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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo aislar e identificar
microorganismos causantes del deterioro de bebidas no carbonatadas a base
de fruta. Siendo estas bebidas, por sus caracteristicas, un medio ideal para el
desarrollo de microorganismos tales como bacterias, mohos o levaduras, se
utilizaron bebidas no carbonatadas a base de fruta que presentaban
alteraciones en sus propiedades organolépticas.

Para la identificacion de microorganismos se emplearon técnicas bioquimicas,
identificaciones morfolégicas y medios de cultivo. El estudio morfoldgico
consistio6 en una evaluacion macroscopica, microscopica y tubo germinativo.
Las pruebas bioquimicas consistieron en fermentacion de carbohidratos y como
medio de cultivo se utiliz6 agar nutritivo, agar Sabouraud, agar Papa y agar
MacConkey.

Las caracteristicas fenotipicas y las pruebas bioquimicas determinaron la
presencia de Saccharomyces cerevisiae y Torulopsis sp. en las bebidas.

Estas levaduras predominaron en condiciones de refrigeracion (7.2°C),
toleraron los procesos de pasteurizacion y adicibn de conservantes.
Encontrando en las bebida no carbonatadas a base de fruta condiciones
favorables para su crecimiento y proliferacion.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis, levaduras, bebidas no
carbonatadas a base de fruta



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to isolate and identify
microorganisms that cause the spoiled of non-carbonated beverages based on
fruit. These drinks are the ideal medium for the development of microorganisms
such as bacteria, molds or yeasts because it has the components that they
need. Non-carbonated beverages based on fruit that had alterations in their
organoleptic properties were used.

For the identification of microorganisms, biochemical techniques, morphological
identifications and growth medium were used. The morphological study
consisted of a macroscopic, microscopic evaluation and germinative tube. The
biochemical tests consisted of fermentation of carbohydrates and as a growth
medium, nutritive agar, Sabouraud agar, Potato Dextrose Agar and MacConkey
agar were used.

The phenotypic characteristics and the biochemical tests determined the
presence of Saccharomyces cerevisiae and Torulopsis sp.in the beverages.

These yeasts predominated under refrigeration conditions (7.2 ° C), tolerated
the pasteurization processes and the addition of preservatives, they found
favorable conditions for growth and proliferation in non-carbonated fruit-based
beverages.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis, yeast, non-carbonated fruit-
based beverages



INTRODUCCION

Las levaduras “nativas o naturales” debido a su diversidad fisiologica pueden
crecer en un amplio rango de habitats, poseen la habilidad de utilizar azicares
simples presentes en los sustratos desempefiando diferentes procesos
bioquimicos y ecolégicos. Las frutas representan un micro habitat importante
para las levaduras debido a que poseen una alta concentracion de azlcares
simples, bajo pH y la constante visita de insectos vectores (Rosi & Domizio,
1994).

Las bebidas no carbonatadas a base fruta contienen endulzantes naturales o
quimicos, acidulantes, colorantes, antioxidantes, estabilizadores de acidez y
conservantes; y se caracterizan por su bajo pH, baja actividad acuosa y
escasez de oxigeno (Sobrero et al., 2005). Estas caracteristicas reducen
minimamente el ataque bacteriano, pero sus componentes son propicios para
el desarrollos de levaduras y menor proporcion los mohos (Cabrera, 2015).

La presencia de estos microorganismos alteran las propiedades organolépticas
del producto, deteriorandolo y comprometiendo la salud publica, causando
pérdidas econdémicas y dafiando la imagen de la empresa productora.

Por esta razon la industria de alimentos y bebidas cuenta con un sistema de
gestién que garantiza la calidad e inocuidad alimentaria a través del andlisis y
control de peligros biolégicos, quimicos y fisicos (NACMCF, 1997) de esta
manera se cumplen las especificaciones nutricionales de los productos y el
mantenimiento de sus propiedades organolépticas a lo largo de toda su vida
atil.

El estudio de los diversos microorganismos presentes en los concentrados de
fruta es fundamental ya que de esta manera se garantiza estrategias de control
en la prevencion del deterioro de bebidas asi como la salud de sus
consumidores.

La presente investigacion tuvo como finalidad el aislamiento de
microorganismos Yy la identificacion bioquimica de levaduras nativas que
causan deterioro en bebidas no carbonatadas a base de fruta.



1.1 Planteamiento del problema

La contaminacion por microorganismos en bebidas no carbonatadas a base de
fruta es un problema que los productores de estas bebidas deben enfrentar
puntualmente en las diferentes etapas de su produccion.

Los microorganismos causan el deterioro de estas bebidas alterando de
diferente manera sus propiedades organolépticas; por ejemplo bacterias como
Alicyclobacillus spp. confieren un sabor “a medicina” asociado a la formacion
en el zumo de compuestos utilizados con finalidad antiséptica. (Fernandez,
2016), la presencia de estos microorganismos esta relacionada con la
microbiota en particular que representan estas bebidas, es asi como especies
tales como Penicillium expansum, P. griseofulvum, P. citrinum, Aspergillus
terreus y A. flavus fueron aislados en jugos de naranja (Alemandri et al., 2005).
También en jugos concentrados de naranja y mandarina fueron encontrados
mohos xerofilos, mohos que toleran bajas concentraciones de oxigeno, mohos
que metabolizan conservantes y hongos productores de toxinas, incluso
Neosartorya fischeri, que se caracteriza por su termorresistencia. (Sobrero et
al., 2005) (Anexo N°12 y 13).

De acuerdo a las caracteristicas propias del producto y de un microorganismo
en particular se podrian dar condiciones favorables para su desarrollo y
proliferacion. El deterioro que ocasionan a nivel industrial representa una gran
pérdida econdmica para la empresa productora de estas bebidas, también se
ven afectados los distribuidores y finalmente el consumidor poniendo en riesgo
su salud.

