ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutrici6n

Vol. 51 N° 2, 2001

Resistencia térmica de levaduras en jugo de naranja
a diferentes concentraciones de sélidos solubles

Zoraida Medina de Salcedo, Betzabé Sulbardn de Ferrer, Alexis Ferrer Ocando y Graciela Ojeda de Rodriguez

Laboratorio de Alimentos. Departamento de Quimica. Facultad Experimental de Ciencias. La Universidad del Zulia.
Maracaibo. Venezuela

RESUMEN. Se estudi6 el tiempo de reduccién decimal (D) de
Rhodotorula rubra (R. rubra) y Candida intermedia (C. intermedia)
a diferentes concentraciones de sélidos solubles 12, 36 y 52 °Brix.
en jugo de naranja. Las temperaturas utilizadas fueron 63, 64, 65,
66y 67 °C. Los D obtenidos siguiendo el método de tubo de Stumbo
modificado, para R. rubra fueron desde un minimo de 3.1 seg para
36 °Brix a 67°C hasta un méaximo de 209 seg para 52 °Brix a
63°C. Para C. intermedia. el D minimo obtenido fue 3,2 seg. a 12
°Brix a 64°C y el méximo D obtenido fue de 6 seg a 52 °Brix a
64°C. Se evidenci6 que a medida que aumenta la concentracién de
sélidos solubles aumenta la resistencia térmica de las levaduras
estudiadas, presentando R. rubra la mayor resistencia térmica a 52
°Brix. C. intermedia es mas osmotolerante que R. rubra pero més
sensible al calor en altas concentraciones de azicares.

Palabras clave: Tiempo de reduccién decimal, sélidos solubles,
levaduras, jugo de naranja.

INTRODUCCION

Las bacterias 4cido lacticas son la causa primaria del dafio
microbioldgico durante el procesamiento del jugo de naranja,
ya que algunas pueden sobrevivir ficiimente a cualquier
tratamiento térmico actualmente aplicado al jugo de naranja
(1) Las levaduras son consideradas un problema potencial
de los jugos de naranja concentrados y jugos refrigerados,
debido a su habilidad para sobrevivir y crecer bajo
condiciones ambientales adversas.

Se ha demostrado que C. intermedia y R. rubra son
levaduras capaces de resistir los procesos normales de
pasteurizacién comercial, por lo que es muy probable que su
alta incidencia en los jugos pasteurizados sea ocasionada por
deficiencias en las combinaciones tiempo-temperatura (2).
En naranjadas pasteurizadas venezolanas se han encontrado
niveles hasta 15 E+10* ufc/ml de levaduras (por encima de
la Norma COVENIN), donde R. rubra y C. intermedia han
sido las de mayor incidencia (3).

Con la determinacién del tiempo de reduccién decimal
(D), se busca por via experimental, las combinaciones de
tiempo-temperatura apropiadas para la esterilizacién
comercial que permita una mayor conservacién del producto,
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sin perjuicio de sus propiedades organolépticas ni de su
composicién quimica.

La supervivencia microbiana durante el proceso de
esterilizacion por el calor depende, ademds de la temperatura
alcanzada y de la duracién del tratamiento, de 1a composicién
del alimento (4). Factores como la concentracién de
carbohidratos, lipidos y proteinas asi como el contenido de
humedad y el pH pueden afectar la sensibilidad de los
microorganismos al calor. Los carbohidratos presentes en las
naranjadas, sacarosa, glucosa y fructosa generalmente
resultan en un incremento de la resistencia térmica (5). Otro
métodos de inactivacidn con altas presiones aplicado a jugo
de naranja han demostrado poca influencia del pH en la
reduccidon decimal de ascosporas de levaduras (6).

Experimentos anteriores demostraron que Rhodotorula
rubra es resistente a temperaturas de pasteurizacién en
jugos con concentraciones de 42 y 58 °Brix, mientras que
Candida intermedia no resistié la pasteurizacién a
concentraciones de s6lidos solubles entre 12 y 52 °Brix (2).

