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RESUMEN

La aparicién esporadica de alteraciones en algunos envases dentro de lotes de aguas carbonatadas y de bebidas
con zumos frutales (carbonatadas y no carbonatadas) motivé la presente investigacion, en la que se determinaron los
microorganismos causantes del deterioro observado. También se estudiaron los contaminantes del azucar utilizado
en la elaboracién de una de las bebidas analizadas. Se emplearon los métodos de Déak y Beuchat y de Pitt y Hocking
para la identificacion de levaduras y de mohos, respectivamente. Las levaduras causantes del deterioro de las
bebidas fueron Debaryomyces hansenii, Debaryomyces polymorphus, Galactomyces geotrichum, Metschnikowia
pulcherrima, Mucor circinelloides, Pichia anomala, Pichia jadinii, Pichia subpelliculosa, Rhodotorula glutinis y
Zygosaccharomyces bailii. Los mohos y las levaduras encontrados en el azlcar fueron Aspergillus niger, Aspergillus
penicilloides, Aspergillus versicolor, Cladosporium sphaerospermum, Mucor racemosus, Pichia anomala y Rhizopus
stolonifer. En el agua carbonatada se encontraron los mohos Paecilomyces fulvus y Penicillium glabrum.
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ABSTRACT

Moulds and yeasts in bottled water and soft drinks. Some damaged cartons of soft drinks and carbonated water
were analyzed to detect the microorganisms that caused the damage. The contaminants of sugar used in the production
of one of the drinks were also studied. The methods of Déak & Beuchat and Pitt & Hocking were used for the
identification of yeasts and moulds, respectively. The agents of the spoilage of soft drinks were Debaryomyces
hansenii, Debaryomyces polymorphus, Galactomyces geotrichum, Metschnikowia pulcherrima, Mucor circinelloides,
Pichia anomala, Pichia jadinii, Pichia subpelliculosa, Rhodotorula glutinis and Zygosaccharomyces bailii. The
microorganisms found in sugar were Aspergillus niger, Aspergillus penicilloides, Aspergillus versicolor, Cladosporium
sphaerospermum, Mucor racemosus, P. anomala and Rhizopus stolonifer. Paecilomyces fulvus and Penicillium glabrum
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were observed in carbonated water.

Key words: yeasts, moulds, soft drinks, carbonated water, sugar

Los jugos de frutas usados en la preparacion de be-
bidas sin alcohol son &cidos (pH entre 3y 4) y tienen un
contenido de azucares de hasta 15° Brix. La microbiota
gue es posible encontrar en ellos esta constituida por
bacterias lacticas, mohos y levaduras. Los hongos que
causan deterioro en estos productos toleran una alta
presién osmotica y un bajo pH, y suelen crecer a las
temperaturas de refrigeracion, aunque la concentracion
inhibitoria minima de benzoato de sodio y sorbato de
potasio disminuye cuando la actividad del agua, el pHy
la temperatura de incubacion decrecen. Algunas leva-
duras son extraordinariamente resistentes a los
conservantes (4).

Dado que esporadicamente se han observado altera-
ciones en algunos envases de lotes de bebidas carbo-
natadas y no carbonatadas que contenian zumos fruta-
les, asi como de aguas, se determinaron los microor-
ganismos que causaron el deterioro. También se estu-

diaron los contaminantes presentes en el azlcar utiliza-
da para la elaboracion de una de las bebidas.

Para efectuar los andlisis se seleccionaron unidades
gue presentaban aumento de la turbiedad o deformacion
del envase. Se analizaron 8 muestras compuestas (1 a5
unidades tomadas del mismo lote) de bebidas sin alco-
hol a base de zumos frutales, carbonatadas y no carbo-
natadas. También se analiz6 una muestra de agua carbo-
natada y una muestra de azlcar formada por 4 subu-
nidades provenientes de diferentes bolsas.

Para el aislamiento de las levaduras, se hicieron dilu-
ciones en una solucién de sacarosa al 10% y Tween al
0,05% en el caso de los jugos concentrados, o de peptona
al 0,5% y Tween al 0,05% para los otros productos. Se
sembraron alicuotas en placas de agar triptona-glucosa-
extracto de levadura-cloranfenicol (TGY) o agar extracto
de malta-extracto de levadura-20% de glucosa (MG20G)
(6), y se incubaron a 25 °C durante 3 a 10 dias en am-
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biente hiumedo. Se hizo el recuento y se observé bajo la
lupa la micromorfologia de las colonias. Se hicieron pre-
paraciones en fresco y coloreadas segun Wirtz (7). Se
tomaron en cuenta el aspecto macroscépico (color, for-
ma y tamafio de las colonias) y el microscoépico (formay
tamafio celular, posicion de los brotes, presencia o au-
sencia de ascosporas, tipo y nimero de las mismas) (6).
Las colonias de levaduras basidiomicéticas se diferen-
ciaron de las ascomicéticas inundando las placas con
sal de azul de diazonio B al 1% en solucion reguladora
de fosfatos pH 7,2 (8).

