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RESUMO

Refrigerantes s@o bebidas ndo alcodlicas carbonatadas e constituem étima fonte de glicidios. A
composicdo quimica adocicada, o pH menor que 4,3, a aw maior que 0,90 e a atmosfera dos
refrigerantes oferece condi¢oes favordveis ao desenvolvimento de diversos microrganimos, incluindo
leveduras deteriorantes. A deterioracdo ocasionada nos refrigerantes ndo constitui um risco & saude
das pessoas, mas este fendmeno prejudica a imagem de fdbricas de refrigerantes, como fambém
pode causar sérias perdas econdmicas..Essas perdas podem ser minimizadas com o rastreamento
da origem dos focos de contaminacdo, bem como conhecendo o risco potencial que cada
levedura representa para o produto..As leveduras comumente detectadas em bebidas ndo
alcodlicas carbonatadas, sdo as Breftanomyces sp, Candida lipolytica, Candida sp, Criptococcus
albidus, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora sp, Hansenula sp, Kloeckera
sp, Kluyveromyces sp, Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces rouxii, Rhodotorula
mucilaginosa, Rhodoforula glutinis, Rhodotorula rubra, Pichia sp, Saccharomyces cerevisae,
Saccharomyces sp.,Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces sp, e Zygosaccharomyces

sp.
PALAVRAS CHAVE: refrigerantes,deterioracdo, leveduras.

ABSTRACT

Soft drinks are non alcoholic carbonated beverages that become an excellent source of glycids.
Sugar composition, pH lower than 4.3, a,, higher than 0.90 and atmosphere of soft drinks are
conditions that contribute for the development of many microorganisms, including spoilage yeasts.
Soft drink deterioration is not a health risk for people, but this phenomenon damages the beverage
companies image and can yield serious economic damages. This problem could be reduced
knowing the contamination focus origin, and also understanding the potential risk that each yeast
represents to the product. The common yeasts found in nonalcoholic carbonated beverages are
Brettanomyces sp, Candida lipolytica, Candida sp, Criptococcus albidus, Cryptococcus laurentii,
Debaryomyces hansenii, Hanseniaspora sp, Hansenula sp, Kloeckera sp, Kluyveromyces sp,
Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces rouxii, Rhodoforula mucilaginosa, Rhodotforula
glutinis, Rhodotorula rubra, Pichia sp, Saccharomyces cerevisae Saccharomyces sp,
Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces sp and Zygosaccharomyces sp.
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INTRODUCAO

Refrigerantes sdo bebidas ndo alcodlicas carbonatadas e constituem otima fonte de
glicidios. SGo elaborados a partir de uma mistura de dgua com agucar, em um Processo NO
qual essa mistura € aquecida até atingir uma temperatura de 90°C, clarificada, adicionada
de xarope filtrado e resfriada em um frocador de calor. A adic&o de aromas, sucos naturdis,
extratos vegetais, antioxidantes, acidulantes, corantes e conservantes € opcional. Apds essa
etapa, a percentagem de agucar (°Brix) € corrigida, o xarope é transportado em tubos de
aco-inox, por impulséo de bombas, a um misturador, onde € diluido, homogeneizado com
agua potavel e CO,. Em seguida o xarope diluido € enviado & enchedora, onde ocorre o
envase.

A composicdo quimica adocicada, o pH menor que 4,3, a aw maior que 0,90 e a
atmosfera dos refrigerantes oferece condicoes favoraveis ao desenvolvimento de
microrganismos aerobios, microaerofilicos e anaerdbios facultativos, como bactérias,
leveduras e fungos filamentosos (TANIWAKI et al., 1999).
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Apesar da osmotoleréncia e fermentacdo causada por leveduras em refrigerantes
n&o constituir um risco a salde das pessoas, esse fendmeno prejudica aimagem de fabricas
de refrigerantes, como também pode causar sérias perdas econdmicas (NDAGIJIMANA et
al., 2004). Essas perdas podem ser minimizadas com o rastreamento da origem dos focos
de contaminacdo, bem como conhecendo o risco potencial que cada levedura representa
para o produto. Nesse sentido, torna-se importante enumerar, isolar e conhecer as
propriedades das leveduras presentes nas matérias-primas e insumos utilizados como suco,
agucar, xarope, CO,, dgua de processo, garrafas e rolnas, fases do processo, equipamentos
gue entram em contato direto ou indireto com a bebida, bem como o produto final.