El objetivo de este trabajo es determinar la resistencia
térmica de las levaduras Candida intermedia y Rhodotorula
rubra en jugos de naranja a diferentes concentraciones de
s6lidos solubles: 12, 36 y 52 °Brix, en condiciones de estrés
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térmico a 63, 64, 65, 66 y 67°C, para generar informacién
basada en nuestra realidad para el disefio de procesos de
pasteurizacion adecuados para la conservacién de naranjadas
y concentrados de jugos de naranja.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los cultivos madres de levaduras

Dos volimenes de 30 ml de jugo extraido de naranjas de
la variedad Citrus sinensis, maduras, sanas y limpias, fueron
esterilizados en autoclave a 105°C por 15 minutos. Luego de
enfriados a temperatura ambiente, se inocularon uno con una
asada de R. rubra y el otro con una asada de C. intermedia
(ambas cepas fueron aisladas de naranjadas pasteurizadas
comerciales de la regién zuliana, en el Laboratorio de
Alimentos de la Facultad de Ciencias de la Universidad del
Zulia) y se incubaron a 28°C por un periodo de 48-72 horas
hasta que el nimero de células alcanzé un valor entre 40 y 60
células por campo bajo el objetivo de 40X (2). Con estos
cultivos se prepararon los inéculos iniciales para las pruebas
de termoresistencia.

Preparacion de las muestras de jugo de naranja a
diferentes °Brix

Se extrajeron jugos de varios lotes de naranjas en el
estudio. A 300 ml de cada uno de los jugos extraidos se le
determiné la densidad (7), la acidez titulable (8) y la
concentracién de sélidos solubles presentes (7) empleando
un refractémetro (Abbe, Bausch & Lomb). Todos los jugos
se ajustaron a un pH de 3,5 (3) con 4cido citrico. La
concentracion de sélidos solubles se ajusté a tres valores: 12,
36 y 52 °Brix (% p/p) agregando sacarosa, glucosa y fructosa
en proporcién 2:1:1. La Tabla 1 muestra la caracterizacién
fisicoquimica de las muestras de jugos. Los jugos se
repartieron en fiolas de 250 ml, a una razén de 50 ml por
fiola y se sometieron a un proceso de esterilizacién en
autoclave a 105 °C durante 15 minutos.

Luego de esterilizados, los jugos a diferentes °Brix se
enfriaron a tcmperatura ambiente y se sembraron con 2 mi
de in6culo de C. intermedia o con 2 ml de inéculo de R.
rubra por duplicado. Luego se incubaron a 28 °C de 48 a 72
horas.

Determinacion de la concentracién de los indculos iniciales

Se determiné la concentracién de cada uno de los cultivos
de levaduras a los diferentes °Brix. Se realizaron diluciones
10" hasta 10 con agua peptonada, tomdndose 0,1 mi de
inéculo y colocdndose en 0,9 ml de agua peptonada. Cada
dilucién fue sembrada en 2 placas de agar malta y colocadas
a 28°C durante 48 a 72 horas.

TABLA 1
Caracterizacién fisicoquimica de los substratos utilizados
(jugo de naranja) para R. rubra y C. intermedia antes

de ser inoculados

Levadura °Brix Acidez Densidad
(A estandarizar) Titulable
/100g (g/ml)
12 2.24 1,05
R. rubra 36 2,56 1.05
52 1,59 1.04
12 2.55 1.06
C. intermedia 36 2.55 1.06
52 2.55 1,06

El pH se ajust6 a 3,5 en todos los casos.

Determinacion de la resistencia termica de Candida
intermedia Y Rhodotorula rubra

Los experimentos para la determinacién de la resistencia
térmica se realizaron siguiendo la metodologia modificada
de tubos de Stumbo (9). Los tiempos y las temperaturas
utilizadas en este ensayo son indicados en la Tabla 2, para
tres valores de °Brix: 12, 36 y 52.