1.2 Justificacion de la investigacion

Las bebidas no carbonatadas a base de fruta son altamente susceptibles al
deterioro por diversos microorganismos. Y este deterioro no siempre resulta
evidente mediante una evaluacion sensorial ya que la bebida podria o no
presentar algun sedimento, formacion de gas, cambio de color, olor o sabor. Es
por ello que la identificacion de estos microorganismos conllevaria a lo
siguiente:

Mejora en los puntos criticos de control y establecer buenas practicas de
limpieza e higiene en la industria productora. Esta evaluacion contribuiria en la
mejora de tecnologias de procesamiento y la evaluacion de calidad del
producto. (Deédk, 2007).

Evaluar el potencial deterioro que ocasionara el microorganismo, relacionando
sus propiedades fisiolégicas con los atributos que le suministra la bebida no



carbonatada a base de fruta, tal como el contenido nutricional, sus
carbohidratos, su actividad acuosa (aw) y su bajo pH (Ray & Bhunia, 2008).

Caracterizar alguna levadura con potencial biotecnolégico que seria de gran

interés para las industrias por las diversas aplicaciones biotecnolégicas que
implicarian. (Guaman & Carvajal, 2009).

1.30bjetivo general
Aislar microorganismos e identificar bioquimicamente levaduras nativas que

causan deterioro en bebidas no carbonatadas a base de fruta.

1.40bjetivos especificos

» Aislar microorganismos en medio selectivo
» Identificar bioquimicamente a los microorganismos aislados

» Determinar los parametros fisicos y quimicos de los microorganismos



MARCO TEORICO

2.1 Bebidas no Carbonatadas (refrescos/néctares)

Los néctares son bebidas naturales preparados a partir principalmente de pulpa
de fruta, natural o concentrada, sanas y maduras. Son elaboradas a partir de
agua potable, azucar o edulcorantes, saborizantes y colorantes naturales o
artificiales. Estas bebidas no son alcohélicas y no contienen diéxido de carbono
disuelto.

Esta bebida de fruta es un producto no pulposo o pulposo sin fermentar, pero
fermentable, destinado al consumo directo, en algunos casos se agrega acidos
organicos, como el &cido citrico y un espesante. (Livia, 1999) con o sin la
adicion de sustancias preservantes, vitaminas y otros aditivos alimentarios
permitidos.

La adicion de acidos preservantes y estabilizadores esta permitida cuando el
contenido de jugo de fruta en el producto final no sea inferior al 5 %. (De
Néctares & Carbonatadas, 2003).

Los jugos de frutas usados en la preparacién de bebidas sin alcohol son acidos
(pH entre 3 y 4) y tienen un contenido de azlcares de hasta 15° Brix. (Ancasi,
2006)

2.2 Fermentacion Alcoholica

La fermentacion alcohdlica es la caracteristica mas llamativa de un gran
numero de levaduras; solo unos pocos azUcares, hexosas o polisacaridos,
pueden ser fermentados por ellas (Déak, 2007). EI mecanismo comun para el
metabolismo de carbohidratos por parte de los microrganismos es la
conversion de glucosa-6-fosfato a piruvato. Bajo condiciones aerobicas, el
piruvato es oxidado por el ciclo del acido tricarboxilico y la respiracion. Bajo
condiciones anaerbbicas, el piruvato es fermentado para formar etanol vy
diéxido de carbono (Déak y Beuchat, 1993). Existen especies de levaduras, S.
cerevisiae por ejemplo, que son capaces de respirar y fermentar (Katz, 2012;
Lagos, 2017). Levaduras como Saccharomyces cerevisiae son mas resistentes
al etanol, la fermentacion procede hasta el agotamiento de los azlcares o
hasta que algun componente esencial para el crecimiento se agote o hasta que
aparezca el efecto inhibidor de los metabolitos producidos durante la
fermentacion.

Las levaduras no-Saccharomyces durante la fermentacion natural convierten
los azlcares en etanol, diéxido de carbono y en un sin nUmero de comp uestos
volatiles y no volatiles.



Los azucares fermentables son la fuente de energia mas importante en el
metabolismo de levaduras. Saccharomycodes ludwigii al igual que las demas
levaduras utiliza vias metabdlicas comunes para la degradacioén de azucares.
Los azUcares para ser utilizados deben ser transportados hacia el interior de la
célula mediante mecanismos de transporte especificos. La velocidad de
utilizacion de azucares esta influenciada por la concentracion y el tipo de
azucar, la concentracion de oxigeno disuelto en el medio, la temperatura de
fermentacion y el pH, entre otros factores.

Una vez dentro de la célula, el azucar es fosforilado y asi entra a la via de la
glucdlisis, la cual termina en la formacidon de piruvato, proceso llevado a cabo
en el citosol. Luego, el piruvato formado puede ser incorporado, bien al
metabolismo respiratorio o al fermentativo, dependiendo de la concentracion de
azucar (glucosa) y oxigeno disuelto en el medio. (Estela et al., 2011)

2.3 Aditivos alimentarios

Son sustancias 0 mezclas de sustancias de origen natural o artificial que
normalmente no se consumen como alimento ni se usan como ingredientes
caracteristicos del alimento, pueden tener o no valor nutritivo y cuya adicion
intencional al alimento tiene un fin tecnoldgico, incluso organoléptico en la
fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaguetado,
transporte o conservacion de ese alimento. (Bautista, 2013). Segun el Codex
alimentarius, el concepto de aditivo se refiere a cualquier sustancia que,
independientemente de su valor nutricional, se afiade intencionadamente a un
alimento con fines tecnolégicos en cantidades controladas. Para que una
sustancia sea admitida como aditivo debe estar bien caracterizada
guimicamente y debe superar los controles toxicolégicos establecidos por parte
de los correspondientes organismos sanitarios. Son varios los organismos con
competencias en materia de aditivos alimentarios. Asi, la Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), en colaboracién con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), cre6 un conjunto de comités que evaltan diversos
aspectos de los aditivos. (Ibafez & Irigoyen, 2003).

> Conservante

Son sustancias que prolongan la vida Util de los alimentos y bebidas
protegiéndolos frente al deterioro causado por microorganismos. Previenen
retardan o limitan la proliferacion de microorganismos (bacterias, levaduras,
hongos y mohos), presentes en los alimentos o con los que estos pueden
contaminarse. La presencia de conservadores puede ser necesaria para
garantizar el mantenimiento de la calidad (propiedades organolépticas y valor
nutritivo) y de la seguridad higiénico—sanitaria de los productos elaborados.



