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Resumen

El Jugo de uva concentrado (JUC) es un commodity y por su cardcter natural se utiliza para
elaborar jugos mezclas, golosinas, dulces, mermeladas, jaleas, galletitas, pan, como
edulcorante de bebidas gaseosas, y también en la industria farmacéutica. La produccion de
JUC constituye una parte importante de la industria vitivinicola argentina, siendo nuestro pais
el mayor exportador mundial de JUC durante el afio 2014. El comercio internacional del JUC
forma parte de mercados con una demanda que crece en forma sostenida. La industrializacién
de la uva para la obtencién de jugos concentrados presenta varias etapas de procesamiento
gue incluyen tratamientos térmicos que afectan la microbiota presente en la materia prima. A
pesar de esto, los productos no estan exentos de presentar problemas microbiolégicos que
deterioran la calidad del mismo. El JUC es un alimento de humedad intermedia (a,, 0,7-0,8),
con elevada concentracién de azlcares y bajo pH. La alteracion de estos sustratos es causada
por levaduras osmdfilas, dentro de este grupo el género que se aisla con mayor frecuencia es
Zygosaccharomyces sp. El objetivo del presente trabajo fue la identificacion de puntos criticos
de contaminacién con levaduras osmdfilas en plantas elaboradoras, identificando las especies
presentes en los jugos de uva y las superficies asociadas a su concentrado. El conocimiento de
los puntos criticos de contaminacion permitiria la aplicacion de medidas preventivas para
aumentar la estabilidad microbiana de los JUC. Para ello se eligieron tres plantas
concentradoras de jugo de uva y se muestrearon los jugos de uva pre-concentrados y
concentrados y las superficies asociadas a su elaboracién. Se realizé el recuento de levaduras
osmofilas en el medio MY50G y la posterior identificacion molecular de las levaduras presentes
en todas las muestras mediante secuenciacion del fragmento amplificado 1TS1-5.85-ITS2. Los
resultados mostraron que Z. rouxii fue la especie encontrada en todas las muestras de jugo de
uva pre-concentrado y concentrado y en la mayoria de los casos representd el 100% de las
levaduras aisladas. También se evidencié que los periodos de almacenamiento del jugo de uva
pre-concentrado y concentrado fueron claves para que la poblacién de Z. rouxii aumentara.
Por lo cual constituyen puntos criticos en la elaboracidn y deberdn ser cuidadosamente
controlados para evitar el deterioro del producto. Por otro lado, se concluyé que en las
superficies limpias, antes que entren en contacto con los jugos de uva pre-concentrados o
concentrados, no hubo incidencia de Z. rouxii. Este hecho sugiere que las practicas sanitarias
utilizadas en las tres plantas serian capaces de eliminar las poblaciones de Z. rouxii de las
superficies, siempre y cuando los restos de mosto sean completamente removidos de todas las
areas en contacto con el producto. Siete especies de levaduras fueron identificadas en las
superficies: Wickerhamomyces anomalus, Torulaspora delbrueckii, Citeromyces matritensis,
Lachancea thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima, Candida orthopsilosis y Candida
apicola. El hallazgo de estas especies osmotolerantes, sugiere que las mismas presentan
caracteristicas que les permitieron persistir en las superficies higienizadas, los recuentos
obtenidos fueron en muchos casos muy elevados. Estas especies han sido descritas como
asociadas a los ambientes de las plantas elaboradoras de productos azucarados pero no han
sido clasificadas como alterantes del producto per se.

Palabras clave: jugo de uva concentrado - Zygosaccharomyces rouxii — fuentes de
contaminacidon microbioldgica — identificacion molecular de levaduras.
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1 Introduccion

1.1 Definicidn de mosto concentrado y aplicaciones

El Codigo Alimentario Argentino (CAA), en su articulo 775bis - (Res 127, 20.02.89) define al
Mosto Concentrado de Uva como sigue:

“Con la denominacion de Mosto Concentrado de Uva o Jarabe de Uva se entiende el
producto obtenido del mosto de uva sin fermentar por deshidratacion parcial mediante
procesos térmicos al vacio o a presion normal o cualquier otro proceso fisico, sin haber
sufrido una caramelizacion sensible.

Deberd responder a las siguientes caracteristicas:
Liquido espeso, limpio, libre de depdsitos, de sabor dulce.
Acidez total en dcido tartdrico: Mdx 9 g/kg
Acidez voldtil en dcido acético: 0,0 g/kg
Alcohol v/v: 0,0%

Anbhidrido sulfuroso total: Mdx 70 mg/kg
Arsénico, como As: Mdx 1 mg/kg
Azticares reductores: Min, 800 g/kg
Cobre, como Cu: Mdx 2 mg/kg

Extracto seco a 100°C: Min, 900 g/kg
Peso especifico 15/15°C: Min, 1,30
Plomo, como Pb: Mdx 1 mg/kg

Sales tartdricas 48 hs a 0°C: ausencia
Sustancias conservantes: 0,0 mg/kg

Este producto se rotulard en el cuerpo del envase: Mosto concentrado de Uva o Jarabe
de Uva.

En el rotulado de los productos que los contengan deberd consignarse: "Contiene
Jarabe de Uva" o "Contiene Mosto Concentrado de Uva" (CAA, 2010).

El mosto concentrado es un commodity y por su caracter natural se utiliza para la elaboracién
de alimentos para la primera infancia (Bruzone, 1998) ya que el CAA no permite el uso de
aditivos sintéticos (como edulcorantes, colorantes, etc.) en estos productos. Ademas se utiliza
para elaborar jugos mezclas, golosinas, dulces, mermeladas, jaleas, galletitas, pan, como
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edulcorante de bebidas gaseosas, y también en la industria farmacéutica (Ablin, 2012). Es por
ello, que cada aino las exigencias en calidad e inocuidad del JUC se hacen mas estrictas en los
mercados compradores (Rojo, 2014).

En el presente trabajo el término “mosto concentrado” sera remplazado por “Jugo de Uva
Concentrado (JUC)”, esta denominacion fue adoptada como una estrategia comercial en el
actual Plan Estratégico Vitivinicola (PEVI) 2020 para agregar valor al producto. Anteriormente
la denominacidn mosto concentrado, se ha relacionado con excedentes de vinificacién o
productos secundarios de menor valor comercial.

1.2 Importancia regional del JUC

La produccién de JUC constituye una parte importante de la industria vitivinicola argentina.
Segln datos del Observatorio Vitivicola Argentino (OVA), en 2014 el pais consiguié por primera
vez posicionarse como el mayor exportador mundial de JUC con 108.560 toneladas, seguido
por Espafia e Italia. Dentro del pais, las principales provincias exportadoras fueron Mendoza
con el 74% y San Juan con el 17,8% del volumen nacional comercializado.

La Cdmara Argentina de Exportadores de Mosto lanzé en 2009 el Plan Estratégico del Jugo de
Uva Argentino, en el marco del PEVI 2020. Este tiene como objetivo fomentar la cadena de
valor del jugo de uva y lograr que el producto tenga un valor propio, para que no sea
considerado un simple subproducto del vino (Ablin, 2012). Los objetivos de este programa
giran alrededor de cuatro ejes: especializacién, industrializacién, comercio exterior e
investigacion y desarrollo (Infocampo, 2009; Rojo, 2014). Para implementar el PEVI 2020 se
crea la Corporacion Vitivinicola Argentina (COVIAR) segun la ley 25.849, cuya misidn y objetivo
es promover tanto la organizacién e integracion de los actores de la cadena productiva, como
la innovacion de productos y procesos que acrediten el valor agregado del sector, con la
finalidad de ganar, mantener y consolidar mercados externos, consolidar el mercado interno
argentino y lograr el desarrollo sostenido del sector (Rojo, 2014).

1.3 Panorama internacional

El negocio mundial del JUC es muy dindmico y su desarrollo anual depende de distintas
variables nacionales (costos, oferta de uva, precios locales) e internacionales (oferta del
producto, valor de productos sustitutos, volumen de demanda, etc.). Estas variables
determinan la forma como se repartird el mapa del comercio entre los distintos paises
productores (Ablin, 2011).

El comercio internacional del JUC se reparte entre pocos paises y maneja volumenes
relativamente pequefios a escala mundial. Sin embargo forma parte de mercados con una
demanda que crecié en forma sostenida hasta 2012. Los JUC blancos se comercializan como
jugos naturales para endulzar bebidas y los JUC tintos son requeridos por el mercado de los
colorantes naturales para alimentos. En 2014 los principales compradores de JUC argentino
fueron Estados Unidos (49.600 toneladas aprox.), Japdn (23.600 toneladas aprox.), Canada
(10.700 toneladas aprox.) y Sudafrica (10.700 toneladas aprox.) (OVA, 2014).



No obstante, la industria del JUC tuvo problemas en 2014, las exportaciones nacionales de este
producto siguieron retrayéndose. Los volimenes comercializados en el primer semestre
fueron 4% menores que los pertenecientes al mismo periodo de 2013 y un 26% menores que
en 2012 (OVA, 2014). A esto se le suma la disminucidn internacional del precio por hectolitro,
que bajé de USDS 1.400 a USDS 950 en promedio y la existencia de un sobre-stock que hay
que conservar hasta poder colocarlo en el mercado (Gonzalez, 2014).

1.4 Etapas de elaboracion del JUC

En la figura 1 se muestra de modo esquematico las diferentes etapas de la elaboracién del JUC.
Como se observa en el esquema, el proceso comienza con la recepcion del mosto sulfitado,
seguido de una decoloracion mediante la adicidn de carbdn activado y posterior clarificacién
por agregado de bentonita (entre 50 y 200 g/L). Luego, se realiza la filtracion de los jugos de
uva con filtros de tierras de diatomeas y se almacenan en piletas de hormigén armado con
recubrimiento con pintura epoxi. Para aumentar la acidez y disminuir su coloracion, se hace
pasar el jugo por una columna de resinas catidnicas.

Para el desulfitado de los jugos de uva se utiliza un equipo que estd compuesto por una
columna de rectificacion con lecho de anillos cerdmicos, donde se elimina el anhidrido
sulfuroso (SO,) contenido en el mosto mediante un flujo de vapor a contracorriente. El vapor
rico en SO, que sale por la cabeza de la columna se condensa y reacciona con una solucién
alcalina donde queda retenido. El mosto entra a la torre con una concentracién total de SO, de
1500-1700 ppm (partes por millén) para luego salir con 60 ppm.

El jugo de uva desulfitado pasa a la etapa de pre-concentrado, donde se eleva la concentracion
de azucar del mosto de 20 a 45 °Brix (sacarosa % solucidén p/p) mediante un evaporador de
placas ascendente. El jugo de uva pre-concentrado sale con una temperatura de 45°C y pasa
por un intercambiador de superficie para ser enfriado a 1-3 °C. La finalidad de esta etapa es
enfriar el mosto pre-concentrado para que en la etapa siguiente precipiten los bitartratos.
Luego de la decantacion de las sales tartaricas se procede a la segunda filtracion del mosto con
el propdsito de eliminar las particulas que puedan haber quedado en suspension.