TABLA 2
Condiciones experimentales para la determinacién del
tiempo de reduccién decimal para R. rubra y C.

intermedia
Levadura Temperatura®C 12 °Brix 36 °Brix 52°Brix
(seg) (seg) (seg)
63 2,4,6,8,10 2468,10 10.40.70,100.130
64 24,6,8,10 246,810 1040,70,100,130
R. rubra 65 246,810 246,810 1040,70,100,130
66 24,6810 2,4,6.8.10 5.10.20,30.40
67 2,4,6,8,10 24638,10 5,10,15.20,25
63 24,6,.8,10 24,6810 2,4,10,12,14
64 24,6810 246.8,10 2,4,10,12,14
C. intermedia 65 24,6810 246,810 2,4.10,12,14
66 246810 2468,10 24,10,12,14
67 24,68.10 24,68.10 24,10.12.14

Para cada °Brix: Se colocé asépticamente 1 ml de
indculo, (extraido del procedimiento anterior 3) en tubos de
ensayos (13 x 100 mm, marca Kimax), estériles y con tapones
de algoddn. Para cada temperatura se utilizaron 10 tubos (2
por cada tiempo). Se utilizé un tubo como control de
temperatura al cual se le introduce el termémetro para
verificar que se ha alcanzado la temperatura deseada para
determinar D.
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El proceso se inicié utilizando series de tres tubos; se
calentaron en un baiio de agua con agitacién constante, a la
temperatura y tiempo sefialados. Luego de finalizado el
periodo de calentamiento, los tubos se colocaron
inmediatamente en agua fria a 5°C. Se descart6 el tubo
utilizado para control de la temperatura y se utilizaron los
dos restantes para sembrar las placas. |

Después del tratamiento térmico y enfriamiento de los
tubos, se colocé 0,1 ml de cada uno en dos placas con agar
malta, y se incubaron a 28°C durante 48-72 horas. Al final de
este periodo se conté el nimero de colonias desarrolladas.
Seguidamente se grafic6 en papel semilogaritmico el nimero
de colonias visibles/ml contra el tiempo de calentamiento en
segundos para cada temperatura de prueba.

Para cada uno de los microorganismos sometidos a estudio
se determinaron las curvas de supervivencia (log del nimero
de sobrevivientes en funcién del tiempo) y los valores D a
cada temperatura, siguiendo los procedimientos sefialados

en la literatura (4, 9- 12). Todas las curvas fueron ajustadas
estadisticamente por el método de minimos cuadrados,
determindndose los coeficientes de correlacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas de densidad y acidez titulable de los
jugos de naranja para el momento del ajuste de los °Brix
aparecen en la Tabla 1. Se observan valores muy similares
entre los jugos.

Determinacion de la resistencia térmica de las levaduras
estudiadas

Para el momento de la determinacién del tiempo de
reduccién decimal (D) el jugo a ser procesado presentaba un
buen crecimiento para ambas levaduras. En las Tablas 3 y 4
se presentan los contajes del crecimiento de las levaduras
obtenidos después de 48 - 72 horas de incubacién.

TABLA 3
Resultados obtenidos del contaje en la determinacién de la resistencia térmica (D) en R. rubra (ufc/ml)

Sélidos solubles Temperaturas utilizadas (°C) Tiempo
°Brix 63 64 65 66 67 (seg)
12 9,00 E+2 1.00E+3 - - - 2
In6culo inicial 3,10 E+2 3,80 E+2 - - - 4
2,60 E+7 7,00 E+1 6,00 E+] - - - 6
ufc/ml
36 1,20 E+3 1,60 E+3 3,20 E+3 1,30 E+3 1,50 E+3 2
In6culo inicial 9,00 E+2 7.20 E+2 + 3,00 E+2 420 E+2 4
2,40 E+7 4,70 E+2 2,50 E+2 3,10 E+2 1,10 E+1 6.10 E+1 6
ufc/ml 9,00 E+1 6.10 E+1 + 4,20 E+1 2,00 E+1 8
1,40 E+1 2,00 E+1 + 1,80 E+1 - 10
52 1,40 E+4 3,10 E+3 5
Inéculo inicial 5.60 E+4 3,00 E+4 1,10 E+4 10
1,50 E+5 + © 270E+3 10
ufc/ml 3,90 E+4 2,40 E+4 6,40 E+3 40
+ 1,30 E+3 15
3,20 E+4 1,20 E+3 4,20 E+3 70
2,00 E+2 20
9,10 E+3 30
2,00 E+4 1,30 E+4 7,50 E+2 100
- 6,90 E+3 - 40
1,50 E+4 8.10 E+1 130

- = no hubo crecimiento + = muestra contaminada
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TABLA 4
Resultados obtenidos del contaje en la determinacién de la resistencia térmica (D) en C. intermedia (ufc/ml)

