 6.4x10°

1072 y 1072 (4) se sembraron por duplicado en placas de agar
papa dextrosa (DIFCO B13), acidificado con acido tartarico al
100/0 (4, 5). La incubacion de las placas se realizdé a 250C duran-
te cinco dias y en cada caso se incluy6é una placa control del medio
sin sembrar. Los recuentos se efectuaron a los tres y cinco dias,
respectivamente. El aislamiento y mantencion de las levaduras y
hongos se hizo en agar malta (4) y luego se hicieron las pruebas
para su identificacion hasta llegar al género y/o especie. Para iden-
tificar las levaduras se siguié la marcha sistematica de la escuela
holandesa de Lodder (6), técnicas que se pueden resumir en los
siguientes puntos:

Estudio morfologico

El estudio morfolégico de los cultivos se realizo en medio s6-
lido y en medio liquido. Se observaron las caracteristicas de
la colonia, aspecto, superficie, borde, pigmento, etc., y en
medio liquido se observo el deposito y las caracteristicas de
éste, anillo, pelicula, enturbiamiento, pigmento, etc.

Estudio micromorfologico

Se empled el método de microcultivo (7). Como medios de
cultivo se usaron el agar malta, el agar papa dextrosa y el agar
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harina de maiz. Se observdé tamafo, forma y método de ge-
macion, y tipo de filamentacion para investigacion de clami-
dosporas.

Para la investigacion de ascas y ascosporas se usd el método
de Gorokowa y el método del yeso, realizando la tincion por
el procedimiento de Kufferath o aplicando la técnica del lu-
gol doble (7).

Estudio de propiedades bioquimicas

a)  Fermentacion por el método de zimogramas. Se empled
medio base extracto de levadura con 20/0 de azicar y tubos
Durham. Los azicares utilizados en este estudio fueron: glu-
cosa, maltosa, lactosa, sacarosa, galactosa y eventualmente
otros. La temperatura de incubacion fue 250C y para propo-
sitos de comparacién, siempre se incub6 un testigo sin sem-
brar.

b) Asimilacion de azucares y de nitrogeno. Se uso la téc-
nica auxanografica en medio liquido preconizada por Lodder
(6). Los aziicares de prueba fueron: glucosa, maltosa, lacto-
sa, sacarosa y galactosa y ocasionalmente otros. Para la asimi-
laciéon de nitrogeno se uso nitrato de potasio. Su incubacion
se realizo a 250C y siempre se incubo un testigo con fines
comparativos.

c¢) Desdoblamiento de arbutina (6). En este caso se empled
agar extracto levadura con 0.59/0 de arbutina y trazas de clo-
ruro férrico, y su incubacion se hizo a 250C.

Para la taxonomia de hongos filamentosos se realizo el estu-
dio macro y micromorfologico de los cultivos (7, 8), examen mi-
croscopico entre lamina y laminilla con azul de Coton lactofenol
y, eventualmente, microcultivos (7). Se estudié ademas las caric-
teristicas de micelio, esporoforos (conidioforos, esporangios).
También se efectuaron cultivos a 370C para observar el dimorfis-
mo termal. Para su nomenclatura se siguio el criterio de Ainsworth
(9).

El analisis de las muestras de azlicar y concentrados blandos
de fruta se hizo pesando 25 g en un recipiente estéril y agregando
225 ml de agua destilada estéril para obtener asi una dilucion
10—}, de 1a cual se procedié a sembrar en el mismo medio de cul-
tivo y de igual forma que para los jugos. El analisis bacteriologico
del agua se practico siguiendo la técnica de la American Public
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Health Association (10), e incluyendo, ademas, una siembra de la
muestra original en agar papa dextrosa acidificado. La incuba-
cion se hizo a 250C durante 5 dias. ,

Después de realizar las siembras microbiologicas se determino
el pH de los mismos jugos, el cual se midié6 en un potenciémetro
Coleman 39 a 180C (11).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados correspondientes al recuento de hongos y le-
vaduras en muestras recolectadas a nivel de planta se presentan en .
las Tablas 2 y 3. En ambos casos se indican los recuentos de hon-
gos y levaduras por ml de muestra.

Segiin revelan los datos, el recuento de hongos y levaduras en
los concentrados de frutas (Tabla 2), fluctué entre 2.0 x 103 y
1.8 x 10*, carga microbiana que probablemente procedia de su
elaboracion. Estos recuentos fueron variables, ya que los pro-
veedores pueden ser nacionales o extranjeros segiin la época del
ano, lo que no permite a las plantas contar con materia prima de
calidad uniforme.

Ia esencia de naranja y el azicar resultaron ser materias pri-
mas de buena calidad ya que no se obtuvo recuentos en 25 g de
producto analizado. El agua tratada y filtrada dio un indice coli
negativo, y no se obtuvo desarrollo de hongos ni levaduras sino tan
s6lo un niimero bajo de bacterias no coliformes.