La concentracion final del mosto se realiza en un evaporador concentrador de cuatro efectos.
Las temperaturas alcanzadas son: 100 — 110°C en el primer efecto, 90 — 95°C en el segundo,
70-75 °C en el tercero y 40 — 50°C en el cuarto. La concentracidén de azlcares en el mosto al
salir del equipo es de 68 °Brix.



Torres Palazzolo, Carolina
Licenciatura en Bromatologia — UNCuyo

Mosto sulfitado

Decoloracién

l

Clarificacién

l

Filtracion

l

Acidificacién y
decoloracién

— ="
4 l ™
Desulfitado
. >
7~ l &
Pre-concentrado
- s’
2 l N
Estabilizacién
tartdrica
.~ >
g l .

Filtracion

- >
g l -
Concentrado
. >

( Almacenamiento ]
= l— S

Pasteurizacion

l_-—_l——_—"

(e
i

| ewenae |

Figura 1. Esquema del proceso para la elaboracion de JUC. Adaptado de Rojo (2014).
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Posteriormente, el jugo de uva concentrado es enfriado e inmediatamente almacenado en un
tanque para su posterior fraccionamiento, en el cual se inyecta nitrdgeno para crear una
atmoésfera inerte. En algunas empresas se incluye una etapa de pasteurizacién previa al
envasado.

El fraccionado del JUC se realiza en condiciones de esterilidad. Puede ser colocado en
diferentes tipos de envases (figura 2):

a - tambores metalicos de hasta 200 litros, dentro de los cuales se encuentra una bolsa de
polipropileno doble, esterilizada con rayos gamma

b - bins de madera que tienen una capacidad de 300 galones (1135 litros) y en su interior se
encuentra una doble bolsa de polietilieno de alta densidad

¢ - flexitank (también llamado flexibag o flexitanque) es una bolsa multicapa flexible de gran
tamafio (14000 a 24000 litros) que se coloca dentro de un container. Este es uno de los
sistemas mas utilizados en la industria del JUC.

Figura 2. Envases utilizados para fraccionar JUC.
a- tambor metalico con bolsa de envasado aséptico (Aran Packaging, 2015). b- bin de madera con
bolsa de envasado aséptico (Aran Packaging, 2015). c- vista lateral de un flexitank lleno dentro de un
container (Overmeer Logistics, 2015).



1.5 Alteracion microbioldgica de JUC

La pérdida de los alimentos a través de la cadena productiva, la comercializacion y el consumo
tiene su origen en multiples causas. Algunas de ellas son: dafios que ocasionan insectos o
roedores, alteracién microbiolégica, alteracién quimico-fisica, pérdidas durante el transporte,
mermas del procesamiento posterior y descarte del producto excedente al finalizar su vida util.
Aunque segun Sperber y Doyle (2009) la alteracidn microbiana es la principal causa de las
pérdidas alimentarias durante la cadena de produccidn-comercializacién-consumo.

Muchos tipos de microorganismos pueden encontrarse en un alimento, pero en determinados
productos solo algunos de ellos pueden crecer lo suficiente como para producir alteracion.
Ciertos pardmetros como el pH, la actividad de agua (a,,) y la temperatura de almacenamiento
entre otros, ejercen una presion selectiva sobre la microbiota original. Estas variables dirigen la
seleccién de los microorganismos que predominardn en este alimento (Sperber y Doyle, 2009).

El deterioro de alimentos por levaduras ocurre principalmente en aquellos productos donde el
crecimiento bacteriano estd limitado por las caracteristicas intrinsecas, extrinsecas o de
procesamiento. Sin esta competencia, las levaduras pueden crecer y alterar el producto.
Tipicamente condiciones como acidez, pH menor a 4,5, concentraciones de azlcares mayores
a 10% p/v sacarosa, mas de 5% p/v NacCl o la conservacidn con acidos organicos (como acido
sorbico, acido benzoico o acido acético) hacen a los alimentos mas propensos a ser afectados
por levaduras (Querol y Fleet, 2006). Segun Ingram (1958), las fuentes de contaminacién con
levaduras provienen de las frutas, el azucar o los jarabes azucarados, los insectos, la suciedad y
el equipamiento contaminado.

Por el catabolismo de las levaduras fermentativas, a partir de las hexosas se produce etanol y
diéxido de carbono. El principal defecto originado por la produccién de gas es el hinchamiento
de envases sellados herméticamente y en algunos casos la explosién de los mismos (Sperber y
Doyle, 2009). La alteracién de los alimentos por levaduras fermentadoras no siempre cumple
con la regla general que dice que es necesario un nimero de microorganismos mayor a 10°
UFC/g para que se manifieste deterioro en un alimento. Se ha observado que tras varios meses
de almacenamiento, este tipo de alteracidn puede manifestarse en productos con recuentos
de levaduras menores o iguales a 10* células/g (Sperber y Doyle, 2009). Un recuento de
levaduras menor a 10 UFC/mL es considerado un limite apropiado para determinar la calidad

del jugo de uva concentrado (Combinay col., 2008).

Debido a los bajos pH y elevadas concentraciones de azucares, los jugos de frutas son sustratos
inadecuados para la mayoria de las bacterias. Sin embargo, son excelentes medios para el
crecimiento de algunas levaduras, que utilizan sus carbohidratos y vitaminas principalmente.
Por esto, los jugos y pulpas de frutas deben ser preservados de estos microorganismos
deteriorantes ya sea mediante procesos quimicos, pasteurizacién, congelacidn, concentracion
o irradiacién. La falla frecuente de un solo método fisico o quimico para preservar
subproductos de fruta ha hecho que se use la accion combinada de varios métodos como
descenso de pH o a,, uso de conservantes quimicos, refrigeracion o pasteurizacién (Dedk,
2008).



La industrializacién de la uva para la obtencion de jugos concentrados presenta varias etapas
de procesamiento que incluyen tratamientos térmicos que afectan la microbiota presente en
la materia prima (ICMSF, 1980). A pesar de esto, los productos no estan exentos de presentar
problemas microbiolégicos que deterioran la calidad del mismo. La alteracién microbiana
puede ocurrir en cualquier etapa de la cadena productiva, desde la materia prima hasta la
manipulacion y el procesamiento, e incluso en el producto envasado (Rojo, 2014). Por otro
lado, la presencia de levaduras que no tienen la capacidad de desarrollar en el JUC debido a la
elevada concentracion de azUcares también es importante, ya que puede representar un
riesgo para los alimentos donde es usado como ingrediente, pudiendo causar el deterioro de
los nuevos productos donde las condiciones limitantes han cambiado (Sperber y Doyle, 2009).

En consecuencia, los rechazos por alteraciones microbianas en partidas de JUC exportadas
producen grandes pérdidas econémicas. Esto es debido al descarte del producto, costo de
limpieza de la planta, la retirada de la partida desde el pais de destino y el impacto negativo
que esto genera en la imagen de la marca y la reputacidon de la empresa. Estos rechazos
también dafan la imagen internacional del pais, afectando futuras exportaciones y la apertura
de nuevos mercados (Rojo, 2014).

1.5.1 Levaduras alterantes en JUC

Los alimentos de humedad intermedia incluyen aquellos productos con rangos de a,
comprendidos entre 0,60 a 0,90 (10-50% de humedad). En esta categoria se incluye al JUC, que
posee una a, comprendida entre 0,7-0,8; ademds presenta elevada concentracion de azucares
(> 60 % p/V sacarosa) y bajo pH (< 4,5). La alteracidn de sustratos con estas caracteristicas es
causada por levaduras osmofilas, dentro de este grupo el género que se aisla con mayor
frecuencia es Zygosaccharomyces sp. (Combina y col., 2008; Dedk, 2008).

Las levaduras capaces de desarrollarse a bajos valores de a,, han sido descriptas como
osmofilas, osmotolerantes, osmoduricas, xerdfilas y xerotolerantes. El valor mas bajo de a,, en
el cual una levadura no-osméfila puede desarrollar varia en el rango de 0,85 — 0,92 (ICMSF,
1980). En este trabajo se definira con el término “osmoéfila” a toda aquella levadura capaz de
desarrollarse en alimentos con una alta concentraciéon de azucares y una a, < 0,85. Por otro
lado, existen levaduras que pueden sobrevivir a presiones osméticas altas pero son incapaces
de desarrollarse a valores a,, < 0,85 o en su defecto, lo hacen de manera muy lenta. Para una
diferenciacidn practica, a este grupo lo llamaremos “levaduras osmotolerantes” (Combina y
col., 2008).

Aunque los mecanismos de tolerancia a elevadas concentraciones de azlcares en levaduras no
estan completamente elucidados, la mayoria de las investigaciones sugieren que las células
son capaces de compensar la presidon ejercida por un medio hiperténico mediante la
acumulacién de elevadas cantidades de polioles (Gervais y Marechal, 1994; Bubnova y col.,
2014). Los principales solutos acumulados en levaduras expuestas a un estrés osmético son el
glicerol, arabitol y manitol (Spencer y Spencer, 1978; Dedk, 2008). Otra caracteristica de las

levaduras que alteran productos liquidos con alta concentracidon de azucares es la formacion
de “films” superficiales, ya que gracias a la alta densidad del producto pueden flotar sobre el

mismo. A escala industrial los jugos de frutas almacenados en tanques son alterados por



levaduras osmofilas que flotan en la interface liquido-aire sin ser detectadas. En muchos casos
la alteracidn es propiciada por cambios de temperatura, que producen condensaciones en el
espacio de cabeza diluyendo localmente el producto y acelerando el crecimiento de las
levaduras. Como la alteracion no se encuentra distribuida homogéneamente en el volumen del
jugo concentrado, generalmente aparece como una capa densamente contaminada cuando se
vacia el tanque (Querol y Fleet, 2006).

Diferentes géneros de levaduras pueden ser aislados de jugos de frutas y alimentos ricos en
azucares: Candida sp., Debaryomyces sp., Dekkera sp., Hanseniaspora sp., Kluyveromyces sp.,
Lachancea sp., Picchia sp., Rhodotorula sp., Saccharomyces sp., Schizosaccharomyces sp.,
Torulaspora sp. y Zygosaccharomyces sp. (Dedk, 2008). Por otro lado, en la superficie de la uva
madura predominan levaduras apiculadas fermentativas como Hanseniaspora sp. y Kloeckera
sp. y levaduras oxidativas como Candida sp., Pichia sp. y Metschnikowia sp. (Barata y col.,
2007). Es de esperar que estas levaduras osmotolerantes puedan persistir y luego sean
aisladas en el producto final.