PREVALENCIA DE LEVEDURAS EM REFRIGERANTES

De acordo com MORAIS et al. (2003) a Vigildncia Sanitéria do Estado de Minas Gerais
analisou 100 amostras de refrigerantes coletadas aleatoriamente em estabelecimentos
comerciais no interior e capital desse Estado, sob o parémetro contagem de bolores e
leveduras, no ano de 2000. A prevaléncia de leveduras foi: Zygosaccharomyces rouxii,
Rhodotorula mucilaginosa e Cripfococcus albidus.

A alta concentracdo de acucares e sais existentes na composicdo dos refrigerantes
favorece a multiplicacdo de leveduras osmofilicas, entre as quais os géneros mais frequentes
s@o Zygosacharomyces, Rhodotorula e Pichia (PRIBYLOVA et al, 2003).

STRATFORD et al. (2002) menciona o isolamento de Candida davenportii sp. Nnov. Como
tendo sido isolada de um tanque de estocagem de xarope. Essa levedura € osmotolerante,
resistente & conservantes e capaz de se desenvolver em condicdes muito dcidas. E
considerada fonte potencial de deterioracdo de refrigerantes e mostrou bom crescimento
em refrigerantes contendo frutas e extrato de cola.

As leveduras comumente detectadas em bebidas ndo alcodlicas carbonatadas, como
as Saccharomyces cerevisae, Candida lipolytica e Zygosaccharomyces bailii as quais toleram
ambientes dcidos e sdo resistentes aos conservantes quimicos sorbato de potdssio e o
benzoato de sédio (BATTEY et al., 2002).

Segundo NDAGIJIMANA et al. (2004) um incidente de contaminacdo microbiologica
foi registrado em bebidas carbonatadas sabor laranja de uma fdbrica na Itdlia, em julho de
2001, onde 300.000 unidades foram deterioradas por Saccharomyces cerevisiae, levedura
altamente fermentadora, causadora de turvacdo, deformagcdo em garrafas e alteracdes
no sabor e odor.

Para BACK (2001) aos baixos valores de pH das bebidas carbonatadas ndo alcodlicas
favorecem a prevaléncia de detferioracdo por leveduras fermentadoras acidéfilas ou
acidotolerantes, como as Saccharomyces e Zygosaccharomyces bem como por ndo
fermentadoras, como Rhodoforula, Candida, Hansenula e Pichia. BACK (2003) realizou um
levantamento das andlises microbiologicas de identificacdo de leveduras em cervejas e
bebidas ndo alcodlicas carbonatadas no Laboratdrio de Andlises Microbioldgicas de Bebidas
da Universidade de Weihenstephan, Munique, na Alemanha, relativo a um periodo de 15
anos. As mais comumente detectadas foram Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra,
Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Brettanomyces sp. Candida sp, Kloeckera sp.
Pichia sp, Saccharomyces sp, Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces sp.,
Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces sp, Hanseniaspora sp, Hansenula sp e
Kluyveromyces sp.
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FATORES QUE INFLUENCIAM A ESTABILIDADE MICROBIOLOGICA DOS REFRIGERANTES

Componentes de refrigerantes como sucos de frutas aumentam a suscetibilidade de
bebidas a contaminacdo microbioldgica, devido a maior quantidade de nutfrientes. A
constatacdo de leveduras em alimentos indica ma qualidade da matéria-prima ou falhas
higiénicas ao longo do processamento. A presenca de pseudomicelio visivel, substancia
estranha a constituicdo normal dos refrigerantes, pode constituir-se em uma razao para a
rejeicdo do produto em questdo (MISLIVEC et al., 1992).

Segundo PITT & HOCKING (1997) € essencial a manutencdo de um rigoroso programa
de limpeza e sanitizacdo na linha de producdo de bebidas, pois leveduras osmofilicas podem
desenvolver-se continuamente em equipamentos e sua presenca No produto provavelmente
serd detectada apenas apds um periodo de tempo considerado grande.

De acordo com BACK (2001) um importante fator que colabora com a contaminacdo
por leveduras em bebidas carbonatadas ndo pasteurizadas € a presenca de concentracdes
suficientes de zinco. Bebidas com quantidades de zinco acima de 0,1 — 0,2mg/L, podem
apresentar alto crescimento de leveduras em curto prazo.