Sdlidos solubles Temperaturas utilizadas (°C) Tiempo
°Brix 63 64 65 66 67 (seg)
12 3,40 E+3 2,70 E+3 + + 1,80E+2 2
In6culo inicial 1,40 E+3 1,20 E+3 220 E+2 1,10 E+2 + 4
3,70 E+7 420 E+1 3,80 E+2 + + + 6
8.00 E+1 5.00 E+1 3,50 E+1 1,80E+1 + 8
1,30 E+1 1,00 E+1 - - - 10
36 3,20 E+3 2,60 E+3 3,00 E+3 3,00 E+2 2,50 E+2 2
In6culo inicial 9,00 E+2 + 6,80 E+2 2,50 E+2 8,20 E+! 4
3.80 E+7 4,00 E+2 + 2,80 E+2 1,00 E+2 1,80 E+1 6
1,50 E+2 1,30 E+2 1,50 E+2 2,50 E+1 1,00 E+1 8
4,70 E+1 5,00 E+1 4,50 E+1 - - 10
52 6,40 E+3 3.10 E+3 2,00 E+3 1,40 E+3 2,80 E+2 2
In6culo inicial 1,30 E+3 2.00 E+2 1,80 E+2 1,00 E+2 + 6
9,90 E+6 6,50 E+1 4,50 E+1 3,50 E+1 2,50 E+1 1,60 E+1 10
3,00 E+1 1,80 E+1 2,40 E+1 1,40 E+1 - 12
1,50 E+1 1,00 E+1 1,10 E+1 - - 14
- =no hubo crecimiento + = muestra contaminada

En la Tabla 3 que reporta la supervivencia de R. rubra
después del tratamiento térmico, se observa que dicho
microorganismo en 12 °Brix resiste s6lo las temperaturas de
63 y 64°C y en cortos tiempos (2, 4 y 6 seg). El minimo
contaje se observa a 63 °C durante 8 segundos. Es decir, a
esta concentracion de sélidos solubles R. rubra no es capaz
de sobrevivir cuando se expone a 65°C a cualquier tiempo.
Para 36 °Brix la levadura sobrevive a todas las temperaturas

utilizadas, indicando una ligera proteccién, los niveles de R..

rubra a 6 segundos son superiores que a 12 °Brix al mismo
tiempo. A 52 “Brix puede notarse que R. rubra resiste mejor
las bajas temperaturas que las temperaturas altas (66 y 67°C)
donde los contajes disminuyen a mayor temperatura de
exposicién. Sin embargo, se puede notar que a pesar de la
variabilidad de los tiempos utilizados para 52 °Brix, el contaje
se mantiene aproximadamente en el mismo orden. Se observa
una proteccién franca de los sélidos solubles a las levaduras
ya que a esta concentracion se deben aumentar sensiblemente
los tiempos de calentamiento para conseguir disminuir los
contajes de las levaduras. Con relacién a los contajes en la
suspensidn inicial, para 52 °Brix, el resultado fue de 1,5 E+5,
valor inferior a los encontrados para 12 y 36 °Brix; ésto nos
indica que las altas concentraciones de sélidos solubles (una
reducida actividad de agua) dificulta el crecimiento normal
de R. rubra; los contajesa 12 'y 36 °Brix fueron muy cercanos.

En la Tabla 4 se reporta el contaje de C. intermedia
después del tratamiento térmico; se observa que el contaje