1.5.2 Zygosaccharomyces rouxii como principal alteradora de JUC

Trabajos anteriores realizados en el Laboratorio de Microbiologia Enoldgica de la EEA Mendoza
INTA, han permitido caracterizar la poblacion de levaduras osmofilas y osmotolerantes en 21
muestras de jugos de uva concentrados de Argentina, mostrando que la principal levadura
presente tanto en muestras alteradas (5 muestras) como sin alteracién visible (16 muestras),
pertenecen a la especie Zygosaccharomyces rouxii, acompafiada por otras especies de
levaduras en menor proporcidon como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Pichia anomala (anamorfo de Wickerhamomyces anomalus) y Kluyveromyces delphensis
(Figura 3). Este trabajo permitié demostrar que Z. rouxii se aisla en la mayoria de las muestras
de jugo de uva concentrado comercializable de Argentina, y que es la responsable de la
alteracion de los mismos (Combina y col., 2008).

JUC Alterado JUC sin Alteracion

M Z. rouxii

M S. cerevisiae
i S. pombe

M P. anomala

i K. delphensis

Figura 3. Porcentaje de levaduras osmoéfilas y osmotolerantes en JUC de Argentina. Adaptado de Rojo
(2014).



Las levaduras del género Zygosaccharomyces pertenecen a la Familia Saccharomycetaceae. La
morfologia de las células y colonias varian segln el medio de aislamiento. Z. rouxii presenta
una morfologia celular esférica, elipsoidal con gemacidn multilateral y puede formar
pseudohifas, posee la capacidad de conjugar célula-célula y presenta un crecimiento lento
(Kurtzman, 1998; Rojo, 2014). Es una especie osmdfila y fructofilica (es decir que prefiere a la
fructuosa como fuente de carbono). Se aisla de medios con baja a,,, especialmente cuando es
causada por una concentracion de azlcares mayor a 60% p/v sacarosa. Resulta ser una muy
importante levadura alterante en la industria alimentaria, provocando grandes pérdidas en el
sector de los alimentos con elevado contenido de azlcares (Bubnova y col.,, 2014).
Anteriormente ha sido aislada a partir de una amplia variedad de sustratos, incluyendo la caia
de azucar, jarabe de chocolate, jugo de uva concentrado, miel, mermelada, jarabe, mazapan,
vino tinto, frijoles salados, refrescos y salsa de soja (Dedk, 2008; Rojo, 2014). También de jugo
de naranja sin pasteurizar (Arias y col., 2002) y extractos de vegetales fermentados (Ok y
Hashinaga, 1997).

Otras caracteristicas que hacen de Z. rouxii una levadura con capacidad de producir alteracién
son su tolerancia a concentraciones de etanol mayores a 18% v/v, a concentraciones de acido
acético entre 2,0-2,5% p/v, a los acidos sérbico y benzoico en cantidades de 800-1000 mg/L, al
SO, molecular en concentraciones mayores a 3 mg/L (Rojo, 2014) y su halotolerancia (Querol y
Fleet, 2006; Solieri y col., 2007). Ademas, en jugo de naranja sin pasteurizar se observo que
esta levadura se desarroll6 a temperaturas comprendidas entre 1,7°C a 10°C, con un tiempo de
generacion de 19,6 a 8,6 horas (Arias y col.,, 2002), por lo cual se puede concluir que la
refrigeracion no es una tecnologia suficiente para controlar el crecimiento de esta levadura.
Por el contrario Rojo (2014), demostré que la pasteurizacion resulta ser un método eficiente
para reducir las poblaciones de Z. rouxii en JUC, recomendando un programa de pasteurizacion
para alcanzar esterilidad industrial de 60 segundos a 85°C.

Se ha demostrado que Z. rouxii puede aparecer como contaminante en plantas concentradoras
de jugo de uva y bodegas, la alteracion que produce se manifiesta por la presencia de espuma,
gas y olor a fermentado (James y Stratford, 2003). Estos defectos aparecen cuando la
poblacién de la levadura alcanza una densidad entre 10°-10° UFC/g y terminan por
evidenciarse cuando se alcanzan las 10’-10% UFC/g (Fleet, 2011). El tiempo en el cual se llega a
esta densidad poblacional depende de las condiciones de almacenamiento y de las
caracteristicas del producto.



1.6 Origen de la contaminacion microbiana

Durante el procesamiento de frutas, la contaminacién puede ocurrir de diversas maneras.
Empezando por la ruptura tisular donde se pierde la esterilidad natural que existe en el interior
de las frutas con los microorganismos que se encuentran en su superficie. Siguiendo con el
posterior procesamiento, donde hay una contaminacion adicional por la manipulacién del
producto. Los microorganismos pueden provenir de los operarios (de sus guantes, uniformes o
aerosoles que crean al hablar, toser o estornudar), también puede existir contaminacion
cruzada con equipos de procesamiento mal higienizados o por el uso de agua contaminada
(Sperber y Doyle, 2009).

Segun Deak (2008), en la practica se comprueba que la fuente de contaminacion de jugos
raramente se encuentra en la fruta, jarabes u otros ingredientes, sino que se origina en la linea
de procesado. Los puntos criticos suelen ser bombas y tanques de almacenamiento, entre
otros.

Usualmente se puede determinar que la limpieza y desinfeccion inadecuada del equipamiento
o su disefio es causa de alteraciones en el producto. Por lo tanto, la aplicacién de Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) en plantas de procesamiento minimizan la contaminacién de
los alimentos con microorganismos alteradores (Sperber y col., 2009). Las BPM son una serie
de précticas y procedimientos que se encuentran incluidas en el Cédigo Alimentario Argentino
(CAA) desde el afio 1997, por lo que tienen cardcter de obligatorias para todos los
establecimientos que comercializan alimentos en el pais y son una herramienta clave para
lograr la inocuidad de los mismos. Se aplican en el procesamiento y su utilidad radica en que
nos permite disefiar adecuadamente la planta y las instalaciones, realizar en forma eficaz los
procesos y operaciones de elaboracidn, almacenamiento, transporte y distribucion de
alimentos (Albo Davio y col., 2011). Los beneficios de la implementaciéon, mantenimiento y
mejora de las BPM permiten obtener productos alimenticios inocuos y con la calidad deseada
de forma constante, lo que permite ganar y mantener la confianza de los consumidores (Albo
Davio y col., 2011).

Las BPM, segun Codex Alimentarius se pueden desglosar en los siguientes principios generales
(Albo Davio y col., 2011):

v Produccidn Primaria

Proyecto y construccidn de las instalaciones

Control de las operaciones

Instalaciones: mantenimiento y saneamiento

Instalaciones: Higiene Personal

Transporte

Informacién sobre los Productos y Sensibilizacién de los Consumidores

AN NI N N N N

Capacitacion
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Por lo dicho hasta este momento queda claro que la Industria Argentina del JUC ha adquirido
gran importancia en el dmbito de las exportaciones nacionales. Resulta importante aumentar
la estabilidad microbiana del JUC, evitando rechazos de partidas exportadas. La correcta
identificacion de las especies presentes en el JUC y en las plantas elaboradoras y la
determinacidn de los posibles puntos de contaminacién durante la elaboracién proporcionaran
informacidn util a la industria para el adecuado disefio de un programa de calidad tendiente a
controlar este problema, optimizar el tiempo de conservacién y disminuir las pérdidas de
producto.

1.7 Identificacion molecular de levaduras

El impacto econdmico que tienen las alteraciones microbianas en los alimentos es actualmente
reconocido. El desarrollo de una técnica de identificacion rapida y precisa resulta prioritario, ya
que sélo entendiendo la naturaleza de la alteraciéon es que se puede tomar una decision
respecto a qué hacer con los procedimientos de limpieza y los productos contaminados (Hulin
y Wheals, 2014).

Tradicionalmente las levaduras han sido identificadas utilizando criterios morfolégicos vy
fisioldgicos; no obstante estas caracteristicas pueden variar con las condiciones de
crecimiento. Algunas especies se diferencian de otras por una sola caracteristica fisioldgica, la
cual es a su vez es controlada por un solo gen, produciendo identificaciones erréneas cuando
las condiciones de evaluacidon no son completamente controladas (Kurztman y Fell, 1998;
Querol y Fleet, 2006).

Otros métodos taxondmicos han sido desarrollados para la identificaciéon de levaduras,
basados en andlisis de proteinas totales celulares, patrones de isoenzimas y analisis de acidos
grasos usando cromatografia gaseosa. A pesar de esto, la reproducibilidad de estas técnicas es
cuestionable, ya que en muchos casos depende del estado fisiolégico de la célula (Querol y
Fleet, 2006).

Actualmente, las técnicas moleculares de identificacion taxondmica han cobrado mayor
importancia. La composicion nucleotidica de su acido desoxirribonucleico (ADN) y la secuencia
de estas moléculas en el ADN ribosomal (ADNr) se utilizan para identificar, relacionar o
diferenciar entre géneros y especies (Deak, 2008). En contraposicién con los métodos
anteriormente mencionados, las técnicas de biologia molecular pueden analizar el genoma
independientemente del estado fisioldgico del cultivo (Querol y Fleet, 2006).

Estudios recientes basados en cruzamientos genéticos y comparaciones moleculares han
mostrado que los caracteres previamente considerados como taxondmicamente definitivos
varian entre cepas de la misma especie. Como consecuencia, al aplicar sélo criterios de
taxonomia cldsica, cepas divergentes de la misma especie podrian ser clasificados dentro de
distintos taxones, mientras que nuevas especies podrian permanecer sin ser reconocidas. En la
actualidad es un hecho que deben utilizarse métodos basados en biologia molecular para la
identificacion de levaduras, si se desea obtener una correcta asignacién de la especie
(Kurtzman y Fell, 2004).

11



En el ADN, los genes ribosomales se disponen en multiples copias (tdndem) que incluyen
regiones codificantes de las subunidades chicas (SUC) y grandes (SUG), y regiones no
codificantes o espaciadoras. En levaduras el tamaio de la molécula de ADNr de la SUC es de
18S, en cambio la SUG contiene tres moleculas de ADNr de diferentes tamafios: 5S, 5.8S y 26S.
Todas ellas son transcriptas repetidas en tdandem en una unidad, y sus partes son separadas
por espaciadores internos y externos (ITS y ETS). Entre cada unidad hay un espaciador
intergénico no transcribible (IGS o NTS) y usualmente en esta regidn se presenta el ADNr 5S,
gue es transcripto separadamente del resto del cluster (Dedk, 2008) (figura 4).

Las regiones conservadas de la SUC han sido usadas para analisis filogenéticos, mientras las
regiones mas variables de la SUG y las secuencias ITS permitieron la resolucién a nivel de
especie (Dedk, 2008).

185 SSU 5885 D1 D2 265LSU 58
NTS | ETS ITSH ITS2 ETS | NTS NTS
T i i

1700 bp 158 bp 3300 bp 120 bp

Figura 4. Estructura del ADN nuclear ribosomal (Deak, 2008).

La técnica de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) permite la amplificacion de
fragmentos especificos de material genético a partir del ADN celular total. Esta técnica hace
posible la secuenciacidn directa de las regiones de interés para una identificaciéon precisa a
nivel de especie (Querol y Fleet, 2006).