Son por lo tanto, motivos de tipo sanitario y econémico los que justifican su
uso. (Bautista, 2013)

Los conservadores se adicionan con el propdsito de controlar el crecimiento de
microorganismos (bacterias y hongos), y pueden ser quimicos o naturales
(bioconservadores). Entre los conservadores quimicos se encuentran el
benzoato de sodio, el &cido sorbico, sulfitos, nitritos, nitratos, perdxido de
hidrégeno y cloruro de sodio. (Barboza et al., 2004)

> Sorbato de Potasio

Los sorbatos se utilizan muy ampliamente, en particular para la proteccion
contra mohos, retarda el crecimiento de hongos y bacterias. EI pH debe ser
inferior a 6.5 (aumenta la efectividad a medida que el pH disminuye). La
toxicidad de los sorbatos es baja, porque se metaboliza con el resto de acidos
grasos Yy la ventaja es que no proporciona olores ni sabores extrafios a los
alimentos. (Bautista, 2013).

> Benzoato de Sodio

El benzoato de sodio como aditivo alimentario es usado como conservante,
matando eficientemente a la mayoria de levaduras, bacterias y hongos. El
benzoato sodico so6lo es efectivo en condiciones acidas (pH<3,6). (Bautista,
2013)

» Acido citrico

El &cido citrico se utiliza principalmente en la industria alimentaria debido a su
agradable sabor acido un su alta solubilidad en agua. El uso de compuestos
acidulantes en la conservacién y mejora de propiedades organolépticas en
alimentos es extenso, en particular, los acidos que contienen uno o mas
carboxilos son aditivos alimentarios importantes. En bebidas proporciona
acidez y complementa los sabores de las frutas y bayas. Aumenta la eficacia
de los conservantes antimicrobianos. Se utiliza en el ajuste del pH para
proporcionar una acidez uniforme.

El principal uso es la acidificacion y control del pH en el producto final. Un pH
bajo, retarda el crecimiento de microorganismos indeseables (principalmente
bacterias) y aumenta la efectividad de conservadores como benzoatos y
sorbatos. Asimismo, reduce la necesidad de tratamientos térmicos drasticos
durante la esterilizacion de frutas (Mufioz, etal., 2014).



2.4 Coloracién diferencial de Gram

La tincion diferencial de Gram, en el caso de levaduras se utiliza para poder
referirse a la morfologia celular e identificar la presencia de posibles
contaminaciones con otros microorganismos. Esta compuesto por la solucion
de cristal violeta, solucion de yodo (lugol), decoloracion con etanol-acetona y el
colorante de fondo Safranina 1%. (Kurtzman & Boekhout, 2011)

2.5 Test De Fermentacion De Azucares

Se determina la capacidad de asimilacion y fermentacion de la levadura frente
a los siguientes azucares: glucosa, galactosa, maltosa, sacarosa, lactosa. Para
ello se utiliza utilizando un medio base de fermentacion compuesto por 0.45%
extracto de levadura, 0.75% peptona de carne (Kurtzman & Boekhout, 2011)
conteniendo diferentes azUcares galactosa, glucosa, maltosa, lactosa y
sacarosa al 1%, y utlizando como indicador del medio, purpura de
bromocresol. Una fermentacion positiva por formacion de acido estara indicada
por viraje del indicador del parpura al amarillo.

En caso de que se produzca gas, éste se acumulara en el tubo de Durham.
Segun la produccion de gas la fermentacion del azlicar se clasifica en fuerte, si
en los tres primeros dias se llena la campana; trabajo débil, si la campana esta
parcialmente llena; trabajo muy débil si solo presenta una burbuja; lenta, si la
fermentacion se produce pero despacio y por ultimo ausente. (Kurtzman &
Boekhout, 2011)

2.6 PruebaDel Tubo Germinativo

El tubo germinal es una extension filamentosa de la levadura, sin
estrechamiento en su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula
progenitora y su longitud tres o cuatro veces mayor que la célula madre.
(Kurtzman & Boekhout, 2011)

2.7 Agar Papa Dextrosa

Es un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras, la infusién de papa
promueve un crecimiento abundante de los hongos y levaduras Permite la
observacion de las levaduras a diferentes temperaturas. (Kurtzman &
Boekhout, 2011)



2.8 Agar Sabouraud Dextrosa

Se utiliza para el aislamiento y el cultivo de hongos (levaduras, mohos y
dermatofitos). Se para la identificacion y mantenimiento de la mayoria de los
hongos patdgenos. Para mejorar la inhibicién bacteriana se puede adicionar
cloramfenicol 0,5 g/L. (Kurtzman & Boekhout, 2011)



ANTECEDENTES

(Orbera, 2004) Menciona que la apariciébn de contaminaciones en alimentos y
bebidas por levaduras, se debe al uso de tecnologias modernas de elaboracién
donde utilizan condiciones de procesamiento menos exigentes para mantener
el sabor, olor y color naturales, con el propdsito de consumir productos cada
vez mas sanos, existe una tendencia a reducir el uso de preservantes y a la
produccién de alimentos bajos en calorias, en los cuales no existen elevadas
concentraciones de solutos, que reducen la actividad acuosa (aw) lo que le
confiere un el efecto preservante, por lo que se favorece la aparicion de
levaduras contaminantes en siropes, concentrados de frutas y vegetales.

(Davidson et al., 2005) Mencionaron que la exposicion de Saccharomyces
cerevisiae en acido soérbico causa una fuerte induccién de dos proteinas de
membrana plasmatica, una de ellas encargada de trasportar el cassette de
union ATP (adenosin trifosfato), que es esencial para su adaptacion y para que
crezca bajo condiciones bajas de acidez, confiriéndole resistencia a la acidez
mediante una dependencia energética de agua soluble en iones carboxilos.

(Hidalgo, 2007) Expone que en el Peru existe un Reglamento sobre Vigilancia y
Control Sanita - rio de Alimentos y Bebidas, aprobado por Decreto Supremo
007-98- SA. Y mas recientemente contamos con el proyecto Norma Sanitaria
sobre el Procedimiento para la Aplicacion del Sistema HACCP en la
Fabricacién de Alimentos y Bebidas (prepublicado con Resolucion Ministerial
482-2005/Minsa el 29 de junio del 2005).