IDENTIFICAGAO DE LEVEDURAS

Aidentificacdo de leveduras provenientes de alimentos representa dificil tarefa mesmo
para estudiosos do assunto, pois as caracteristicas de suas colénias e a morfologia
microscopica apresentam valores limitados ao pesquisador. Muitos sistemas simplificados
para identificacdo de leveduras tém sido publicados na literatura, bem como métodos
manuais como o Enterotube da Roche e automdaticos como o APl da Biomerrieux, que se
encontram disponiveis no comeércio. Infelizmnente todos sdio direcionados O drea médica e
necessitam serem complementados com testes biogquimicos e fisioldgicos, como a
fermentacdo de carboidratos, assimilacdo de padrdes em uma escala de fontes de carbono
e nifrogénio e o crescimento em diversas temperaturas (HARRIGAN, 1998). Um Método
satisfatorio para identificar leveduras a nivel de género € o das Regras Kluyvéricas (SCHMIDT,
1991).

PRINCIPAIS LEVEDURAS DETERIORANTES DE REFRIGERANTES E SUAS CARACTERISTICAS

- Brettanomyces bruxellensis

Apresentam células elipsdides, fermentam dextrinas, produzem dcido acético a partir
da glicose e compostos fendlicos, que fornecem sabores alterados em refrigerantes, cervejas
e vinhos, sinfetizados por suas enzimas extracelulares como pectinesterases e proteases (PITT
& HOCKING, 1997).

- Candida parapsilosis

Possuem coldnias brancas, superficie fosca e quando vistas ao microscodpio
estereoscopico apresentam finos filamentos. Suas células em Malt Extract Agor (MEA) possuem
formato elipsdide, ocorrem isoladas, aos pares ou em cadeias. Apresentam fraco crescimento
em Agar Czapeck e Agar Malte Acético (PITT & HOCKING, 1997).
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- Hansenula anomala

Produzem colbnias brilhosas de cor bege ou branca com aspecto rugoso em meio
solido e em meio liquido, formam uma pelicula seca e escura. As células sdo esféricas ou
ovais com presenca de “botdes” e frequentemente formam pseudomicelio. Possuem celulas
pequenas, ovaladas a alongadas, geralmente isoladas e formadoras de pelicula delgada.
Fermentam a glicose, galactose, sacarose, maltose, rafinose e sintetizam acetaldeido
(SCHMIDT, 1991).

- Hanseniospora valbyensis (anfigamente denominada Kloeckera apiculata)

Apresentam colénias de margens circulares e coloracdo marrom pdlida. Suas celulas
sGo pequenas e elipsdides, formam botdes terminais ocorrendo sozinhas ou em pares. Em
culturas velhas raramente sdo produzidos ascosporos em MEA, ndo apresentando crescimento
em Agor Czapek e Agor Malte Acético. Encontram-se em bebidas, principalmente em sucos
de laranja concentrados (PITT & HOCKING, 1997). SGo osmofilicas e fermentam rapidamente
apenas a glicose (SCHMIDT, 1991).

- Pichia membranaefaciens

Suas coldnias sdo brancas e podem ser faciimente distinguidas pela formacéo de
peguenos ascOSPOros em Agor Malte Acético num periodo de sete dias. Apresentam células
alongadas com resisténcia a pHs baixos, sensibilidade ao calor e atfividade enzimdtica atraves
das pectina-metil-esterases e outras proteases extracelulares.Sao aerdbias, osmofilicas,
fornecendo aroma de chucrute aos produtos contaminados. Fermentam rapidamente a
glicose, galactose, sacarose, maltose e rafinose. Sinfetizam acido acético e ésteres ao inves
de dicool (SCHMIDT, 1991).

- Rhodotorula rubra e Rhodotorula glutinis

Possuem colénias com margens circulares sendo na maioria das vezes elipsoides. Seu
aspecto € mucodide de coloracdo rosa a vermelha e possuem a capacidade de crescer
em ambientes refrigerados. Suas espécies ja foram isoladas de bebidas, e podem causar
sua deterioragcdo (HARRIGAN, 1998). Sdo resistentes a altas temperaturas e capazes de produzir
lipases e proteases extracelulares. Essa levedura ndo € fermentadora, mas formadora de
MUCO VisC0so, desenvolvem-se com frequéncia em agua de poco tratfada e no ar ambiente
(PITT & HOCKING, 1997).

- Saccharomyces cerevisae

Apresentam coldnias brancas, de margens circulares e superficie brilhosa. Suas células
sdo geralmente esféricas a cilindricas, ocorrendo isoladas, em pares ou em cadeias.
Ascosporos podem ser formados apds longa incubacdo em meio MEA, apresentando pobre
crescimento em Agar Czapeck e Agar malte acético. Séo fermentadoras de diversos agticares
como glicose, galactose, sacarose, maltose e rafinose (SCHMIDT, 1991).

- Saccharomycodes luawigii
Possuem células isoladas, ovaladas e com formato de solas de sapato. Fermentam a
glicose, frutose, sacarose e rafinose (SCHMIDT, 1991).