La secuenciacién de un fragmento determinado de ADN amplificado por PCR, permite conocer
la secuencia de las bases nucleotidicas y su posterior comparacion con las bases de datos para
obtener una identificacién certera. La especificidad de la amplificacién esta determinada por
el disefio de los cebadores o primers que se elijan, ya que segin como se seleccionen seran
diferentes las regiones que se amplificaran (figura 5). Previo a la secuenciacidn, los productos
de PCR deben ser purificados para eliminar los primers y las bases nucleotidicas excedentes,
que de otra manera podrian interferir en la reaccidon de secuenciacidn. En los sistemas de
secuenciacién automadticos o secuenciadores, cuatro marcadores fluorescentes son usados
para identificar a cada una de las bases de nucledtidos (A, T, Cy G). Los nucledtidos unidos a
los marcadores fluorescentes son incorporados mediante una nueva reaccion de PCR usando
los mismos primers. Los fragmentos de ADN marcados son separados por capilaridad segun su
tamafio y simultdneamente excitados por laser, produciendo una emision que es diferente
para cada fluorocromo. Las sefiales son captadas en un receptor y transformadas por un
software en picos de colores, cada uno de los cuales corresponde a una base nucleotidica
(Querol y Fleet, 2006).

Actualmente, una de las técnicas mas usadas para la identificacion de levaduras es la
secuenciacion de las regiones amplificadas del ADNr 5.85- ITS o el dominio D1/D2 del gen
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ribosomal 26S (Hulin y Wheals, 2014). Ya se han obtenido y publicado las secuencias parciales
o completas del ADNr 18S, los dominios variables D1/D2 o ADNr 26S y de las regiones ITS1-
5.85-ITS2 de muchas especies de levaduras, constituyendo una importante base de datos
(Dedk, 2008). Schoch y col. (2012) proponen el uso de la regién ITS como marcador universal
del cédigo genético para la identificacion de hongos, en su estudio se demostrd que tiene una
capacidad superior respecto de otras regiones para discriminar entre especies y una alta
probabilidad de amplificacién exitosa en la PCR.

NS1 IT51 NL1
. —_— —_—
ETS ITS1 ITs2
185 58 D Dz 288
— — —
N58 ITs52 IT54 NL4

Figura 5. Diferentes regiones amplificadas del ADNr segun el primer o cebador usado.
NS1-NS8: ADNr 18S; NS1-ITS2: secuencia 18S-ITS1; ITS1-ITS4: secuencias ITS1-5.8S ADNr-ITS2; NL1-
NL4: region D1/D2 del ADNr 26S (Deak, 2008).
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2 Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis planteadas

Existe una elevada poblacién de levaduras osmofilas en las diferentes superficies de
plantas concentradoras de jugo de uva.

Z. rouxii es una de las principales levaduras osmofilas presentes en los jugos de uva
concentrados y las superficies de las plantas elaboradoras.

Durante la elaboracién del jugo de uva concentrado existen puntos criticos donde la
contaminacidn con Z. rouxii puede ocurrir.

2.2 Objetivo general

Identificar los puntos de contaminacién con levaduras osmdfilas en plantas
elaboradoras de JUC, para contribuir a aumentar la estabilidad microbiana del
producto.

2.3 Objetivos especificos

Evaluar la incidencia de levaduras osmdfilas en jugos de uva antes y después del
concentrado y sobre distintas superficies de las plantas concentradoras de Mendoza y
San Juan.

Identificar las especies de levaduras osmdfilas presentes en jugos de uva durante las
diferentes etapas del concentrado y en las distintas superficies con las que entra en
contacto el producto durante su elaboracion.

Identificar los puntos de contaminacidn con Z. rouxii durante la elaboracidon del jugo de
uva concentrado que permitan tomar las medidas correctivas y preventivas
correspondientes.
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3 Materiales y métodos

3.1 Toma de muestra y recuento de levaduras osmofilas

Se eligieron tres plantas concentradoras de jugo de uva, diferentes en su ubicacion geogrifica,
equipamiento, proceso de elaboracién y escala de produccidon, como se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las plantas concentradoras de jugo de uva.

Produccion anual

Planta Ubicacidn (Tn)
A Junin, Mza. 3500
B San Juan 10000
C Rivadavia, Mza. 25000

Durante la elaboracién del jugo de uva concentrado se tomaron muestras para evaluar la
presencia de levaduras osmofilas. Los puntos de muestreo se determinaron “in situ”
dependiendo de la planta elaboradora e incluyeron muestras de jugo de uva sulfitado (JUS),
jugo desulfitado, jugo de uva pre-concentrado (JUPC), jugo de uva concentrado (JUC), y
muestras de superficies de mangueras, piletas, tanques, pisos y paredes (tabla 2).

Las muestras tomadas de jugos de uva y superficies asociadas incluyeron el seguimiento de un
mismo lote de producto, desde su ingreso a la planta como JUS hasta su egreso como JUC
envasado. Por lo tanto, las muestras se tomaron en sucesivas visitas a las plantas
concentradoras de acuerdo a los tiempos y etapas en las cuales se completa el proceso para
cada empresa. Las mismas se colocaron en recipientes estériles y se conservaron a 4°C hasta
su procesamiento

Los diagramas de flujo para la elaboracion de JUC en cada planta se muestran a continuacion
(figura 6).
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Figura 6. Diagramas de flujo de las elaboraciones de JUC en plantas A, B, C (derecha a izquierda).

Se tomaron 50 gramos de cada jugo de uva muestreado, luego cada alicuota se filtré a través
de una membrana de 0,45 um en un portafiltros estéril, previa dilucién en 50 mL de solucién
de glucosa al 30%. La membrana filtrante se colocd en condiciones de esterilidad en la
superficie del medio selectivo para levaduras osmofilas MY50G (agar 10 g/L, extracto de malta
10 g/L, extracto de levadura 2,5 g/L y glucosa 500 g/L) (Combina y col., 2008). Ademas las
muestras de jugo de uva sulfitado fueron sembradas paralelamente en el medio para recuento
general de levaduras agar nutritivo WL (Oxoid Co.). Las placas se incubaron a 282C durante 2 a
7 dias.

Para el caso de las plantas en que se tomo el agua de lavado de filtros, se sembré 0,1 mL de la
muestra mediante siembra en superficie en el medio para levaduras osmofilas MY50G. Las
placas de Petri se incubaron a 28 °C durante 2 a 7 dias.

Por otro lado, el muestreo de las superficies se realizd con hisopos estériles utilizando una
plantilla de 10 x 10 cm?, la cual fue colocada en diferentes sitios de la superficie a muestrear y
se registrd en nimero de veces que se realizd este procedimiento en una misma superficie. Los
hisopos fueron colocados en tubos que contenian 10 mL de una solucién estéril de agua
glucosada al 30 % y homogenizados vigorosamente para dislocar los microorganismos
retenidos en el mismo. Las muestras fueron transportadas a 42C para su procesamiento.

Al esperarse baja carga microbiana sobre las superficies limpias, se realizé la filtracion de los
10 mL de la solucién donde se encontraba el hisopo a través de una membrana de 0,45 um;
para ello se colocd con una pinza estéril la membrana de recuento sobre un portafiltros estéril.
Se filtré el total de la solucidn glucosada y una vez concluida la misma se tomd la membrana
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con esterilidad y se la colocé en el medio de cultivo MY50G (Combina y col., 2008). Las placas
se incubaron a 282C durante 2 a 7 dias.

Se hizo el recuento de levaduras osmofilas para todas las muestras. Los resultados se
expresaron en UFC por el total de muestra procesada o superficie hisopada. En los casos
donde el desarrollo de las colonias fue tal que formd una patina de crecimiento que no
permitia su recuento, se considerd que se superaba el valor de 4.10° UFC. Este valor surge de
considerar que se puede contar un maximo de 28 colonias por cuadro y multiplicar este valor
por 144, que es el nimero de cuadros contabilizables en la membrana.

Tabla 2. Muestras liquidas durante la elaboracion del JUC e hisopados de superficie de las plantas

concentradoras.
Muestras Planta A Planta B Planta C
JUS v v v
JUS acidificado v v
%’ JU desulfitado v v
3 | upc v v
§° JUPC estabilizado 4 v
JUPC filtrado v v
JUC v v v
Tanque de ingreso JUS v v
Tanque JUS acidificado v
Tanque JUPC v v
-g Tanque JUC v v v
kS Pisos v v v
S
i Paredes v v v
E Mangueras v v
:g Caiio de llenadora v v
§ Piletas v
a
H,O de lavado de filtros v 4
Placa de filtro
Guantes de operarios v

JUS: jugo de uva sulfitado. JU: jugo de uva. JUPC: jugo de uva pre-concentrado. JUC: jugo de uva
concentrado.
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3.2 Identificacion de levaduras osmofilas
3.2.1 Purificacion de los cultivos

Las colonias crecidas en el medio MY50G correspondientes a todas las muestras tomadas,
fueron purificadas mediante siembra por estrias por agotamiento en el medio diferencial agar
nutritivo WL (Oxoid Co.). Las placas se incubaron a 28°C durante 48 a 72 horas. Cuatro colonias
correspondientes a cada muestra fueron repicadas en el medio agar YPD (40 g/L glucosa, 5 g/L
peptona bacterioldgica, 5 g/L extracto de levadura, 20 g/L agar) y se incubaron a 28°C durante
48 hs. Estos cultivos fueron recolectados y colocados en microtubos de 1,5 ml con glicerol 30%
p/p para su conservacion en freezer a -20°C.

La reactivacién de las muestras conservadas en glicerol se realizd en agar nutritivo WL, la
siembra fue mediante estrias por agotamiento y la incubacion de 28°C por 48 hs. Se observé la
uniformidad de las colonias presentes en la placa y de esta manera se corroboré la pureza de
los aislados. Luego se pasd una colonia representativa bien aislada a un tubo inclinado con
agar YPD. Los tubos fueron incubados a 282C durante 48-72 horas y mantenidos a 4°C hasta su
identificacion molecular.

3.2.2 Extraccion de ADN

Se utilizé la técnica modificada de Hoffman y Winston (1987) que consiste en la ruptura celular
mediante lisis mecanica/quimica de las células, seguido de wuna purificacion con
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y precipitacién del ADN con alcohol absoluto.

Para esto se inoculd cada levadura desde su cultivo activo en YPD sdlido, en 10 mL de caldo
YPD (40 g/L glucosa, 5 g/L peptona bacterioldgica, 5 g/L extracto de levadura) y se incubd en
estufa a 28°C. Los mismos se airearon por agitacién en vortex (IKA vibrax VXR Basic) tres veces
al dia, hasta observar turbidez y un fino desprendimiento de gas.

Una vez que cada cultivo presentdé desprendimiento de gas, se procedié a centrifugarlo
durante 5 minutos a 3000 rpm (revoluciones por minuto), se eliminé el sobrenadante y se
resuspendid el sedimento o “pellet” en 500 uL de agua miliQ estéril para su lavado. Luego el
contenido del tubo se trasvasé a un microtubo de 1,5 ml y nuevamente se centrifugd por 5
minutos a 13000 rpm, inmediatamente se descarté el sobrenadante. Los pellets se
conservaron a -20°C durante 3-7 dias.