(Calderdn, 2009) Menciond que en una evaluacion de la calidad microbiolégica
y fisicoquimica de refrescos no carbonatados listos para beber comercializados
en el area metropolitana de San Salvador, recolectaron 102 muestras para
andlisis de tipo fisicoquimico y recuento de microorganismos mesofilos
aerobios, recuento de mohos y levaduras e identificacion de Escherichia coli.
Segun los resultados de los analisis, en el 22,5% de los casos estuvieron
presentes los microorganismos mesofilos aerobios y sobrepasaron los limites
establecidos.

(Lopez et al., 2009) Recolectaron diversas bebidas preparadas (fresa, guayaba,
horchata, Jamaica, limén, mango, melén, naranja, papaya, sandia, tamarindo y
pifia) para evaluar las condiciones higiénico-sanitarias. Analizaron que para el
caso de los hongos y levaduras eran las instalaciones y utensilios de
preparacion los posibles reservorios, que al contacto con la fruta la contaminan.
Los hongos y levaduras fueron los microorganismos que mas se presentaron



en la mayoria de las muestras analizadas con 57. 6%, seguidas de las
bacterias coliformes con un 51.52%, y por ultimo con un 24.25% los mesofilos

(Fleet, 2011) Indic6 que el deterioro por levaduras en los alimentos ocurre
donde la competencia en el crecimiento bacteriano es retardado o impedido por
su pH bajo, alto contenido de azucar, productos conservados con acidos
débiles y productos congelados (condiciones de procesamiento y
almacenamiento). Lo que ocasiona la susceptibilidad al deterioro por levaduras
de fermentacidon es la concentracién de azucar de hasta 10%, pH entre 3.0 —
3.5 y condiciones relativamente libres de oxigeno en la bebida no carbonata.
Finalmente un fracaso en la asepsia y control durante el proceso de produccién
conduce a la contaminacion y el deterioro por levaduras que son generalmente
resistentes a los conservantes afadidos.

(Smitet al., 2011) Mencionaron que los productos acidos por su bajo pH actian
como medida de control natural contra el deterioro de la mayoria de las
bacterias. Sin embargo, bebidas a base del zumo de fruta son susceptibles al
deterioro por levaduras, micelios de hongos y bacterias &cido lacticas,
convirtiendose asi en una amenaza creciente para la industria de bebidas a
base de frutas. Causando la descomposicion del producto, lo que conlleva a
pérdidas financieras y la pérdida de los consumidores. Por lo tanto, el
conocimiento de las condiciones de almacenamiento, la temperatura, las
condiciones favorables para el crecimiento de estos microorganismos son
necesarios.

(Wallis, 2013) Observo en estudios con Saccharomyces cerevisiae, que la
trehalosa era un compuesto importante para la supervivencia de las células
cuando se expone al estrés osmdtico severo. Las tasas de mortalidad fueron
mas bajas en las células que contenian mas trehalosa intracelular. La trehalosa
también puede estar relacionada con la resistencia al estrés térmico, ya que se
encontraron grandes cantidades de trehalosa en células de S. cerevisiae que
fueron sometidas a choque térmico, pero los suministros de trehalosa
rapidamente desaparecieron cuando las células fueron devueltas a temperatura
ambiente.

(Rendueles & Diaz 2014) Describen la utilizacion de diversos microorganismos
en distintos productos de base biolégica con interés comercial. Levaduras del
género Saccharomyces son utilizadas en la fermentacién alcohdlica de
diversos sustratos, en la produccion de proteina unicelular. También mohos y
hongos superiores en diversos procesos, setas en purines o compost sintético.
Las enzimas, como las lipasas (obtenidas principalmente de hongos vy
levaduras) se usan en detergentes, alimentacion, biodiesel.



(Baldarrago & Delgado, 2015) En su estudio de mercado sobre las bebidas no
carbonatadas a base de fruta, proporcionaron las estadisticas de produccién de
jugos, néctares y bebidas de fruta en la cual muestran un constante crecimiento
desde el afio 2005 hasta el 2012. Este crecimiento sostenido pone en evidencia
un mayor consumo de los productos que tienen como materia prima las
diversas frutas existentes en el mercado peruano

(Burbano, 2015) Condiciona un medio de cultivo, el cual lo acidifica a un pH de
3,5, en el cual evidencia la supervivencia de los hongos y levaduras pero una
eliminacién de la mayoria de las bacterias. Finalmente, las condiciones de
aerobiosis y la incubacién a una temperatura de 25 + 1 °C, da como resultado
el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de microorganismos.

(Alvarez, 2016) Hace referencia a los factores que afectan el proceso, la
pasteurizacién suele modificar de manera positiva 0 negativa muchos alimentos.
Las bebidas son pasteurizadas a temperaturas bajas al igual que su pH el cual
no debe sobreponerse a valores de 4 a 5, esto se debe a que si el pH es
elevado permitird el crecimiento de bacterias. Es asi como la temperatura
influye en los tipos de microorganismos que se desarrollan y los tipos de
descomposicién que tendra el producto.

(Tarifa, 2017) Describe a las bacterias lacticas, mohos y levaduras como parte
de la microbiota de las bebidas a base de fruta y siendo las bacterias lacticas
las responsables del deterioro primario de jugos de frutas, sin embargo su
namero se reduce considerablemente después de los procesos de
pasteurizacion, concentracion y refrigeracion. Por otro lado, los mohos y las
levaduras toleran mejor estas condiciones ademas de tolerar altas presiones
osmoticas, bajo pH y crecer a temperaturas de refrigeracion; transformandolas
en las principales responsables del deterioro del producto ya procesado.



HIPOTESIS

Si las propiedades organolépticas de las bebidas no carbonatadas a base de
frutas se ven alteradas entonces podria estar relacionado a una contaminacion
por bacterias, hongos o levaduras.