Los equipos disefiados para la identificacion rapida
de levaduras en materiales clinicos, sobre la base del
crecimiento y la accién enzimatica, permiten identificar
entre 76 y 86% de las cepas aisladas de alimentos. Sin
embargo, con el empleo de las técnicas clasicas se reco-
nocen el 89% de los géneros de levaduras y el 74% de
las especies, mientras que los métodos basados en las
secuencias de acidos nucleicos, ajustados para incluir
las cepas ambientales, permiten la correcta identificacion
del 98% de los géneros y del 94% de las especies (1).
Con su método, Déak y Beuchat (3) lograron identificar
el 91% de 166 cepas de jugos concentrados y bebidas a
base de jugos, y dada su accesibilidad, fue el método
elegido para el presente trabajo.

Se hicieron cultivos por duplicado en agar-glucosa-
peptona-extractos de malta y levadura (3), y se incuba-
ron unos a 25 °C y otros a 37 °C durante 5 dias.

Con el fin de hacer la prueba de ureasa, se emple6 un
medio base al que se le agregé 2% de urea. Para eva-
luar la asimilacién de nitrato y de cadaverina se usoé el
medio base carbonado, y el medio base nitrogenado se
empleé para estudiar la utilizacién de azlcares (con 1%
de celobiosa, eritritol, galactosa, inositol, lactosa, manitol,
melezitosa, melibiosa, rafinosa, ramnosa, trehalosa o
xilosa, y 0,02% de extracto de levadura como fuente de
vitaminas). Para obtener los correspondientes testigos,
se sembraron tubos sin nitrato y sin azacar (3).

Para observar la fermentacion de glucosa, se emple6
el medio triptona-extracto de levadura (3) con azul de
bromotimol y 2% de glucosa, distribuido en tubos con
una campanita invertida. La resistencia a la cicloheximida
se observé en el medio triptona-extracto de levadura-glu-
cosa con 0,01% de cicloheximida (3).

El aislamiento de los mohos se hizo por cultivo directo
sobre agar-extracto de malta-peptona-glucosa (MEA) (6)
de los filamentos suspendidos en agua, los que se incu-
baron a 25 °C durante 5 dias. Para el recuento de mohos
y levaduras presentes en el azlcar, se hicieron dilucio-
nes con una solucion de peptona al 0,5% y Tween al
0,05% y se sembraron alicuotas en MEA. Con el fin de
identificar los mohos, se los sembr6 por puncion en tres
puntos en placas con MEA, con agar-Czapek-extracto
de levadura (CYA) y con agar-base Czapek-25% de gli-
cerol (G25N) (6), y se incub6 a 25 °C durante 7 dias en
ambiente himedo. Se hicieron otros cultivos sobre MEA,
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los que se incubaron a 5 °C y a 37 °C durante igual tiem-
po. Luego de la incubacién, se midieron los didmetros de
las colonias, se observaron las caracteristicas del anver-
so y del reverso, y se hicieron preparados microscopi-
cos. Con los datos registrados se consultaron las claves
dadas por Pitt y Hocking (6).

Enla Tabla 1 se indican las muestras analizadas y las
especies de microorganismos aislados. En general, el
numero de colonias observado por ml de bebida oscilé
entre 4 x 10?y 3,5 x 10%, y los mayores valores se encon-
traron en aquellos envases que presentaban deforma-
cion debido a la presion del diéxido de carbono genera-
do durante la fermentacién, como en el caso de la mues-
tra 1 donde la alteracion se observo después de 40 dias.
Esta muestra correspondia a una bebida carbonatada
con 10% de jugo de naranjas, 8,6% de azUcares totales,
acido citrico, benzoato sédico 353 ppm, tartrazina y rojo
ponceau. Los valores de pH para las diferentes unida-
des fueron 3,78; 4,05; 4,08; 4,09 y 4,15. La cepa de
Zygosaccharomyces balilii obtenida de la muestra 1 re-
sulté ser muy resistente al conservante, pues crecié en
medio glucosa-peptona-extractos de malta y levadura con
0,1% de acido benzoico.

La muestra 2 era una bebida dietética gasificada con
10% de jugo de naranjas, 7,5% de azlcares totales, aci-
do citrico, sacarina sédica, ciclamato sédico, benzoato
sadico, esencia de naranja, tartrazina y rojo ponceau. Las
muestras 3y 4 eran de bebidas carbonatadas con zumo
de manzanas. El pH de una de las unidades de la prime-
raera 3,46y el contenido de CO, era 3,5 v/v (valor nomi-
nal 2,7 v/v). El pH de otra unidad analizada en dicha
muestra fue 3,47 y el contenido de CO,de 2,8 v/v.

La muestra 5 era una bebida no gasificada con 50%
de zumo y pulpa de durazno, acido citrico, ciclamato de
sodio, sacarina de sodio, benzoato de sodio, sorbato de
potasio, eritorbato de sodio y &cido ascoérbico. Las mues-
tras 6, 7 y 8 eran bebidas no gasificadas con 10% de
jugo de naranjas, 40% de jugo de pomelos y 20% de
jugo de naranjas, respectivamente.