La técnica de congelar de los pellets de células se utilizé para poder realizar la extraccién de
ADN de todas las muestras juntas. Motivd este procedimiento el hecho de al tratarse de
diferentes aislados (los cuales podian tratarse de diferentes especies de levaduras), el
crecimiento éptimo de cada uno se evidenciaba con diferentes tiempos de cultivo. Con esta
metodologia se obtuvieron adecuadas cantidades de ADN integro.

Para la extraccion del ADN a partir de los pellet de todas las muestras, se afiadié a cada tubo
200 pL de solucidn 1F (Tritédn X-100 2%, SDS 1%, CINa 11mM, Tris HCl pH 8 10 mM, EDTA Na 10
mM pH 8), resuspendiendo el sedimento con cuidado para no hacer burbujas; también se
agrego 0,3 g de perlas de vidrio. Inmediatamente y bajo campana de gases se agregd 200 L de
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fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) (Ambion Co.) y se agité en vortex (IKA Vibrax
VXR Basic) durante 4 minutos a 1500 rpm. Una vez retirados los tubos del vortex, se procedio a
agregar 200 plL de Buffer TE (tris EDTA: Tris HCL pH 8, 10 mM, EDTA Na pH 8, 10 mM) y se
centrifugd por 5 minutos a 13000 rpm. Formadas las capas que separan los componentes
celulares (figura 7), se recuperd 370 plL de la fase acuosa superior que contenia el ADN y se
trasvaso a un nuevo microtubo de 1,5 mL.

/V Fase acuosa: ADN y ARN

&

d,/P Interfase protéica

Fase organica: restos celulares

Figura 7. Fases formadas después de la centrifugacién para recuperacién del ADN.

Posteriormente se agregd 1 mL de etanol absoluto a -20°C, se mezcldé por inversién y se
centrifugd durante 2 minutos a 13000 rpm. Se eliminé el sobrenadante, se resuspendié el
precipitado en 100 pL de Buffer TE (1X) y se agregd 1 uL de enzima ARNasa (10 U/uL)
(Fermentas Inc., USA), seguidamente se incubd a 37°C durante 2 horas. Pasado este tiempo, se
adiciond 4 pL de acetato de amonio (NH,CH;COO 10M) y 1 mL de etanol absoluto a -20°C, se
mezcld por inversion y se centrifugd por 2 minutos a 13000 rpm. De inmediato se descarté el
sobrenadante y se lavaron las paredes del tubo con 200 puL de etanol 70% a -20°C, se
centrifugd 2 minutos a 13000 rpm para luego eliminar el sobrenadante y dejar secar a
temperatura ambiente unos 5 minutos. Finalmente se resuspendié el ADN en 50 uL de buffer
TE y se conservé a -20°C.

3.2.3 Observacion del ADN extraido

La visualizacidon cualitativa y cuantitativa del ADN se realizd en geles de agarosa 0,7%
(Invitrogen Corporation, USA) tefiidos con bromuro de etidio 0,1% p/v. La electroforesis se
realizé en buffer TBE 1X (TBE 5 X: Base Tris 54 g, Acido Bérico 27,5 g, 20 ml EDTA 0.5 M,
completado a volumen 1 L con agua miliQ, pH 8) utilizando una corriente de 90 V durante 45
minutos.

Las muestras a sembrar se prepararon de la siguiente forma:
3 puL de ADN + 2 ulL Loading Buffer (Blue Juice Invitrogen Co.) + 5 uL de agua miliQ,

y para el patrén de peso molecular,
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1uL del marcador A EcoRI/HindIll (Fermentas Inc., USA) + 2 pL de Loading Buffer + 7 pL
de agua miliQ.

Como se observa en la figura 8, las imagenes para cada uno de los ADN extraidos fueron
captadas al exponer los geles a un transiluminador de UV en fotodocumentador con cdmara
CCD acoplada y analizadas con el software Gel Doc XR (Bio Rad Laboratorios Limited, Hemel
Hempstead, UK.).

Figura 8. Visualizacién mediante luz UV en gel de agarosa 0,7% del ADN extraido.

3.2.4 Amplificacion de la region ITS1-5.85-1TS2 del complejo génico nuclear del ADNr

La amplificacién de esta regidn se realizd mediante la aplicacidon de la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR) utilizando los cebadores o “primers” ITS1 (5’- TCC GTA GGT GAA CCT GCG
G- 3") e ITS4 (5°- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC- 3°). Las condiciones de reaccién fueron las
descritas por Esteve-Zarzoso y colaboradores (1999).

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) como se muestra en la jError! No se encuentra el origen de
la referencia.3.

Tabla 3. Temperaturas y tiempos para el ciclo de PCR.

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Activacidn inicial 95 5 min
Desnaturalizacion 94 1 min
Ciclos Hibridacidn 55,5 2 min

X40

Extension 72 2 min

Extension final 72 10 min

Final del ciclo 4 oo

La mezcla de reaccién se prepard en un volumen final de 100 pL con 10 pL de tampdn de
reaccion 10X sin MgCl, (Invitrogen Corporation, USA), 5 uL de MgCl, 50 mM (Invitrogen
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Corporation, USA), 8 puL de mezcla de dinucledtidos (ANTPs 1 mM) (Fermentas Inc., USA), 2 uL
de cada cebador (50 uM), 0,5 uL de Taq polimerasa recombinante 5 U/uL (Invitrogen
Corporation, USA), 57,5 uL de agua miliQ estéril y 15 uL de ADN (50 — 100 ng).

Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen
Corporation, USA) al 1,4 %, teiiidos con Bromuro de Etidio al 0,1 %. La corrida electroforética
se realizé a 100 V durante 60 minutos, utilizando buffer TBE 1X. El marcador de peso molecular
fue 100bp DNA ladder (Invitrogen Corporation, USA). Las muestras a sembrar se prepararon de
la siguiente forma: 4 uL de producto de amplificacién + 2 uL LB + 6 pL de agua miliQ, y por otro
lado, 0,5 pL de marcador de 100 bp + 2 pL de LB + 9,5 pL de agua miliQ. Luego de la
electroforesis los geles fueron visualizados con luz UV en fotodocumentador (Bio Rad
Laboratorios Limited, Hemel Hempstead, UK.) (figura 9).

Figura 9. Observacion de los productos amplificados por PCR 5.8S-ITS en gel de agarosa al 1,4%.

3.2.5 Purificacidn y secuenciacion de los fragmentos amplificados

Previo a la secuenciacion, se llevd a cabo la purificaciéon y concentraciéon de los productos
amplificados mediante el kit PureLink™ PCR purification (Invitrogen Corporation, USA). Luego
las muestras fueron enviadas al Servicio Interno de Genotificacion y Secuenciacién de ADN
(SIGYSA) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria INTA-Castelar, para la obtencién de
las secuencias de nucledtidos con cada primer de manera independiente. La secuenciacién se
basd en el método de Sanger, y el equipo utilizado para el andlisis fue el 3130xl Genetic
Analyzer (Applied Biosystem, Warrington, U.K.).

Las secuencias fueron analizadas con el programa especifico Sequencing Analysis 5.2 (Applied
Biosystems), el cual permitid6 determinar la calidad de la secuencia obtenida y el
electroferograma de la misma. Posteriormente se realizé el alineamiento de las secuencias
mediante Contig-Express (Vector Suite Inc.). Las secuencias consenso obtenidas fueron
comparadas por BLAST (Basic Lineal Alignment Search Tool) con las bases de datos disponibles
en la pagina del Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI) del Instituto Nacional
de Salud de Estados Unidos (NIH) http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

El tamafo de la regién ITS amplificada para cada muestra y su porcentaje de homologia con las
secuencia de ADN homologa de la base de datos se muestra en el Anexo A.
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4 Resultados y discusion

Se tomaron muestras en las distintas etapas del proceso de elaboracién del JUC y se
obtuvieron los recuentos de levaduras osmoéfilas de cada una. En la Tabla 4 se muestra si se
obtuvo recuento de levaduras osmdéfilas en el medio MY50G fueron positivos o no se observd
crecimiento en cada una de las muestras de jugo de uva y las superficies hisopadas.

Tabla 4. Presencia de levaduras osmofilas en las muestras de jugo de uva e hisopados de superficies
asociadas durante la concentracion en diferentes empresas.

Muestras Planta A Planta B Planta C
JUS - - -
JUS acidificado NM - -
g JU desulfitado - - NM
E JUPC + NM +
3 JUPC estabilizado + NM +
E’.D JUPC filtrado + NM +
Juc - + -
JUC pasteurizado NM + -
Tanque JUS acidificado NM NM =
@ H,0 de lavado de filtros + + NM
E Placa de filtro + NM NM
% Piletas de JUPC NM NM +
-,E Tanque JUPC - NM +
g Tanque JUC + - -
Z Mangueras NM + NM
&2 Caiio de llenadora + - NM
g’_ Pisos - + +
A Paredes - + -
Guantes de operarios NM NM =

JUS: jugo de uva sulfitado. JU: jugo de uva. JUPC: jugo de uva pre-concentrado. JUC: jugo de uva
concentrado. NM: no muestreado. Jugos de uva (-)= < 1 UFC/50g. Superficies (-)= < 1 UFC/400 cm’.
Medio utilizado para el recuento: MY50G.

Las superficies de cada empresa fueron hisopadas en diferentes momentos, conforme
avanzaba el procesamiento del mismo lote de jugo de uva. Los recuentos de estos hisopados
evidenciaron presencia de levaduras osmdfilas solo en aquellas areas asociadas al jugo de uva
con alguin grado de concentracion (jugo de uva pre-concentrado y concentrado). Asimismo, las
muestras de jugo de uva solo obtuvieron recuentos de levaduras osmoéfilas cuando ya se
habian pre-concentrado o concentrado. Este resultado era esperable ya que como menciona
Dedk (2008), existe una correlacion entre el tipo de microorganismo que se aisla y las
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caracteristicas del sustrato. Estas asociaciones pueden ser altamente especificas y definen las
diferencias que existen entre las comunidades de levaduras en los distintos tipos de alimentos.
Esto explica que las levaduras osmdfilas solo aparezcan cuando los alimentos presentan una
elevada concentracidn de azucares.

En la planta A, el tanque para jugo de uva pre-concentrado (JUPC), las paredes y los pisos no
presentaron recuentos de levaduras osmofilas (tabla 4). El buen estado sanitario de esta planta
se debié a una correcta practica de higiene de las instalaciones y equipamiento, como asi
también a que se trabaja a menor escala que las otras dos empresas. Sin embargo el cafio de la
llenadora presenté una gran carga de levaduras osmofilas (tabla 5), esto indica que no se
realizé la correcta limpieza del mismo y puede considerarse una posible fuente de
contaminacion para el JUC envasado. En contraposicién a la empresa A, la empresa B no tuvo
presencia de levaduras osmdfilas en el tanque que almacena JUC, ni tampoco en el cafio de la
llenadora pero si en piso y paredes. Esta discrepancia en la distribucién de la densidad
poblacional de levaduras osmofilas en las fabricas A y B, se debe a que son diferentes las
instalaciones, los procedimientos de limpieza y el personal; por lo tanto el grado de higiene
que se logra en cada sector estara condicionado a estos factores.