El jugo de naranja recién reconstituido sin pasteurizar (Tabla
3), acuso recuentos de 5.6 x 10° y 8.0 x 10 para hongos y leva-
duras, respectivamente. Después de la pasteurizacion, éstos des- -
cendieron a 2.0 x 10 y 0, lo que demuestra la efectividad de este
tratamiento en microorganismos de baja resistencia térmica.

Gran parte de la produccion es envasada y sellada inmediata-
mente en envases de cartdon pero la restante se almacena en tan-
ques o cavas refrigeradas cuyas temperaturas fluctiian alrededor
de 60C ya que no siempre hay termémetros controlados.

Fl jugo pasteurizado contenido en la cava refrigerada II mues-
tra recuentos del orden de 103 x mllo que podria explicarse por
un defectuoso saneamiento de la propia cava, o bien por la poca
exactitud en el control de la temperatura, en tanto que en 1a cava
Ilos recuentos se mantuvieron bajos.

Los resultados del anilisis de pH y de hongos y levaduras
en las muestras comerciales de los jugos sometidos a estudio se
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muestran en las Tablas 4-7, en las que se presenta el rango y la me-
dia de los resultados obtenidos. Los géneros y/o especies de hon-
gos v levaduras encontrados con mayor frecuencia en los jugos de
fruta analizados se exponen en la Tabla 8.

TABLA 4

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS Y pH DE MUESTRAS DE
COCTEL DE FRUTAS

Codigo del fabricante

Analisis C S
pH r 23-3.5 3.2-43
X 3.0 3.5

0-8.0x 10° 0-3.8x 103

Recuentos de hongos y r

levaduras/ml X 2.7x10° 19x10°

Hongos ¥ 0-3.0x 102 0-1.0x 10
% 6.0x 10 0.2x10

Levaduras r 0-8.0x 103 5.7x 102-3.8x 103
% 2.6 x 10° 19x10°

Segiin se observa, los valores de pH en los cuatro tipos de
jugo analizados estuvieron comprendidos entre valores de 2.3 y
4.3. En el jugo coctel de frutas, que presentd el pH mas elevado,
los recuentos fueron muy variables,

En general el recuento de hongos fue bajo (hasta 3.0 x 10?
en el fabricante C y s6lo 1.0 x 10 en el fabricante S). En cambio,
se tuvieron recuentos de levaduras en casi todas las muestras; el
250/0 de las muestras proporcionadas por uno de los fabricantes
dio recuentos por encima de 3.0 x 10® por ml. En el jugo de
naranja, de un total de 40 muestras analizadas, 15 del fabricante
(C) y 15 del fabricante (S), con un promedio de 3.3 se observd
que los recuentos de hongos fueron de 0 2 2.2 x 10° y 02 2.0 x
103 y los de levaduras de 0 a 4.5 x 10 y 0 a 1.1 x 10, respec-
tivamente.
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TABLA 5

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS Y pH DE MUESTRAS DE
JUGO DE NARANJA

Codigo del fabricante

Analisis C S

pH Y 2.7-3.6 2.8-36
X 3.3 3.3

Recuentos de hongos y r 1.0x 10° -4.5x 103

levaduras/ml b 1.4x1083 3.3x10°

Hongos r 0-2.2x103 0-2.0x 10°
X 3.5 x 102 2.2 x 10%

Levaduras ¥ 0-4.5x 103 0~-1.1x10*
X 10x 103 3.1x 10°

TABLAG6

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS Y pH DE MUESTRAS DE
JUGO DE PARCHITA

Codigo del fabricante

alisi
Analisis F
pH r 2.3-3.7
X 2.9
Recuentos de hongos y r 0~-7.7x 103
levaduras/ml X 6.5 x 10?
Hongos r 0-3.0x 10%
X 53x10
Levaduras r 0~7.7x 10°
X 6.0x 107
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TABLA 7

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS Y pH DE MUESTRAS DE
JUGO DE TAMARINDO

Codigo del fabricante

Analisis F
pH r’ 2.5-3.9

X 2.9
Recuentos de hongos ¥ 0-6.0 x 102
y levaduras/ml X 7.0x10
Hongos r 0-6.0 x 10?

4 7.0x 10
Levaduras Y 0

X 0

De las 26 muestras de jugo de parchita con pH acido (2, 9),
ocho de las muestras no acusaron recuentos de hongos, y 16 de
ellas no tenian levaduras pero en cuatro muestras los recuentos
sobrepasaron 4.0 x 10° por ml, 1o que hizo aumentar el promedio.
En ninguna de las 13 muestras de jugo de tamarindo con pH de
2.9 se encontrd levaduras y el 500/0 de las mismas tampoco te-
nia hongos. De aquellas muestras en las que hubo desarrollo de
hongos, los recuentos no excedieron de 6.0 x 10? por ml. Cabe
recordar que el pH muy icido es un factor limitante en el desa-
rrollo microbiano.