MATERIALES Y METODOS

5.1Lugar de ejecucion

Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas.
Universidad Ricardo Palma

5.2Tipo y disefio de investigacion

Investigacion béasica
No experimental, descriptivo - observacional

5.3Variables

dentificacion de levaduras presentes en las bebidas no
carbonatadas a base de fruta.

Caracteristicas de las levaduras y bebidas no carbonatadas a base
de fruta.



5.4 Operacionalizacion de las variables

VARIABLE TIPO DE ESCALA DE
VARIABLE | MEDIcION | NDICADORES
Aditivos o _ - Antioxidantes
. _ Cualitativa Nominal - Reguladores
alimentarios de acidez
- Conservantes
Morfologia - Forma
. Cualitativa Nominal . =~
macroscopica E%T;?no
Morfologia I | _ Forma
Cualitativa Nomina . =
microscopica j -lC-:?)rlrtl)?nO
pH Cuantitativa Ordinal - Acido
- Basico
Tubo Cualitati Nominal - Positivo
ualitativa omina .
germinativo - Negativo
Crecimiento a o _ - Positivo
370 C Cualitativa Nominal - Negativo
Fermentacion
Glucosa
Fermentacion
Fermentacion Cualitat Nominal Maltosa
ualitativa omina .,
de azlcares Fermentacion
Lactosa
Fermentacion
Galactosa

5.5Muestreo

Las muestras fueron proporcionadas por la Empresa Selva Industrial
que durante la etapa de almacenamiento de sus productos
evidenciaron alteraciones (hinchazdn) en las botellas de sus bebidas
antes de cumplir su fecha de caducidad. Estas bebidas (Anexo -
Figura N°1) fueron separadas de sus respectivos lotes y trasladas al
laboratorio de Laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas. Universidad Ricardo Palma, donde se
almacenaron para su posterior analisis.



5.6 Procedimientos y andlisis de datos

» Obtencion y almacenamiento del material bioldgico

Las bebidas no carbonatadas a base de fruta, se obtuvieron de lotes
eventuales producidos por la empresa Selva Industrial. La composicion de las
bebidas fue detallada antes de su procesamiento (Tabla N°2.). Luego fueron
almacenadas en el laboratorio de microbiologia a temperatura ambiente y
refrigerados (4°C) una vez abiertos.

> Procesamiento de muestras

Las muestras fueron procesadas desde inicios de Agosto del 2016. Se
describio el estado de los envases que contenian las bebidas no carbonatas a
base de fruta, los cuales estaban sellados e hinchados (Anexo - Figura N°2).
Cuando fueron abiertos se desprendid el CO, generado, producto de la
fermentacion (Anexo - Figura N°3). También se observd en la base de la
botellas un precipitado (Anexo - Figura N°4)

Se utilizaron 100mL de agar MacConkey marca Merck, 400mL de agar
nutritivo marca Merck, 400mL agar Sabouraud marca Merck y 400mL agar
papa dextrosa, los cuales fueron autoclavados y posteriormente servidos en
placas Petri estériles y una vez enfriados se almacenaron en una estufa entre
30 - 37 °C por 24 horas.

Luego de las 24 horas y sin presencia de contaminacion en las placas, se
procedio a rotular las placas de acuerdo a la muestra que fue sembrada (D =
Durazno, MG = Mango, CR = Cranberry y CH = Chicha Morada).

El area de trabajo fue esterilizada con alcohol 70% y minutos después se
encendi6 el mechero Meker-Fisher. Las bebidas de durazno, mango, cranberry
y chicha morada fueron homogenizadas. Una vez abierta la bebida, con un
hisopo estéril, se tomd una pequefia porcion de muestra y fue sembrado en
cada una de las diferentes placas. Se repiti6 este proceso con cada una de las
bebidas.

Previamente a la incubacion, las placas fueron agrupadas y selladas con cinta
adhesiva a los lados para evitar alguna posible contaminacién. Finalmente se
llevé a la estufa entre 30 - 37 °C por un periodo de 48 a 72 horas.



» Determinacion de pH

Se utiliz6 un pHmetro para medir el pH en cada una de las bebidas. Se coloco
10 mL de cada una de las muestras en un vaso de precipitado, se introdujo el
pHmetro y se realiz6 la medicion de pH.

» Caracterizacion morfologica de levaduras

Para caracterizar las colonias de levaduras, se observaron en medio sélido. A
las 48 horas de evidencid crecimiento en el agar nutritivo, Sabouraud y agar
papa. En el agar MacConkey, no se evidencio crecimiento.

Se observaron las colonias en todas las placas de acuerdo a la bebida a la que
pertenecian y se detallaron las caracteristicas de las colonias tomando en
cuenta la forma, tamafio y color. (Anexo - Figura N°5 y N°6)

De estas colonias se tomé una muestra de cada bebida y se realiz6 una
coloraciéon simple con Cristal violeta vy la tincién Diferencial de Gram para
observar su morfologia microscépica. (Anexo - Figura N°7 y 9)

Adicionalmente se realiz6 la prueba de prueba de tubo germinativo (Anexo -
Figura N°11)

» Aislamiento de levaduras
Las colonias seleccionadas fueron sembradas por estrias en agar Sabouroud y
luego incubadas a una temperatura entre 30 - 37 °C por un periodo de 48 a 72
horas. (Anexo - Figura N°8)

» Conservacion de cepas aisladas
Finalmente una vez terminada la incubacion de las colonias aisladas, estas
placas fueron refrigeradas hasta su posterior identificacién bioquimica.

» ldentificacién bioquimica de levaduras nativas
La identificacion bioguimica (Tabla N°4) fue realizada por FSCertificaciones, Jr.
Monterrey 221 Of. 228 - Santiago de Surco, Lima - Perl. Esta identificacion

consistio en realizar pruebas bioquimicos a cada cepa con el objetivo de
determinar las caracteristicas fenotipicas de cada microorganismo presente en



la bebida. Posteriormente se procedié a comparar el fenotipo encontrado con
claves taxondémicas y software para identificar la especie. (Anexo - Figura
N°10)

Pruebas bioguimicas diferenciales fueron:

- Fermentacion Glucosa - Fermentacién Lactosa
-  Fermentacién Maltosa - Fermentacion Galactosa

» Tolerancia a preservantes

Se procedido a sembrar las cepas en el medio PRY (Preservative Resistant
Yeast Medium) a fin de evaluar si presentaban tolerancia a persevantes. El
PRY esta compuesto por Manitol (10 g), extracto levadura (10 g), acido acético
glacial (10 mL), agar (15 g) y agua destilada (1 L).