Por otro lado la planta C no presenté recuentos de levaduras osméfilas en el tanque donde se
almacena jugo de uva sulfitado, el tanque para JUC, las paredes y los guantes de los operarios
(tabla 4). Esto demuestra que hubo una correcta sanitizacion de los tanques y paredes,
también que la manipulacidn de los operarios no constituiria una fuente de contaminacién con
levaduras osmdfilas en esta empresa.

Respecto de las muestras de jugo de uva sulfitado, no se observd desarrollo de levaduras
osmofilas en el medio MY50G (tabla 4). En contraposicion se observaron recuentos positivos
(mayores a 10° UFC/50g) en el medio para recuento general de levaduras agar WL (datos no
mostrados). Las levaduras crecidas fueron identificadas como Z. rouxii y Schizosaccharomyces
pombe. Este hallazgo confirma nuevamente la estrecha asociacion que existe entre el alimento
y las especies de levaduras que se encuentran en él, puesto que ambas especies comparten la
caracteristica de elevada tolerancia al anhidrido sulfuroso (Pitt y Hocking, 2009; Martorell y
col., 2007). Estas especies que normalmente se encuentran en los jugos de uva, resistieron
concentraciones de 2100 ppm de SO, total y mantuvieron su viabilidad, pero probablemente
sufrieron un dafio sub-letal (Wu, 2008) que no les permitié desarrollar en el medio para
levaduras osmoéfilas MY50G, ya que este le proporcionaba un estrés adicional (baja ay);
mientras el medio de recuento general agar WL permitié la recuperacién celular vy
consecuentemente el crecimiento de las colonias.

En las tablas 5, 6 y 7 se muestran los valores de los recuentos para levaduras osmofilas y las
especies identificadas en todas las muestras en las que se observd crecimiento de colonias,
tanto en los jugos de uva como en las superficies asociadas de las tres plantas. Para un mejor
entendimiento de las tablas, las muestras se ordenan siguiendo el avance del lote por la linea
de procesado, diferenciando las superficies hisopadas (y aguas de lavado) de las muestras de
jugo por el sombreado de las celdas.
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Tabla 5. Recuentos e identificaciones de las muestras en las que se observo presencia de levaduras osmdfilas en la planta A.

L g . . Frecuencia de
Lugar de toma de muestra Recuento de levaduras osmofilas Especies aisladas . At
identificacion
JUPC antes de almacenar 1 UFC/50g Citeromyces matritensis 3/3
Citeromyces matritensis 1/3
Placa de filtro para JUPC >4.10° UFC/400 cm® Lachancea thermotolerans 1/3
Wickerhamomyces anomalus 1/3
Citeromyces matritensis 1/4
Agua de lavado de filtros >4.10° UFC/mL
Torulaspora delbrueckii 3/4
Citeromyces matritensis 2/4
JUPC filtrado >4.10° UFC/50g
Zygosaccharomyces rouxii 2/4
T -
anque que el e > 4.10® UFC/400 cm? Metschnikowia pulcherrima 4/4
a la salida del concentrador
Cafio de la envasadora > 4.10% UFC/400 cm? Wickerhamomyces anomalus 4/4

JUPC: jugo de uva pre-concentrado. JUC: jugo de uva concentrado. * N° identificada/ N° total colonias purificadas.
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Tabla 6. Recuentos e identificaciones de las muestras en las que se observo presencia de levaduras osmdfilas en la planta B.

Frecuencia de

Lugar de toma de muestra Recuento de levaduras osmdfilas Especies aisladas . e Rt
identificacion

Candida orthopsilosis 1/4
Paredes 20 UFC/400 cm’

Wickerhamomyces anomalus 3/4

Wickerhamomyces anomalus 2/4
Piso >4.10° UFC/400 cm®

Torulaspora delbrueckii 2/4

Candida apicola 1/3
Agua de lavado de filtros >4.10° UFC/mL

Wickerhamomyces anomalus 2/3
JUC antes de filtrar >4.10° UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4
JUC almacenado >4.10° UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4
JUC homogeneizado con aire filtrado > 4.10% UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4
Manguera de aire filtrado para 3 2 "
A I 1 2.10° UFC/400 cm Zygosaccharomyces rouxii 4/4
JUC antes de pasteurizar 144 UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 3/3
JUC a la salida del pasteurizador 15 UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 3/3
JUC pasteurizado almacenado >4.10° UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4
JUC para envasar >4.10° UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4

JUC: jugo de uva concentrado. * N° identificada/ N° total colonias purificadas.
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Tabla 7. Recuentos e identificaciones de las muestras en las que se observo presencia de levaduras osmdfilas en la planta C.

Lugar de toma de muestra

Recuento de levaduras osmofilas

Identificaciones

Frecuencia de
identificacion*

2 Citeromyces matritensis 1/3
Tanque JUPC & URgALEn
Torulaspora delbrueckii 2/3
Piso 3 2 ..
>4.10° UFC/400 cm Zygosaccharomyces rouxii 4/4
JUPC antes de filtrado grueso > 4.10°® UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 3/3
JUPC después de filtro grueso >4.10° UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4
JUPC antes de filtrado fino 3 Zygosaccharomyces rouxii 1/4
>4.10° UFC/50g
Candida magnoliae 3/4
Candida magnoliae 1/4
JUPC después de filtrado fino > 4.10° UFC/50g
Zygosaccharomyces rouxii 3/4
Pileta JUPC filtrado fino > 4.10® UFC/400 cm’® Citeromyces matritensis 3/3
JUPC en pileta antes de concentrar >4.10° UFC/50 g Wickerhamomyces anomalus 4/4
JUPC en tanque pulmodn ..
(aIimentaci(')qn depcircuito 21P) > 4,10 UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4
JUPC entrada del filtro de placas > 4.10® UFC/50g Zygosaccharomyces rouxii 4/4

JUPC: jugo de uva pre-concentrado. * N° identificada/ N° total colonias purificadas.
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Durante el proceso de concentrado de la planta A y en el concentrado y pasteurizacion de la
planta C, se observé una disminucién de los recuentos, haciendo que no se observara
presencia de levaduras osmofilas en los 50 gramos de JUC analizados (tabla 4). En estas dos
plantas, la linea de envasado esta directamente vinculada con el concentrador; en la planta A
se fracciona directamente a medida que se va concentrando; mientras que en la planta C, el
jugo de uva concentrado entra en un sistema cerrado e inertizado donde se mantiene hasta su
fraccionamiento. Esto evita la recontaminacién del producto luego de los tratamientos
térmicos, siempre y cuando el circuito esté correctamente sanitizado. Por lo dicho es que el
producto final de las empresas A y C debiera presentar una buena estabilidad microbiana si no
sufriera recontaminacién.

Por otro lado, la empresa B sigue un protocolo de elaboracion diferente. El jugo de uva
sulfitado es directamente concentrado, homogeneizado, pasteurizado y almacenado en
tanques pulmoén hasta su fraccionamiento (Figura 6. Diagramas de flujo de las elaboraciones de JUC
en plantas A, B, C (derecha a izquierda).Figura 6). Cuando se tomaron muestras de las etapas de
almacenado del JUC previo a la pasteurizacién se obtuvieron recuentos elevados (tabla 6).
Pero por lo observado en las plantas A y C, se supone que la concentracién previa del JUC
almacenado deberia haber reducido la carga de levaduras osmofilas. Consecuentemente, los
recuentos elevados se podrian deber a una poblacidon residual que crecié durante el
almacenamiento o a una recontaminacidn por alguna superficie mal higienizada. Es
improbable que el tanque pulmdn sea la fuente de indculo ya que mostré ausencia de
levaduras osmofilas en la superficie muestreada. Posteriormente, el JUC almacenado se
pasteurizdé antes de ser fraccionado. La muestra de JUC entrd al pasteurizador con una
poblacion de levaduras osmdfilas de 144 UFC/50 g (esta poblacidn fue menor a la registrada en
la etapa previa de homogeneizado, porque el JUC fue re-filtrado). Después del pasteurizado, el
producto final presenté un recuento de 15 UFC/50 g (tabla 6). Estas levaduras fueron
identificadas como Z. rouxii. De acuerdo a los resultados obtenidos por Rojo (2014), sobre los
programas de pasteurizacion para alcanzar la esterilidad industrial en JUC, se puede inferir que
el tratamiento térmico aplicado (94°C con un tiempo de retencidon de 62 segundos) habria sido
suficiente para eliminar a la poblacién de Z. rouxii de los jugos de uva. En este caso son dos las
hipétesis que podrian justificar este recuento, por un lado podemos pensar que se debe a una
poblacién residual sobreviviente o atribuirselo a una recontaminacién por contacto con
cafierias mal higienizadas antes de la salida del pasteurizador.

Querol y Fleet (2006) concluyen en su libro que no deberian ser esperados casos de alteracion
por levaduras en productos correctamente pasteurizados. También dicen que aun asi, unas
pocas células pueden sobrevivir a la pasteurizacion si se parte de una poblacién inicial elevada
(mayor a 10° células/mL), en este caso los recuentos del jugo de uva previo al concentrado
fueron inferiores a este valor. Ademds el comportamiento de Z. rouxii en estudios anteriores
ha mostrado una inesperada sensibilidad al calor (Samson y col., 1981). Por otro lado, la
termoresistencia de las levaduras puede ser aumentada por la alta concentracion de azucares
en el medio, la presencia de células en la fase estacionaria de crecimiento o por la formacion
de ascosporas. Aunque depende de la especie, en general se puede decir que las ascosporas
son 10°C mas termoresistentes que su contraparte, las células vegetativas (Querol y Fleet,
2006). Pitt y Hocking (2009) describen el aumento de la termotolerancia de Z rouxii en
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presencia de una alta concentracidn de azucares del medio y también le atribuyen la capacidad
de formar ascosporas. No obstante, también existe la hipdtesis de las superficies mal
higienizadas. Al respecto Tilbury (1976) e Ingram (1958) dicen que el contacto con
equipamiento mal higienizado o sucio es probablemente la principal causa de contaminacion
con levaduras alterantes en las fabricas de procesamiento de alimentos. Se ha estimado que
mas del 95% de los casos de bebidas analcohdlicas alteradas fue a causa de la mala higiene de
la fabrica (van Esch, 1987). La lista de los equipos que se contaminan con mayor frecuencia
incluye a envasadoras, tapadoras, sistemas transportadores, bombas y juntas de valvulas entre
otros (Scharf, 1960; Pitt y Richardson, 1973; Schmidt, 1995; Davenport, 1997).