de células viables va disminuyendo a medida que aumenta
la temperatura y el tiempo de exposicion. Tanto en 12 como
en 36 °Brix el contaje minimo se obtuvo a 66°C durante 10
segundos. Para 52 °Brix los tiempos de exposicién se
aumentaron levemente obteniendo un minimo contaje a 67°C
durante 12 segundos y a 66°C durante 14 segundos. Por otra
parte se observa que a 52 °Brix el inéculo inicial experiment6
una disminucién en su valor con respecto al contaje de los
inéculos de 12 y 36 °Brix, similar a R. rubra. También se
evidencia que a 52 °Brix hay una leve proteccién del
microorganismo a la temperatura ya que se aumenta el
tiempo, con respecto a 12 y 36 °Brix, para conseguir una
disminucién del crecimiento. Es decir, para 12 y 36 °Brix el
contaje minimo se obtuvo a 66°C durante 10 segundos.
Cuando se comparan la Tablas 3 y 4 para 12 °Brix se
observa mayor resistencia térmica de C. intermedia que logra
sobrevivir hasta 67°C, mientras que R. rubra sélo resiste
hasta 64°C. A 36 °Brix no se pueden detectar diferencias
apreciables en la resistencia térmica de las levaduras. Para
52 °Brix se hace evidente el incremento de la resistencia
térmica de R. rubra, necesitando ensayos hasta un maximo
de 130 seg con altos niveles, mientras que C. intermedia
presenta caidas muy bruscas de sus niveles en tiempos de 14
seg como mdximo. Por otra parte, se observa que el contaje
de los indculos iniciales para C. intermedia son mayores
que para R. rubra en todas las concentraciones de sélidos
solubles, siendo mayor la diferencia para 52 °Brix, o que



RESISTENCIA TERMICA DE LEVADURAS EN JUGO 171

supone una mayor resistencia de C. intermedia a altas
concentraciones de sélidos solubles; es decir, es mas
osmotolerante pero mds sensible al calor en estas condiciones.

Estos resultados concuerdan con los reportados en la
literatura (13) donde se demuestra, que en cepas de algunas
levaduras expuestas a concentraciones de 50% de aziicar, la
resistencia al calor de dichas cepas fue mayor a 30 °Brix que
a 12 °Brix. Las levaduras se destruian completamente a 12
°Brix aunque la reduccién no fue superior de 0,8 log con
respecto a las cepas crecidas a 50 °Brix , tal como se observa
en este estudio.

Trabajos realizados en bacterias, mohos y levaduras (12)
demuestran que un gran ndmero de proteinas y genes estdn
involucrados en la supervivencia y adaptacién a las altas
temperaturas. Por otra parte, se reporta la acumulacion de
trehalosa en levaduras y otros organismos, como un posible
protector alel calor y la desecacién (14, 15). Poco es conocido
acerca de la genética y biologia molecular de la respuesta al
estrés osmotico en microorganismos eucariéticos (16), pero
si se conoce un fendmeno fisioldgico que se correlaciona
con el estrés osmotico, como es la sintesis en las células de
solutos compatibles parecidos al glicerol u otros polioles que
son los que posiblemente contrarrestan la baja actividad de
agua (aw) del medio proporcionando proteccién a los
microorganismos (16, 17).

Los resultados correspondientes a las curvas de tasa letal
de las temperaturas estudiadas (63, 64, 65, 66 y 67°C) tanto
para R. rubra como para C. intermedia se presentan en las
Tablas 5 y 6. En ambos casos se indican los valores D
obtenidos a cada temperatura, la ordenada en el origen, la
pendiente y el coeficiente de correlacién lineal obtenidos a
partir de los datos experimentales, al representar el logaritmo
del nimero de sobrevivientes en funcién del tiempo de
calentamiento.

Al analizar la Tabla 5 donde se sefialan los valores D
obtenidos para R. rubra se observa que los D para 63, 64, 66
a 36 °Brix son muy similares o ligeramente mayores que los
D obtenidos para 12 °Brix, lo que indica una ligera resistencia
térmica de la levadura a 36 °Brix. Es importante destacar
que los valores de la resistencia térmica para 63, 64 y 66°C
son similares entre ellos, por lo tanto en este intervalo de
temperatura no se pueden detectar cambios drésticos.
Cuando se analizan los D para 52 °Brix, se observan valores
mayores, por ejemplo, 40 veces mayores que para 12 y 36
°Brix a 63 °C, que demuestran el gran efecto protector a
52 °Brix.

TABLA 5
Valores de D para R. rubra en jugo de naranja
a 12,36 y 52 °Brix.