> Andlisis de datos

Para el andlisis de datos se elaboraron tablas descriptivas, indicando la
composicion y caracteristicas de las bebidas, caracteristicas morfoldgicas
macro y microscopicas de las levaduras. Y tablas comparativas entre la
levadura encontrada y la bebida de procedencia.



RESULTADOS

Las especies de levadura identificadas fueron Saccharomyces cerevisiae para
las bebidas sabor durazno, mango y chicha morada y Torulopsis sp. Esta
identificacion consisti6 en un andlisis morfologico y fisiolégico del
microorganismo que contamind las bebidas.

Se realiz6 un analisis sensorial a cada sabor de bebida y se detallaron sus
caracteristicas, las cuales incluyé su fecha de caducidad, turbidez que
correspondia con la presencia o ausencia de precipitado, la presencia de CO»,
olor (Tabla N°1). Asimismo se determin0 el pH de cada una de ellas. Todas
estas caracteristicas resultaron ser un indicador de alteracion de sus
propiedades organolépticas.

Tabla N°1. Caracteristicas en las bebidas no carbonatadas alteradas por
levaduras

CHICHA
BEBIDA DURAZNO MANGO CRANBERRY MORADA
FECHA DE
P AN D 30/0ct2016  01/Ene/2017 | 30/Ago/2016 | 19/Novi2016
EL ENVASE
Presencia Presencia de
TURBIDEZ de Clara hitad Clara
precipitado precipitado
COs Presencia Presencia Presencia Presencia
OLOR Frutal Frutal Frutal Frutal
fermentado @ fermentado fermentado fermentado
pH 4.2 3,3 2.4 4,2
CRECIMIENTO . . . .
A 37°C Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento Crecimiento
GER-II\-/ILIJNB A?TIVO Negativo Negativo Negativo Negativo

Los diversos conservantes, tales como el benzoato de sodio, sorbato de
potasio y &cido sorbico confieren proteccion contra una variedad de
microorganismos, las cepas que se lograron aislar fueron sometidas a un
ensayo de tolerancia a preservantes utilizando como medio PRY (Preservative
Resistant Yeast Medium), el cual resulto negativo, no presentd crecimiento.

La presencia de estos conservantes y composicion de cada sabor de bebida se
encuentra detallada en la Tabla N°2



Tabla N°2. Componentes de las bebidas

BEBIDA

SABOR

AGUA

AZUCAR

COLORANTES

ANTIOXIDANTES Y Eg'?zlgﬁ’_/lo\ZI\ALEfES
REGULADORES DE v
EMULSIONANTES

CONSERVANTES

ACIDEZ

DURAZNO

Concentrado de
Durazno

Sabor durazno

Emulsién de
durazno

Agua

Azlcar

Edulcorante
(E-951)

Betacaroteno

Enturbiante
(E-171)

Estabilizante
(E-466)

Goma Xantan

Acido citrico

Vitamina C

Benzoato de
sodio (E-211)

Sorbato de
potasio
(E-202)

MANGO

Pulpa de
Mango

Sabor idéntico
al natural

Agua filtrada

AzUcar
Stevia

Betacaroteno

Goma Xantan

Acido citrico

Eritorbato de
sodio

Citrato de sodio
(E-331)

Benzoato de
sodio (E-211)

Sorbato de
potasio
(E-202)

CRANBERRY

Jugo
concentrado de
Arandano

Agua tratada

Azlcar

Vitamina C

Benzoato de
sodio (E-211)

Sorbato de
potasio (E-202)

CHICHA MORADA

Pifia, membirillo,

manzana, maiz

morado, canelay
clavo de olor

Agua tratada

AzUlcar

CMC
(SIN-466)

Acido citrico
(SIN-330)

Acido sorbico
(SIN-200)



Se realiz6 una tincibn Gram para determinan la morfologia microscépica de
cada muestra, donde los microorganismos resultaron ser Gram positivo y
células con forma ovaladas para las bebidas de durazno, mango y chica
morada, mientras que la muestra obtenida de la bebida de cranberry presento
células alargadas con bordes curvos.

El crecimiento de S. cerevisiae en el cultivo fue de 24 horas, mientras que el
crecimiento de Torulopsis sp. en el cultivo fue de 48 a 72 horas.

En el medio de cultivo (agar nutritivo, agar Sabouraud y agar Papa) se
evidenciaron colonias redondeadas, convexas, cremosas blanquecinas. Existio
una diferencia en el tamafio de las colonias, siendo las colonias de Torulopsis
sp. mas pequefas que las de Saccharomyces. (Tabla N°3).

Tabla N°3. Caracteristicas morfolégicas de las muestras en medio sélido
y tincion Gram.

MUESTRA DE 1 4 MORFOLOGIA
LEVADURAS MORFOLOGIA MACROSCOPICA MICROSCOPICA

Colonias de forma esférica, ovalada,
DURAZNO alargada y convexa. Aspecto cremoso de Células ovalgdas, Gram
color blanquecino, lechoso. positivo
Aproximadamente de 3 mm de didmetro.
Colonias de forma esférica, ovalada,
MANGO alargada y convexa. Aspecto cremoso de Células oval_a_das, Gram
color blanquecino, lechoso. positivo
Aproximadamente de 3 mm de diametro.
Colonias de forma esférica, ovalada y
CRANBERRY convexa. Aspecto cremoso de color
blanquecino, lechoso.

Células alargadas con
bordes curvos, Gram

Aprox. de 1 mm de diametro. positivo
Colonias de forma esférica, ovalada,
CHICHA alargada y convexa. Aspecto cremoso de Células ovaladas, Gram
MORADA color blanquecino, lechoso. positivo

Aproximadamente de 3 mm de diametro.