Respecto de los jugos de uva pre-concentrados de las plantas A y C, obtuvieron recuentos que
sobrepasaban las 4.10° UFC/50g en todas las etapas muestreadas. Incluso en los jugos pre-
concentrados filtrados hubo una elevada incidencia de levaduras osmdfilas, a pesar de que
estas células eran retenidas en gran parte cuando pasaban a través de los filtros. Esta ultima
afirmacion se evidencia en el alto recuento de levaduras osmdéfilas en el agua de lavado de los
filtros y por la tabla 8, donde se analizan por separado los recuentos obtenidos en los JUPC de
la planta C a través de sus multiples etapas de filtrado.

Tabla 8. Recuentos de levaduras osméfilas en jugos de uva pre-concentrado de la planta C.

Muestra Recuento (UFC/50g)
JupC >4.10°

JUPC destartarizado >4.10°

JUPC filtrado grueso >4.10°

JUPC antes de filtrado fino >4.10°

JUPC después del filtrado fino <1

JUPC entrada al filtro placa >4.10°

JUPC salida al filtro placa <1

JUPC almacenado antes de concentrar > 4.10°

JUPC: jugo de uva pre-concentrado.

La planta C realiza tres etapas de filtrado del JUPC (filtrado grueso, fino y en placa), el jugo pre-
concentrado es almacenado en piletas o tanques entre cada etapa. El periodo de permanencia
en varia desde un dia hasta una semana, dependiendo de la capacidad de la planta y de la
demanda del mercado. Se pudo observar que el JUPC presenté un elevado recuento de
levaduras osmofilas en las diferentes etapas antes del filtrado fino. Pero luego, tanto en el
filtrado fino como en el filtrado en placa se retuvieron la mayoria de las levaduras, dejando a
los jugos con ausencia de levaduras osmofilas en los 50 gramos muestreados. Esto permite
apreciar el beneficio que tendria esta etapa en la estabilidad microbiana del producto final,
reduciendo considerablemente el recuento de levaduras. Aunque esto no significa que el
producto haya quedado libre de células, ya que el tiempo de almacenado entre cada filtrado
permiti6 un nuevo aumento de la poblacion de levaduras osmofilas. Dado que no se
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obtuvieron recuentos en 50g para los jugos de uva pre-concentrados recién filtrados,
nuevamente podemos pensar que el JUPC sufrié una recontaminacién en el almacenamiento o
qgue el periodo de mantenimiento en tanques sin control de temperatura podria haber
permitido la multiplicacion de la poblacion residual.

Cuando las levaduras aisladas fueron identificadas, se observé que Z. rouxii fue la especie mas
encontrada en las muestras de jugo de uva pre-concentrado y concentrado. En la mayoria de
los casos represento el total de las levaduras aisladas (tablas 5, 6 y 7). Esto refuerza la hipdtesis
presentada por Rojo (2014), que dice que esta levadura es la principal alterante en JUC. En la
planta C hubo dos casos en los que Z. rouxii no fue la Unica levadura dominando el sustrato. En
el jugo de uva pre-concentrado antes y después del filtrado fino, Z rouxii aparecid
acompafiada por otra especie identificada como Candida magnoliae, la cual es una levadura
fructofilica capaz de crecer en amplio rango de valores de pH y en presencia de una gran
concentracidon de azucares. Anteriormente esta levadura fue aislada de panales de miel (Hee
Yu y col., 2006) y de jugo de naranja concentrado (Kurtzman y col., 2011). Ha sido relacionada
a alteraciones de alimentos ricos en azlcares junto con otra especie del género, C. apicola
(Steels y col., 2002; Stratford y James, 2003). Tiene aplicacién biotecnoldgica, ya que produce
una gran cantidad de eritritol, un edulcorante usado en la industria alimentaria que resalta el
sabor (Hee Yu y col., 2006). Esta levadura podria estar relacionada con las superficies de la
etapa de filtrado fino, las cuales no pudieron ser muestreadas en este estudio. La otra
excepcion fue la presencia de Wickerhamomyces anomalus en el JUPC almacenado en pileta,
en este caso el total de las levaduras aisladas en esta muestra fueron identificadas dentro de
esta especie (tabla 7). W. anomalus es comunmente encontrada en alimentos, al respecto
Dedk y Beuchat (1996) calcularon la incidencia de las especies de levaduras en distintos tipos
de alimentos. Considerando que 99 especies estaban presentes en los mismos, la frecuencia
de ocurrencia para W. anomalus fue una de las mas elevadas (4,56%). Esta levadura tiene una
notable habilidad para crecer bajo estrés, soporta pH extremos, baja a,, presion osmatica
elevada y baja tension de oxigeno, también puede actuar como patdgena oportunista y se la
ha usado como agente de biocontrol de mohos por su capacidad competitiva (Passoth y col.,
2006; Kurtzman y col., 2011). Anteriormente, esta especie ha sido aislada de jugos de frutas y
jugos concentrados (Dedk y Beuchat, 1993).

Mas alld de las dos excepciones anteriormente descriptas, los resultados obtenidos confirman
la estrecha asociacidon que existe entre el jugo de uva pre-concentrado y/o concentrado y Z
rouxii, la cual ha sido extensamente descripta por otros autores (Dedk y Beuchat, 1993; James
y Stratford, 2003; Querol y Fleet, 2006; Deak, 2008; Combina y col., 2008; Rojo, 2014). A la luz
de la identificacion de Z rouxii en los jugos de uva pre-concentrados y concentrados, es
importante recalcar que sus poblaciones son las que se incrementan considerablemente cada
vez que el jugo de uva es almacenado durante el procesamiento (tablas 5, 7 y 8) y esto
constituye un riesgo microbioldgico para la vida util del producto. Ademas, hay que tener en
cuenta que algunas partidas de jugo de uva concentrado de la planta B se almacenan por
varios meses en tanques pulmon antes de su comercializacidn. Estas partidas de JUC tienen
como destino la exportacidn, por lo que se corre el gran riesgo de que lleguen fermentadas a
destino. Esto traeria aparejado problemas como pérdidas econdémicas, de credibilidad-
confianza y cierre de mercados.
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En relacién a las especies de levaduras identificadas en las superficies de las tres plantas
elaboradoras, se observd que en la mayoria de los casos Z. rouxii no estuvo presente (tablas 5,
6 y 7). Las Unicas dos muestras que tuvieron incidencia de esta levadura fueron la muestra de
piso en la empresa Cy la manguera que insufla aire para la homogeneizacién de los jugos de
uva concentrados en la empresa B (tabla 6 y 7). Estas dos superficies comparten una
caracteristica que parece explicar este hecho. La muestra obtenida del piso a nivel de las tapas
de las piletas que almacenan JUPC, presentd un elevado recuento de levaduras osmdfilas
identificadas como Z. rouxii, esto probablemente se debid a que el piso tenia salpicaduras de
JUPC, las cuales se pudieron producir durante el llenado, trasvase o limpieza de las piletas.
Asimismo, la manguera por donde se insufla aire para homogeneizar el JUC presentd a Z. rouxii
en recuentos que superaron las 10° UFC en 400 cm’. Nuevamente podriamos atribuir la
presencia de Z rouxii a restos de JUC adheridos en su luz interna, ya que la manguera debia ser
sumergida en el producto para homogeneizarlo.

En consecuencia de lo antes expuesto podemos concluir que en las superficies limpias, antes
de que entren en contacto con los jugos de uva pre-concentrados o concentrados, no hubo
incidencia de Z rouxii. Este hecho sugiere que las practicas sanitarias utilizadas en las tres
plantas serian capaces de eliminar las poblaciones de Z. rouxii de las superficies, siempre y
cuando los restos de mosto sean completamente removidos de todas las areas en contacto
con el producto. En concordancia con estas observaciones Querol y Fleet (2006) han descrito a
Z. rouxii como una levadura muy susceptible al calor y al acido acético, la cual no tiene la
propiedad de persistir tras los procedimientos de limpieza, que es raramente encontrada en
las plantas elaboradoras y en la mayoria de los casos se encuentra ausente en sus superficies.

Por otro lado, la diversidad de las especies encontradas en los muestreos de superficie de las
tres plantas concentradoras fue acotada (tabla 5, 6 y 7). De las ocho especies identificadas, dos
se encontraron en las tres plantas: Wickerhamomyces anomalus y Torulaspora delbrueckii. Al
respecto, Querol y Fleet (2006) describen los géneros de levaduras que se encuentran
presentes en las superficies de las fabricas de jugos de fruta, siendo algunos de ellos Candida
sp., Torulaspora sp. y Wickeramomyces sp. Como se mencion6 anteriormente, W. anomalus es
una especie osmotolerante altamente resistente y por ende puede persistir en las superficies.
También T. delbrueckii tiene alta prevalencia en alimentos (Jay y col., 2005) y ha sido aislada de
jugos de fruta concentrados (Deak y Beuchat, 1993).

En la planta A se identificaron ademas otras tres especies de levaduras, presentes en las
superficies. Estas fueron Citeromyces matritensis (telomorfo de Candida globosa) y Lachancea
thermotolerans (telomorfo de Candida dattila) que se encontraron asociadas al filtro de placas
y Metschnikowia pulcherrima (telomorfo de Candida pulcherrima) asociada a un tanque
receptor de JUC (tabla 5). Todas estas especies tienen caracter osmotolerante y han sido
descritas en alimentos azucarados. Anteriormente, C. matritensis ha sido aislada de embutidos
fermentados (Encinas y col. 2000), de jugos de frutas fermentados y de leche condensada
(Kurtzman, 1998). L. thermotolerans ha sido descrita en bebidas analcohdlicas, jugos de frutas
y jugos concentrados (Dedk y Beuchat, 1993; Deak, 2008) y Metschnikowia pulcherrima ha sido
descrita en uvas y sus mostos (Moreno-Arribas y Polo, 2008).
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Por otro lado, en la empresa B se aislaron dos especies mds del género Candida sp., donde C.
orthopsilosis fue aislada de las paredes y C. apicola del agua de lavado de los filtros (tabla 6).
Segun Kurtzman y col. (2011), C. orthopsilosis es una especie reclasificada a partir de C
parapsilosis grupo Il y no puede ser distinguida de esta de no ser por métodos moleculares;
anteriormente ha sido aislada de los frutos de cactus (Opuntia sp.) (Kurtzman y col., 2011) y
también de tomate (Robl y col., 2014); posee la capacidad de formar biofilms (Lattif y col.,
2010) y se la clasifica como patdgena oportunista emergente, ya que se aisléd de tejidos
humanos infectados en varias oportunidades (Kurtzman y col., 2011). Por otro lado, C. apicola
ha estado implicada en la alteracion de productos con alta cantidad de azucares (Deak, 2008) y
ya fue aislada de pickles de pepinos, polen, jugo de uva (Kurtzman et al., 2011), azlcar refinada
y pasas de uva (Deak, 2008). Por ultimo, de las superficies de la empresa C se aislé a C
matritensis de un tanque y una pileta para jugo de uva pre-concentrado y a T. delbrueckii
acompafiando a la antes citada levadura en el tanque de JUPC. Ambas especies son descriptas
en este trabajo.