Visdo Académica, Curitiba, v. 5, n. 2, p. 95-100, Jul.- Dez./2004 - ISSN: 1518-5192



99

- Schizosaccharomyces pombe

Apresentam coldnias peguenas de bordos lisos, circulares, brancas e brihantes. Suas
células quando maduras possuem formato elipsdide e algumas vezes aparecem cicatrizes.
Caracterizam-se pela multiplicacdo vegetativa por fissGo lateral e por formarem ascas com
quatro ascosporos. Sdo xerofilicas, resistentes a maioria dos conservantes de alimentos como
0 acido benzdico (PITT & HOCKING, 1997). Aparecem isoladas ou em pseudomicélio(SCHMIDT,
1991).

- Zygosaccharomyces bailii
Leveduras de coldnias brancas quase hemisféricas de superficie brilhosa, com células
largas e elipsdides, que se multiplicam por brotamento caracteristicamente na regido
subapical, ocorrendo isoladas, aos pares ou em curtas cadeias. Apresentam capacidade
de crescimento em presenca de dcidos fracos utilizados como conservantes, como o sdrbico,
benzdico, acetico e propidnico, bem como em ambiente com SO, (PITT & HOCKING, 1997).
Suas células sdo grandes, alongadas e muito granuladas, ocorrendo isoladas ou em
pseudomicélio. Trata-se de leveduras osmofilicas, que fermentam lentamente (SCHMIDT, 1991)
HARRIGAN (1998) demonstrou que sua resisténcia a conservantes ocorre em funcdo
de sua exposicao a baixos niveis de conservantes. Os focos de proliferacdo mais relevantes
sdo as tubulacdes de enchimento, as vdivulas de diafragma, medidores de pressdo e porcdo
final de filtros esterilizantes. Também podem ocorrer em odleos lubrificantes e contaminar
produtos atraves de aerossois formados pela movimentacdo das maguinas.

- Zygosacharomyces rouxii

S@o largamente conhecidas por sua habilidade de crescer em ambientes com altas
concentracdes de sais e/ou acucares, fermentadoras e deteriorantes, o que as transforma
num dos mMaiores problemas para as industrias de sucos de frutas, concentrados e bebidas
em geral (PRIBYLOVA et al., 2003).

Apresentam coldnias brancas de superficie brilhosa em MEA, ndo apresentando
crescimento em Agar Czapeck e Agar Malte Acético. Ocorrem aos pares ou em grupamentos
peguenos, apresentando ascosporos quando presentes em ambientes de baixa atfividade
de agua e alta concentracdo de agucares.

CONCLUSAO

As leveduras quando presentes nas bebidas carbonatadas ndo alcodlicas podem
levar a sua deterioracdo ou determinar a estas bebidas caracteristicas desagraddaveis ao
consumidor,denegrindo a imagem da indUstria que os produziu além de levar a sérias perdas
econdmicas.

Bretftanomyces bruxellensis sintetizam dcido acético a partir da glicose e compostos
fendlicos, que fornecem sabores alterados em refrigerantes. Hansenula anomala fermentam
vigorosamente a glicose, assim como outfros acucares e a partir de seus produtos pode
ocorrer producdo de esteres aromdticos alem de formar uma pelicula delgada.

Hanseniospora valbyensis sintetizam proteases extracelulares, beta-glucosidade,
acetoinag, erithritol, sorbitol e etanol. Pichia membranaefaciens formam pelicula branca e
viscosa devido a formacdo de pseudomicélio sobre bebidas e apresentam resisténcia a
conservantes. Rhodoforula rubra e Rhodoforula glutinis formam biofilmes, nos quais abriga
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bactérias e leveduras fermentadoras deteriorantes de bebidas. Saccharomyces cerevisae
apresentam extrema capacidade fermentativa, produzem enzimas extracelulares como
poli-galcturonase e proteases. Saccharomycodes ludwigii fermentam a glicose, frutose,
sacarose e rafinose. Schizosaccharomyces pombe sdo xerofilicas, resistentes a maioria dos
conservantes de alimentos como o dcido benzdico. Zygosaccharomyces bailii desenvolvem-
se em linhas de enchimento, cuja assepsia € imperfeita. Estes fatores levam essas leveduras
a criar adaptacdo e capacidade de se desenvolver em altas concentracdes de
conservantes,

Zygosacharomyces rouxii SO0 capazes de crescer em aw de 0,65 em solucdes de
frutose e de 0,65 em solucoes de sacarose/glicerol. Produzem gds e possuem a capacidade
de inflar garrafas e até causar explosdo das mesmas
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