Las pruebas bioquimicas consistieron en la capacidad del microorganismo en
fermentar los siguientes carbohidratos: glucosa, maltosa, lactosa y galactosa.
Todos los microorganismos provenientes de cada una de las bebidas
fermentaron la glucosa, los microorganismos procedentes de las bebidas de
durazno, mango y chicha morada fermentaron la maltosa y galactosa y ninguno
de ellos fermento la lactosa. Tabla N°4



Tabla N°4. Pruebas bioquimicas en las bebidas no carbonatas de
durazno, mango, cranberry y chicha morada.

EBIDA CHICHA
PRUEBA DURAZNO MANGO CRANBERRY MORADA

FERMENTACION

GLUCOSA Positivo Posito Posiive Postive
FEF:/IMAEL'\T'TOAS%ON Positivo Positivo Negativo Positivo
FEFT_'\,QI(E:[\IrTOAS(,:AI ON Negativo Negativo Negativo Negativo
“oALacTos | POt | Posite | Negaiio | Posito

Finalmente, el aislamiento y mediante la caracterizacion morfolégica y
bioguimica, se logré identificar las levaduras causantes del deterioro de
bebidas no carbonatadas de sabor durazno, mango, cranberry y chicha
morada. Las especies de levadura identificadas fueron Saccharomyces
cerevisiae para las bebidas sabor durazno, mango y chicha morada y
Torulopsis sp. para la bebida de cranberry (Tabla N°5).

Tabla N°5. Identificacion de muestras de levaduras de cada bebida

MUESTRA ESPECIE IDENTIFICADA

DURAZNO Saccharomyces cerevisiae

MANGO Saccharomyces cerevisiae
CRANBERRY Torulopsis sp

CHICHA MORADA Saccharomyces cerevisiae



DISCUSION

Los estudios realizados por Lopez et al. (2009) identificaron una variedad de
especies en bebidas de chicha de maiz, pifia y arracacha, las mas
representativas fueron: Candida tropicalis, Pichia kluyveri, Pichia guilliermondii,
Hanseniapora guilliermondii, Pichia fermentans, Saccharomyces cerevisiae,
Candida maltosa, Rhodotorula glutinis, Torulaspora del brueckii, Hanseniaspora
uvarum, Kazachstania exigua, Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lypolitica,
Candida parapsilosis, Debaromyces hansenii, Cryptococcus arboriformis,
Saccharomyces martiniae, Dekkera anomala, Aureobasidium pullulans y
Candida pseudo intermedia. En este estudio se identificaron dos especies de
levaduras, Saccharomyces cerevisiae en las bebidas no carbonatadas sabor
durazno, mango y chica morada y Torulopsis sp. en la bebida no carbonatada
de cranberry.

En la investigacion realizada por Huaman (2010) menciona la algunas cepas de
Saccharomyces segregan en el medio compuestos proteicos conocidas como
toxinas killer, las cuales representan uno de los mecanismos de antagonismo
entre levaduras en fermentaciones espontaneas. Con lo cual la evidencia en
este estudio la presencia de un solo tipo de levadura en la contaminancion de
bebidas no carbonatadas a base de fruta. Asimismo debido a la abundante
formacion de alcohol y la falta de oxigeno, las especies de levaduras aerobias
van deteniendo su desarrollo, muriendo gran parte de ellas. De esta manera
frente a condiciones anaerobias prevalece un solo tipo de levadura. (Carretero,
2011).

Las levaduras son los microorganismos representativos de la fermentacién
natural y espontanea. Durante toda la fermentacion, se ha comprobado que
practicamente existe solo un tipo de levadura que domina el proceso
fermentativo, y aunque se han aislado otros tipos, su presencia no influye en la
misma proporcion. (procesoliva, 2016). Las bebidas analizadas ya presentaban
alteraciones en sus propiedades organolépticas que indicaban la posible
contaminacion por microorganismos, la produccion de CO; fue un indicio de
presencia de levaduras fermentativas.

Las bebidas no carbonatadas a base de frutas presentan caracteristicas que no
suelen ser aptas para el desarrollo de microorganismos, por ejemplo baja
actividad acuosa, pH acido, escasez de oxigeno, procesos de pasteurizacion y
preservacién. Todas estas cualidades logran disminuir la carga bacteriana
(Sobrero et al., 2005). Sin embargo, la microbiota mas probable de encontrar
en estas condiciones esta constituida por mohos y levaduras porque toleran un
pH relativamente bajo y una alta presién osmotica, ademas el contenido de
azucares es beneficioso para su crecimiento (Ancasi et al., 2006). Estos



estudios concuerdan con los resultados encontrados ya que no se evidencio la
presencia de bacterias y las levaduras prevalecieron por las condiciones del
medio.

El tiempo de crecimiento en los diferentes medios de cultivo se basa en el tipo
de metabolismo que poseen las levaduras. Siendo especies como Torulopsis
sp. poseen metabolismo oxidativo (procesoliva, 2016) es asi como su
crecimiento fue de 48 a 72 horas del cultivo de la bebida de cranberry ya que la
falta de disponibilidad de oxigeno pudo haber afectado su velocidad de
crecimiento. En cambio la levadura Saccharomyces cerevisiae posee un
metabolismo oxidativo y fermentativo; es asi como expuestas a las mismas
condiciones de incubacion, ésta solo requiri6 24 horas para su desarrollo y
proliferacion.

El aumento en la presién interna de las botellas fue un indicador puntual de la
presencia de levaduras tal como lo indican Davidson et al., (2005) la mayoria
de levaduras son fermentadoras causando La formacién de etanol y CO,
provocando la ruptura y explosion de sus envases.

Algunas levaduras alteran el ambiente en que se encuentran cambiando el pH
o degradando los conservantes acidos. Otras, como Saccharomyces cerevisiae
y Z. bailii, se adaptann y pueden crecer hasta pH 2,8 ya que poseeen un
sistema enzimatico que produce solutos compatibles. S. cerevisiae es capaz
de fermentar sacarosa y puede emplear el acido benzoico y sérbico como
fuente de carbono. (Ancasi et al., 2006).