El hallazgo de estas especies osmotolerantes en las superficies, sugiere que estas levaduras
presentan caracteristicas que les permitieron sobrevivir y persistir en las superficies
higienizadas ya que los recuentos obtenidos fueron en muchos casos muy elevados. Estas
especies han sido descritas como asociadas a los ambientes de las plantas elaboradoras de
productos azucarados pero no han sido clasificadas como alterantes del producto per se. Al
respecto, Sand y van Grinsven (1976) investigaron los microorganismos presentes en las
fabricas de bebidas y sus maquinarias, mostrando que las levaduras encontradas cominmente
pertenecian al género Candida sp.. Para sorpresa de los autores, las levaduras alteradoras mas
reconocidas se aislaron pocas veces o en la mayoria de los casos no fueron encontradas.
Estudios mds recientes apoyan los resultados obtenidos por Sand y van Grinsven (1976) y
aunque en ese caso si se encontraron algunas levaduras alterantes, la ausencia de
Zygosaccharomyces sp. en las superficies fue notable. (Tudor y Board, 1993; Davenport, 1996).
Al igual que lo encontrado en nuestro trabajo, las levaduras que viven en el ambiente de la
fabrica, estan particularmente concentradas en las zonas donde los productos azucarados son
derramados, mal lavados o diluidos y en los desagiies o drenajes (Davenport, 1996).

Habrd que tener especial cuidado con las especies de levaduras clasificadas como patdgenas
oportunistas (W. anomalus y C. orthopsilosis) aunque no representen un problema para la
alteracion del producto. Se debe hacer una limpieza y desinfeccion adecuada, poniendo
énfasis en remover biofilms que pudieran haber formado. Estos microorganismos representan
un peligro para la salud de los operarios que trabajan en ese ambiente y para los consumidores
de los productos que con se elaboren con estos.

En un analisis global de los resultados obtenidos, podemos decir que a pesar de que las
superficies muestreadas mostraron recuentos de levaduras osmofilas, Z. rouxii no fue
comunmente identificada como habitante de estas superficies. Probablemente se deba a que
al estar libres de azucares, no constituyen un medio adecuado para el crecimiento de esta
levadura; diferente fue la situacién de las superficies que estaban sucias con jugo de uva
concentrado donde se detectd la presencia de Z. rouxii.
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A pesar de que en nuestro trabajo, la hipdtesis inicialmente planteada de que las superficies de
la planta constituyen un reservorio de Z. rouxii que potencialmente contamina los JUC, fue
parcialmente rechazada, cabe destacar la importancia del disefio higiénico de las lineas de
elaboracion, la correcta aplicacién de los procedimientos estandarizados de saneamiento
(POES) vy la inclusion de sistemas de limpieza CIP (clean in place) en el equipamiento que no
puede ser completamente desmontado, ya que la ausencia de jugos sobre las superficies
implica también la ausencia de la principal levadura contaminante del producto final. La
mejora de los procedimientos de limpieza en las fabricas, reducen dramaticamente las
alteraciones de los alimentos producidos en ella. La falta de higiene incrementa los recuentos
de microorganismos en los productos, a tal punto que los métodos de conservacién usados
para prevenir el deterioro de los alimentos se pueden ver sobrepasados; ademas una pequefia
falla puede provocar un inaceptable aumento de episodios de alteracion de los alimentos. Esto
debe ser cuidadosamente controlado optimizando la limpieza de los establecimientos
elaboradores. Existe un delicado balance entre la limpieza de la planta y la estabilidad
microbiolégica de los alimentos (Querol y Fleet, 2006). La correcta higiene de los
establecimientos requiere de personal entrenado y bien preparado. Los errores humanos por
falta de entrenamiento son la causa de la mayoria de los problemas de limpieza en las fabricas.
Como la produccién de alimentos se ha vuelto técnicamente mdas compleja, el factor humano
se ha convertido en el eslabdn mds débil para la producciéon exitosa de alimentos y es la mayor
causa de las posteriores alteraciones por levaduras (Querol y Fleet, 2006).

Por otro lado, también se observd que Z rouxii fue la especie encontrada en todas las
muestras de jugo de uva pre-concentrado y concentrado y en la mayoria de los casos
representé el 100% de las levaduras aisladas. Estos resultados confirman la estrecha
asociacién que existe entre el jugo de uva pre-concentrado o concentrado y Z. rouxii. Hay que
remarcar que los periodos de almacenamiento del jugo de uva pre-concentrado y concentrado
fueron claves para que la poblacidon de Z. rouxii aumentara. Por lo cual constituyen puntos
criticos en la elaboracion y deberan ser cuidadosamente controlados para evitar el deterioro
del producto.
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5 Conclusiones

Segun los resultados obtenidos en este estudio podemos concluir que:

v

No se observan levaduras osmdéfilas en muestras de jugo de uva en etapas previas al
proceso de pre-concentrado y concentrado.

Zygosaccharomyces rouxii constituye la principal levadura presente en las muestras de
jugo de uva pre-concentrado y concentrado.

Las superficies correctamente higienizadas asociadas al proceso de concentrado del
jugo de uva manifiestan presencia de levaduras osmotolerantes y ausencia de la
levadura alterante Z. rouxii.

Las superficies en donde quedan restos de jugo de uva pre-concentrado y concentrado
constituyen un punto critico de recontaminaciéon con Z. rouxii para el producto en
elaboracidn y ya elaborado.

El almacenamiento de los jugos de uva pre-concentrados y concentrados durante la
elaboracidn permite un aumento significativo de la poblacidn de Z. rouxii y por lo tanto
constituye un punto critico en el mantenimiento de la estabilidad microbiana del
producto.
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Anexo A

Tabla 9. Especies identificadas en cada una de las muestras tomadas en la planta A.

N2 pb o a . .
Muestra (amplificado PCR ITS) %Homologia Cepa identificada
750 99 Citeromyces matritensis
JUPC antes - - -
de 750 99 Citeromyces matritensis
almacenar 700 97 Citeromyces matritensis
700 99 Citeromyces matritensis
Placa de
filtro para 700 100 Lachancea thermotolerans
JUPC -
600 99 Wickerhamomyces anomalus
750 99 Citeromyces matritensis
Agua de 800 99 Torulaspora delbrueckii
lavado de
V. 800 100 Torulaspora delbrueckii
filtros
800 99 Torulaspora delbrueckii
700 99 Citeromyces matritensis
750 99 Zygosaccharomyces rouxii
JUPC
filtrado 700 99 Citeromyces matritensis
750 99 Zygosaccharomyces rouxii
400 97 Metschnikowia pulcherrima
Tanque de
JUC a la 400 98 Metschnikowia pulcherrima
salida del
400 98 Metschnikowia pulcherrima
concentrad
o 400 99 Metschnikowia pulcherrima
600 99 Wickerhamomyces anomalus
Cafio de la 600 99 Wickerhamomyces anomalus
d
envaasa or 600 98 Wickerhamomyces anomalus
600 99 Wickerhamomyces anomalus

N2 pb: nimero de pares de base. JUC: jugo de uva concentrado. JUPC: jugo de uva pre-concentrado.
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Tabla 10. Especies identificadas en cada una de las muestras tomadas en la planta B.

N2 pb
Muestra (amplificado PCR %Homologia Cepa identificada
ITS)
500 99 Candida orthopsilosis
620 99 Wickerhamomyces anomalus
Pared
aredes 620 99 Wickerhamomyces anomalus
620 99 Wickerhamomyces anomalus
620 99 Wickerhamomyces anomalus
850 98 Torulaspora delbrueckii
Piso 3
650 99 Wickerhamomyces anomalus
850 99 Torulaspora delbrueckii
650 99 Wickerhamomyces anomalus
Agua de lavado 650 99 Wickerhamomyces anomalus
de filtros
480 100 Candida apicola
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
JUC antes de 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
filtrar "
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
c 750 99 Zygosaccharomyces rouxii
JU
almacenado 750 99 Zygosaccharomyces rouxii
750 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
JUC 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
homogeneizado —
con aire filtrado 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii

42




750 98 Zygosaccharomyces rouxii
Manguera de
aire filtrado 750 98 Zygosaccharomyces rouxii
para
homogenizacion 750 99 Zygosaccharomyces rouxii
de JUC
750 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
Juc ante.s de 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
pasteurizar
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 98 Zygosaccharomyces rouxii
JUC a la salida
del 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
pasteurizador
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
Juc 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
pasteurizado
almacenado 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
JUC para 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
envasar 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii

N2 pb: nimero de pares de base. JUC: jugo de uva concentrado. JUPC: jugo de uva pre-concentrado.
JUS: jugo de uva sulfitado.
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Tabla 11. Especies identificadas en cada una de las muestras tomadas en la planta C.

Ne pb o 5 . -
Muestra (amplificado PCR ITS) %Homologia Cepa identificada
800 99 Torulaspora delbrueckii
Tanque de 700 99 Citeromyces matritensis
JUPC
800 99 Torulaspora delbrueckii
700 99 Zygosaccharomyces rouxii
750 99 Zygosaccharomyces rouxii
Piso n —
750 99 Zygosaccharomyces rouxii
700 99 Zygosaccharomyces rouxii
700 99 Zygosaccharomyces rouxii
JUPC antes -
de filtrado 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
grueso 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
JUPC i
Zygosaccharomyces rouxii
después de 800 93
filtrado 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
grueso
800 99 Zygosaccharomyces rouxii
400 97 Candida magnoliae
JUPC antes 400 97 Candida magnoliae
de filtrado ; —
fino 750 99 Zygosaccharomyces rouxii
400 97 Candida magnoliae
400 95 Candida magnoliae
JUPC 750 100 Zygosaccharomyces rouxii
después de 7 ; —
filtrado fino 750 99 ygosaccharomyces rouxii
750 99 Zygosaccharomyces rouxii
750 99 Citeromyces matritensis
Pileta de
JUPC filtrado 800 99 Citeromyces matritensis
fino
800 99 Citeromyces matritensis
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700 99 Wickerhamomyces anomalus
JUPCen .
pileta antes 700 100 Wickerhamomyces anomalus
de 700 99 Wickerhamomyces anomalus
concentrar
700 99 Wickerhamomyces anomalus
JUPC en 800 98 Zygosaccharomyces rouxii
tanque ..
pulmén 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
(a(ljlmgntafclon 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
e circuito
ZIP) 800 99 Zygosaccharomyces rouxii
800 98 Zygosaccharomyces rouxii
e:1 LtJerj: Idael 300 99 Zygosaccharomyces rouxii
filtro de 300 98 Zygosaccharomyces rouxii
placas
800 99 Zygosaccharomyces rouxii

N2 pb: nimero de pares de base. JUPC: jugo de uva pre-concentrado.
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