La muestra 9 fue tomada de bolsas de aztcar em-
pleada en la elaboracion de una de las bebidas. Los re-
cuentos de mohos y levaduras oscilaron entre 400 y 8000
UFC/g. La muestra 10 era agua carbonatada y pertene-
cia a las primeras unidades del lote, que fueron las uni-
cas que se encontraban alteradas después de un mes
de almacenamiento a temperatura ambiente.

Las levaduras no s6lo pueden causar alteraciones
organolépticas sino también producir gran cantidad de
CO, durante la fermentacion de los monosacaridos (como
en el caso de Z. bailii) y el envase suele estallar o defor-
marse (2), como ocurri6 en una de las muestras estudia-
das. El rango de pH para una inhibicién microbiana 6pti-
ma por el acido benzoico es 2,5-4,0 (4). Algunas levadu-
ras alteran el ambiente cambiando el pH o degradando
los conservantes acidos. Otras, como Saccharomyces
cerevisiae y Z. bailii, pueden crecer hasta pH 2,8 y ade-
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Tabla 1. Mohos y levaduras aislados de las muestras de agua, azlcar y bebidas sin alcohol.

Muestra Unidades Contenido Microorganismos
1 5 bebida carbonatada con Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder & Kreger
jugo de naranjas Zygosaccharomyces bailii (Lindner) Guilliermond
2 3 bebida carbonatada con Debaryomyces polymorphus (Klocker) C.W. Price & Phaff
jugo de naranjas
3 5 bebida carbonatada con Pichia subpelliculosa Kurtzman
zumo de manzanas Pichia jadinii (Sartory et al.) Kurtzman
Zygosaccharomyces bailii (Lindner) Guilliermond
4 3 bebida carbonatada con Pichia anomala (E.C. Hansen) Kurtzman
zumo de manzanas
5 1 bebida no gasificada con Metschnikowia pulcherrima J.I. Pitt & M.W. Miller
zumo de duraznos
6 1 bebida no gasificada con Rhodotorula glutinis (Fresen.) F.C. Harrison
jugo de naranjas
7 1 bebida no gasificada con Galactomyces geotrichum (E.E. Butler & L.J. Paterson)
jugo de pomelos Redhead & Malloch
8 1 bebida no gasificada con Galactomyces geotrichum (E.E. Butler & L.J. Paterson)
jugo de naranjas Redhead & Malloch Mucor circinelloides Tiegh.
9 4 azlcar comun Aspergillus niger Tiegh.
Aspergillus penicilloides Spegazzini
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab.
Cladosporium sphaerospermum Penz.
Mucor racemosus Fresen.
Mycelia sterilia
Pichia anomala (E.C. Hansen) Kurtzman
Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Lindner
10 2 agua carbonatada Paecilomyces fulvus Stolk & Samson

Penicillium glabrum (Wehmer) Westling

mas en jugos concentrados con 50° Brix porque tienen
un sistema enzimatico que produce solutos compatibles.
Z. bailii no es capaz de fermentar sacarosa ni puede
emplear los acidos benzoico y sérbico como fuente de
carbono (2), aunque suele crecer en concentraciones de
hasta 700 mg/l de &cido sérbico o 1200 mg/l de acido
benzoico (4).

Las especies de levaduras presentes con mayor fre-
cuencia en jugos y bebidas sin alcohol contaminados son
Brettanomyces bruxellensis, Candida tropicalis, Candida
stellata, Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora uvarum,
Issatchenkia orientalis, Pichia anomala, S. cerevisiae,
Torulaspora delbrueckii, Z. bailii y Zygosaccharomyces
rouxii (1, 5). Otras especies contaminantes son Citeromy-
ces matritensis, Metschnikowia pulcherrima, Pichia jadinii,
Pichia subpelliculosa y Rhodotorula glutinis (3), mientras
gue Debaryomyces polymorphus es un habitante del sue-
lo (5). La mitad de estas especies fueron observadas en
las muestras analizadas.

Los mohos y levaduras forman parte de la microbiota
inicial de la cafia de azucar, se encuentran en las melazas
y pueden permanecer en el producto cristalizado, segun
el proceso empleado. El azucar refinado suele reconta-

minarse con los microorganismos suspendidos en el aire
o por las superficies en contacto (4).

El agua carbonatada fue envasada luego del proce-
samiento de bebidas azucaradas, y se interpreta que el
aerosol dejado en el ambiente por la actividad preceden-
te proporcion6 nutrientes suficientes como para permitir
la proliferacion de los mohos contaminates. Paecilomyces
fulvus es un contaminante que puede crecer con 60%
CO, y 0,5% O, mientras que Penicillium glabrum ha sido
aislado de bebidas carbonatadas. El suelo constituye el
reservorio de ambos (6).

Las pérdidas econémicas debidas al deterioro de los
jugos de frutas (naturales o concentrados) y de las bebi-
das que con ellos se preparan, se reducen mediante los
buenos procedimientos higiénicos durante la obtencion
de los jugos y el envasado de las bebidas, y mediante el
almacenamiento a baja temperatura (1).
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