Sélidos  Temperatura D Ordenada Pendiente  Cocficiente
solubles enel de
(°Brix) C) (seg) origen correlacién
63 3,6 3,5E+3 -0,277 -0.98
12 64 33 47E+3 - 0,300 -0.99
65 -
66 -
67 -
63 4,1 1,0 E+4 -0.244 -0,98
36 64 4,1 S9E+3 -0.243 -0,99
65 -
66 4,0 35E+3 -0,245 -0,99
67 3,1 6,8 E+3 -0,320 -0.99
63 209 6.3 E+4 -0.0048 -0.99
52 64 200 33E+4 -0.,0049 -0.96
65 144 1,3E+4 - 0,0069 -0,96
66 -
67 13 7,1 E+3 -0,0470 -0.95

- =no hubo crecimiento o solo hubo crecimiento en dos puntos

TABLA 6
Valores de D para C. intermedia en jugo de naranja
al2,36y 52 °Brix

Sélidos  Temperatura D Ordenada Pendiente  Coeficiente
solubles enel de
(°Brix) cC) (seg) origen correlacion
63 3.3 1,90 E+4 - 0,300 - 0,99
64 3,2 1,70 E+4 - 0,312 -0.98
12 65 -
66 -
67 -
63 4,5 8,22 E+3 -0,222 - 099
64 -
36 65 42 6,43 E+3 -0,215 -0,99
66 4,0 2,70 E+3 -0.250 -0.99
67 3,5 990 E+2 - 0,285 - 0,99
63 -
64 6, 1,90 E+3 - 0,165 - 0,99
52 65 54 3,30 E+3 - 0,180 - 0,98
66 5,1 2,50 E+3 -0,197 - 0,98
67 -

- = no hubo crecimiento o solo hubo crecimiento en dos puntos
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Al analizar la Tabla 6 de C. intermedia se observa que los
valores D van aumentando a medida que aumenta la
concentracion de sélidos solubles y a su vez disminuye con
el aumento de la temperatura para cada °Brix. Los valores D
son ligeramente mayores para 52 °Brix si se compara con los
valores D para 12 y 36 °Brix, evidencidndose con ello que
existe un ligero aumento de la resistencia térmica de la
levadura a 52 °Brix.

Si se comparan los D de C. intermedia con los obtenidos
en R. rubra se observa que ambas levaduras tienen
comportamientos térmicos similares a 12 y 36 °Brix a las
mismas temperaturas. Cuando se comparan los valores D
obtenidos en 52 °Brix en ambas levaduras se evidencia que
C. intermedia es més sensible al tratamiento térmico a las
condiciones utilizadas que R. rubra, ya que los D de esta
ultima son mucho mayores, es decir, se necesita mayor tiempo
en R. rubra para que ocurra una reduccién del 90 % de la
poblacién inicial, lo que demuestra que R. rubra presenta
una resistencia térmica superior que C. intermedia cuando
se encuentra en altas concentraciones de sélidos solubles.

Los resultados sugieren que los altos contajes de R. rubra
y C. intermedia encontrados en las naranjadas pasteurizadas
venezolanas, mayores de 10* ufc/ml (3), se deben al contenido
de levaduras sobrevivientes en los concentrados pasteurizados
utilizados para preparar dichas naranjadas y/o a la
supervivencia de las levaduras remanentes a las condiciones
de pasteurizacion de las naranjadas. En este sentido, la primera
condicién favorece a R. rubra por su elevada resistencia al
calor en altas concentraciones de azicares, mientras que la
segunda favorece a C. intermedia por su relativamente elevada
resistencia al calor en concentraciones bajas de azidcares.
Como R. rubra es lalevadura de mayor incidencia, la primera
condicién pareciera predominar.

CONCLUSIONES

A medida que aumenta la concentracién de sélidos
solubles aumenta la resistencia térmica de las levaduras
estudiadas.

Los D obtenidos para R. rubra presentan un valor

minimo de D,.. a 36 °Brix hasta un madximo de D252

°Brix, siendo éste dltimo 40 veces mayor a los encontrados

para concentraciones de sélidos solubles menores. R. rubra
presenta la mayor resistencia térmica a 52 °Brix.

Los D obtenidos para C. intermedia presentan un valor
minimo de D,,,. para 12 °Brix y un valor méximo de D,
a 52 °Brix. C. intermedia es mds osmotolerante que R. rubra,
pero mds sensible al calor en altas concentraciones de
azlcares.

Los resultados de este trabajo son dtiles para el disefio de
procesos de pasteurizacién de concentrados de jugos con altas

concentraciones de sélidos solubles.
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