De los resultados obtenidos en esta pequeila muestra anali-
zada se observa claramente que la calidad microbiologica de los
jugos a nivel de mercado es muy variable. Asi, en realidad fue
muy dificil conseguir jugos de naranja y coctel de frutas que, en-
contrandose en su periodo legal de venta (antes de su fecha de
vencimiento), tuvieran recuentos de levaduras inferiores a 1.0 x
103 por ml y de hongos a 1.0 x 102 por ml.

Si se comparan estos resultados con los valores fijados re-
cientemente en el pais (12) para el jugo de naranja — que especi-
fica un recuento de 50 hongos y 100 levaduras por ml— se observa
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GENEROS Y/O ESPECIES DE LEVADURAS Y HONGOS

ENCONTRADOS CON MAYOR FRECUENCIA EN JUGOS DE FRUTAS

A.

Levaduras

Asporogenas
Candida sp
Rhodotorula sp

Hongos

En coctel de frutas:
Aspergillus flavus
Aspergillus terreus
Aspergillus eurotium
Penicillium citrinum
Penicillium chrysogenum
Aureobasidium pullulans
Cladosporium herbarum
Botrytis sp.

Mycelia sterilia

En jugo de naranja:
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus sydowi
Aspergillus glaucus

Ascosporogenas
Saccharomyces sp
Pichia sp

Aspergillus versicolor
Aspergillus oryzae
Aspergillus eurotium
Mycelia sterilia
Penicillium sp.
Acremonium sp.
Botrytis sp.
Aereobasidium pullulans

En jugo de parchita:
Aureobasidium pullulans
Cladosporium sp.

En jugo de tamarindo:
Aureobasidium pullulans
Mpycelia sterilia
Aspergillus sp.
Penicillium sp.
Trichederma viride

que el promedio de los valores obtenidos para este jugo no cumple
con los valores estipulados. En el caso de hongos, los valores de-
terminados fueron alrededor de cinco veces mayor, v los recuentos
de levaduras estuvieron por encima de 10,000 xml. En la norma
venezolana la cifra limite para hongos es algo mis estricta que para
levaduras en atencion a que los géneros de hongos que ahi se
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encuentran pueden ser productores de micotoxinas. Por otra par-
_te, hay algunos paises (13) en cuyos estandares no figura el aspec-
to microbioldgico; probablemente, ello se debe a que estos jugos
no son considerados de gran riesgo para la salud del consumidor ya
que no se registran brotes de enfermedades alimentarias produci-
das por ellos (14). '

El analisis de los resultados detectados en muestras de mate-
rias primas a nivel de industria y en muestras de jugo de frutas del
mercado, permite discutir que, si bien es cierto que algunos re-
cuentos de hongos y levaduras en los concentrados de frutas alcan-
zan cifras de 10° x 10% x ml, el proceso posterior de pasteuriza-
cion de los jugos reconstituidos elimina may oritariamente la flora
cuya termorresistencia es baja (15). _

Si este procesamiento térmico no se complementa con una
higiene y saneamiento cuidadesos de los equipos y un estricto
control de la temperatura de refrigeracion del producto, tanto en
su almacenamiento en la planta como en los establecimientos de
distribucion al puablico, sera muy dificil que tales jugos tengan una
duracion adecuada y se ‘ajusten a las normas microbiologicas esta-
blecidas. _

Indiscutiblemente, pues, la higiene y saneamiento de 1os equi-
pos y un estricto control de la temperatura de refrigeracidon son
dos puntes criticos de control de riesgo que este tipo de industria
debe vigilar estrictamente.

SUMMARY
MICROFLORA IN VENEZUELAN PASTEURIZED FRUIT JUiCES

A total of 96 pasteurized fruit juice samples obtained at retail level and
packed in pure-pak containers were analyzed, to determine their pH and
mould yeasts counts. The isolated microflora were identified by macroscopic
and microscopic techniques besides biochemical reactions. The pH rate
values were the following: cocktail fruit, pH 2.3 —~4.3; orange, pH 2.8+3.7;
passion fruit, pH 2.3 - 3.7; and tamarind, pH 2.5~ 3.7. The yeast and mould
counts per ml were: cocktail fruit, 0~ 8.0 x 103, orange, 1.0 x 102~ 45 x
103, passion fruit, 0 —7.7 x 103, and tamarind, 0~6.0 x 102. The predomi-
nance of yeasts over the fungi in almost all the juices is evident; the only
exception was tamarind juice. The genera of the yeasts commonly isolated
were: Cendida, Rhodotorula, Saccharomyces and_Pichia,- and among the
fungi: Aspergillus, Penicillium and Cladosporium. Yeasts are probably the
main cause of spoilage in these pasteurized fruit juices.
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