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PREFACIO

Este trabajo de investigacion constituye un primer acercamiento para conocer la dinamica de la
reaccion resazurina y jugo de cafia. Este conocimiento es de utilidad para disminuir el tiempo de resultados
en la prueba. De lograrse lo anterior significaria un ahorro en el gasto innecesario de desinfectantes en la

industria azucarera o su correcta administracion cuando lo amerite.

Este trabajo de investigacion se llevé a cabo en paralelo al Megaproyecto de Cafia de Azucar 2009, y
constituye el cuarto estudio consecutivo para el Departamento de Bioquimica y Microbiologia sobre el

tema.
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RESUMEN

Se estudié la dinamica de desarrollo de la microbiota en la reduccién de resazurina. Para ello se
utilizaron soluciones de resazurina pH inicial de 5.1 y 6.2. A la reduccion de resazurina con jugo primario
se les midieron cambios de pH y densidades microbiolégicas. Se midieron cambios de pH y densidad
Optica, a la reduccion de resazurina con microbiota aislada de jugo, para observar como influia el cambio de
pH inicial de resazurina en la dinamica de los virajes a rojo y a punto final. Se midi6 la variacion de
concentracién de sacarosa en la reduccion de resazurina con jugo para medir la dinamica de desarrollo de la
microbiota con mediciones indirectas. Al evaluar los tiempos de viraje a rojo y a punto final con respecto a
la densidad microbioldgica total, condujo a considerar que no es el crecimiento microbiano durante la
prueba, ni el pH inicial de la resazurina los determinantes, sino la densidad microbioldgica inicial y su
actividad metabolica. Se concluy6 que modificar las condiciones de cultivo en la reaccién resazurina y
jugo no ocasionan mejoras. Se recomendd continuar con el estudio de la relacién: viraje a rojo y densidad

microbiologica inicial; para validar su uso como prueba presuntiva en condiciones fabriles.



I. INTRODUCCION

A. Antecedentes

1. La economia de la produccion azucarera. Desde la década de 1990 hasta el 2004 la
industria del azlcar experimentd un descenso en los precios del azlcar. Llegando incluso a precios de
venta por debajo del costo de produccién. Sin embargo, desde el 2005 los precios del azlcar han empezado
a subir. Las razones, aparte del aumento del precio del crudo, fueron que Brasil utilizaba mas cultivos de
cafia para producir etanol, el aumento de consumo mundial y un descenso en las reservas de azucar en el
Mundo (Asadi, 2007).

La produccion de azlcar de Guatemala se ha incrementado constantemente, llegando a duplicarse
entre los afios 1995 y el 2005. Se exporta mas del 70% de la produccion y se mantienen cerca de 170,000
hectéreas de cultivo de cafia de az(car. Junto con Sudéfrica y Colombia, Guatemala forma parte del grupo

de productores-exportadores terciarios de azlcar centrifugada (F.A.S. USDA, 2005).

En la Figura 1 se observa la produccion de azlcar en Guatemala, sin embargo, en un futuro
cercano se espera un crecimiento mas moderado. Las causas son: expansion rural, relocalizacion de

Ingenios Azucareros y la necesidad de irrigacién de la cafia (McSweeney, 2005).

En el Cuadro 1 se muestra que para la zafra 2009-2010 se estima un crecimiento de exportacion de
azUcar en casi 100,000 toneladas métricas. Y que el total de la produccion estimada para esta zafra serd de
2,250 miles de toneladas métricas de azucar. (E.R.S.USDA, 2009). De toda la produccion de azucar se
estima que la pérdida ocasionada por microorganismos oscila entre un 0.5-5%, dependiendo de las
condiciones climéticas y del tiempo que transcurre entre corte de cafia y su ingreso a los molinos (Noack,
2008).



llustracion 1. Produccion de azlcar de Guatemala, 1960-2004.

(McSweeney, 2005)

Cuadro 1. Produccion, abastecimiento y distribucion de azdcar centrifugada.
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1,000 toneladas métricas, valor crudo

2007/08 | 410 | 2,274 | 0 | 2,684 | 1,333 | 742 | 609
2008/09 | 609 | 2,247 | O | 2,856 | 1,490 | 744 | 622
2009/10 | 622 | 2,250 | 0 | 2,872 | 1,515 | 745 | 612

(E.R.S. USDA, 2009)

Para hacer de la produccion de azlcar de cafia una industria rentable deben realizarse constantes

innovaciones en toda su linea de produccion. Para ello, la innovacion y la aplicacion de politicas de ahorro

persiguen:

e Incrementar las ganancias por el uso de nuevas tecnologias, por ejemplo, el proceso de

remocién de azlcar de la melaza.

e Uso de equipos de ahorro de energia.



e Aumento de la eficiencia de las fabricas y disminucion del proceso de pérdida de azucar.
e Aumentar la capacidad de las fabricas.

e Disminuir la mano de obra, entre otras (Asadi, 2007).

El crecimiento de la industria azucarera se contempla por el aumento de la demanda internacional
del azucar y de bioetanol (producido con la melaza), entre otras razones (Asadi, 2007). Para aumentar el
rendimiento de la produccion de azlcar es necesario disminuir la pérdida de sacarosa por accion de los

microorganismos en la etapa de extraccion del jugo (en los molinos).