Entre los conservantes presentes en la bebidas no carbonatadas a base fruta
de este estudio se encontraban el acido soOrbico que fue utilizado como
conservante en la bebida chicha morada, sorbatos y benzoatos en las bebidas
de durazno, mango y cranberry. Ademas de que las bebidas no carbonatas a
base de frutas son un medio vulnerable al deterioro por levaduras, estas
presentan resistencia a sorbatos y a la pasteurizacion; Cabrera, (2015)
menciona que el efecto de los sorbatos disminuye cuando la célula se ha
adaptado al sobarto en un medio con glucosa o sucrosa). No obstante, la
ausencia de bacterias competidoras y su rapido crecimiento anaerdbico
favorecen la prevalencia de levaduras termoresistentes, psicotroficas y
osmotolerantes (Dedk & Beuchat, 1993), siendo estas la flora predominante
frente a los hongos. . La prevalencia de S. cerevisiae en las bebidas de
durazno, mango y chicha morada que tenian diferentes conservantes,
evidencia la capacidad de adaptacion de esta levadura

Las bebidas analizadas se encontraban dentro de su fecha de vencimiento, sin
embargo se evidenciaron alteraciones fisicas que conllevaron a sospechar de
una probable contaminacion por microorganismos, Ayasta (2018) menciona



que en las bebidas no alcohdlicas donde se someten a tratamientos
conservantes, se utliza de 0,1 a 0,15% de sorbato de potasio y dado que
llegara disuelto a la bebida, es recomendable que se realice un tratamiento
conservante posterior a la adicion de sorbato de potasio ya que no se garantiza
la preservacion de la bebida. La temperatura influye en la preservacion del
producto, S. cerevisiae posee una gran tolerancia a los conservantes pero no
tolera temperaturas por encima de los 40°C. De las misma forma la higiene en
cada etapa del procesamiento es fundamental ya que Torulopsis sp. prevalece
donde la limpieza es inadecuada.



CONCLUSIONES

» Se determiné que la flora predominante en bebidas no carbonatas a
base de fruta son las levaduras.

» Los microorganismos aislados e identificados bioquimicamente en las
bebidas no carbonatadas a base de fruta fueron Saccharomyces
cerevisiae y Torulopsis sp.

» Las caracteristicas similares en las bebidas de sabor durazno, mango y
chicha morada resultaron ser el medio ideal para la proliferacion de
Saccharomyces cerevisiae

RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar la investigacién sobre microorganismos nativos de
diferentes frutas utilizadas en la industria de las bebidas.

Se recomienda contar con un buen sistema de andlisis de peligros y puntos
criticos de control. Desde la recepcién de la materia prima ya que durante su
procesamiento las levaduras encontraran un medio propicio por los
componentes caracteristicos del producto que serd apto para su desarrollo y
proliferacion.
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ANEXOS

Figura N°1. A. Bebida de Cranberry (1L), Bebida de Durazno (350ml),
Bebida de Mango (500ml).
B. Bebida de Chica Morada (1L)
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Figura N°2. Caracteristicas del envase ocasionadas por presencias de levaduras




Figura N°3. Presencia de CO,. A. Bebida de Durazno, B. Bebida de Cranberry, C. Bebida de
Mango, D. Bebida de Chica Morada.

Figura N°4. Presencia de precipitado A. Bebida de Cranberry, B. Bebida de Durazno.




Figura N°5. Muestras sembradas en Agar MacConkey (A) Agar Nutritivo (B) Agar
Sabouraud (C) y Agar Papa Dextrosa (D)

Figura N°6. Levaduras sembradas en Agar Sabouraud. CR: Cranberry, D: Durazno, MG:
Mango, CH: Chicha Morada




Figura N°7. Tincién simple de levaduras (100X). A. Muestra de durazno. B.
Muestra de Mango. C. Muestra de Cranberry. D. Muestra de Chicha Morada

Figura N°8. A. Muestra de durazno. B. Muestra de Mango. C. Muestra de
Cranberry. D. Muestra de Chicha Morada




Figura N°9. A. Levadura de durazno. B. Levadura de Mango. C. Levadura de Cranberry. D.
Levadura de Chicha Morada (Imagen: FS Certificaciones)
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Figura N°10. Fermentacion de carbohidratos A. Muestra de durazno. B. Muestra de Mango. C. Muestra
de Cranberry. D. Muestra de Chicha Morada (Imagen: FS Certificaciones)




Figura N°11. Tubo germinativo A. Muestra de durazno. B. Muestra de Mango. C. Muestra de Cranberry. D. Muestra
de Chicha Morada (Imagen: FS Certificaciones)




Anexo N° 12

Tabla §: Recuento e identificacion de la flora fingica contaminante de jugos de naranjay mandarina

pasteurizados
it
Jugos" | Recueno Recuento
(UFC/ml) | Hongos identificados (UFC/ml) | Hongos identificados
Cladosporium Cladosporium
cladosponioides cladosporioides
Naranja : Penicillium citrinum Colletotrichum
1999|1310 P crustosum 34 10’ gloesporioides
P. digitatum Penicillium citrinum
P ilalicum P brevicompactum
Neosartorya fischen P. digitatum
P italicum
Pspinolosum
Naranja . Cladosporium
000 [1510° | cladosporioides 5510 | Cadosporum cladosporivides
Eurotium aemstelodami Eurolium aemstelodami
Cladosparium cladosporioides
uandarina : Cladosporium cladosporinides 3 Colletotrichum gloesporioides
1999 [1610 Penicillium citrinum 1810 Penicilfum citrinum
Neosartorya fischen P griseofulvum
P glabrum
Neosartorya fischeri

8. Se delalla el lipo de jugo y el ano de fa cosecha,
b: En el afio 2000 no se reali2b esta determinacion en jugos de mandarina




Anexo N° 13

Levaduras mas frecuentes en los zumos de frutas v refrescos.

Yeasts Frequently Isolated from Fruit Juices and Soft Drinks

Species Sources
C. boidinii Soft drinks
C. etchellsii Soft drinks
C. inconspicua

C. intermedia

C. parapsilosis

C. sake

C. stellata

C. tropicalis

Clsp. lusitaniae

Db. hansenii

Dek. anomala

=
=
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hancea fermentati
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g s &
B BB

P manshurica

P!

arbonated orange juice