2. Los microorganismos en la extraccion del jugo de cafia. El exudado de azucar, del
exterior de la cafia de azUcar, provee un medio adecuado para el crecimiento de microorganismos: las
bacterias acidéfilas &cido acéticas (acetobacterias). Se ha sugerido que las acetobacterias pueden ser la
fuente de acido 2-cetogluconico detectado en jugo de cafia de extraccion reciente. Las acetobacterias son
conocidas por ser trasportadas por insectos, como las abejas que son una fuente importante de
gluconobacterias. En general, las gluconobacterias prefieren los nichos ricos en azlcar, mientras que las
acetobacterias predominan en ambientes que contienen etanol. Es muy probable que las levaduras
acidofilicas y las acetobacterias sean las principales colonizadoras de la superficie de la cafia en desarrollo
(Ashbolt e Inkerman, 1990).

En estudios realizados de la microflora asociada con la cafia de azlcar y sus jugos se ha encontrado
que el grupo coliforme esta presente en todas las fuentes analizadas. En muchos casos los coliformes eran
el grupo predominante con N(mero Méas Probable (NMP) de 10°-10% mI™ de jugo (Nunez y Colmer, 1968).

El contenido de azucar presente en la cafia varia de pais en pais, variando de 12-17% o un poco
més. La proporcién de fibra o materia lefiosa es del 10 al 17%, correspondiendo al jugo 83-90%. En el

Cuadro 2 se describe en general la composicion de la cafia de azlcar (Arqued, 1955).

Cuadro 2. Composicion general de la cafia de azUcar.

Contenido Porcentaje (%) Descripcién

Agua 74.50

Cenizas 0.50 Silices (Si02). i, 0.25
Potasio (KyO)....o.oveviiiiiiiiiis 0.12
Sodio (NaO)...ooveviviiiiiiinn, 0.01
Calcio (Ca0).....cvvvvriiiiiennn, 0.02
Magnesio (MgO)............ccevvvee. 0.01
Hierro (F203)........cceeeeeevv v Indicios
Acido fosforico (P20s)................. 0.07
Acido sulfurico (SO4Hy)............... 0.12
ClOTO. ..t Indicios




Continuacién Cuadro 2.

Contenido Porcentaje (%) Descripcion

Fibra 10.00 Celulosa.........coooeviiviiiiiiinnn.. 5.50
Pentosana (Xilana)..................... 2.00
Pentosana (Arabana) (Goma cafia)..  0.50
Lignina, entre otros..................... 2.00

Azlcares 14.00 SACAIOSA. . ovvveneeiiieieie e 12.50
Dextrosa.......cooevviiiiiiiiiiiai 0.90
Levulosa ........................ 0.60

Cuerpos nitrogenados 0.40 Albuminoides........................... 0.12
Aminoacidos (Asparagina)............ 0.07
AmInoacidos.................cooooien 0.20
Acido nitrico.............ccoocoiiii 0.01
AMONIACo.........oiiiiiiiiiiinn Indicios
Cuerpos Xanticos....................... Indicios

Grasas y cera 0.20

Pectina (gomas) 0.20

Acidos libres 0.08 Acido malico, 4&cido succinico, 0.08
entre otros

Acidos combinados 0.12

Total 100.00

(Arqued, 1955)

En el Cuadro 3 se presenta la composicion aproximada del jugo de cafia.

Cuadro 3. Composicion aproximada del jugo de cafia.

Contenido Porcentaje (%)
Sacarosa 10.0-18.0
Agua 80.0—85.0
Azucares reductores 0.3-3.0
No-azUcar inorgénico 0.2-0.6
No-azUcar organico 04-1.0

(Arqued, 1955)

El pH del jugo de cafia se puede considerar constante, inmediatamente después de su extraccion el
pH varia de 4.97 a 5.30. Se ha reportado que en cafia sana que no llega a madurar el pH es de 5.40. El pH
del jugo desciende a medida que la cafia madura. En cafias cortadas y abandonadas en el campo, quemadas

0 heladas, anormales por otras causas, el pH es mas bajo (Arqued, 1955).

Se han tomado como indicadores de “frescura” de la cafia: etanol, polisacaridos, azlcares
reductores, dextranas o acidez total. Sens et. Al (2005) sugiere las mediciones de pH, a pesar de tener
menor sensibilidad. Ensayos mostraron que el pH esta estrechamente relacionado a demoras en proceso de

corte de cafia y extraccion del jugo. Los valores de pH de 5.26 a 5.59 se obtuvieron para jugos de los



molinos con tres dias de demora desde su corte. Cada 0.1 de descenso de pH indica una pérdida de 5% de
masa de sacarosa en la cosecha. Convirtiendo a la medicion de pH en el jugo de la cafia como un indicador

de cafia deteriorada.

Sens et. al. (2005) sugiere no sélo a las mediciones de pH como indicadores de la frescura de la
cafia, sino también a mediciones de conductividad para saber la limpieza relativa de hojas y tapas, la
turbidez directa para saber el contenido de suelo de la cafia. Todos estos resultados sin realizar diluciones

del jugo

La concentracion éptima en azucar, es de 6 a 10%, para la mayor parte de las bacterias, a
concentraciones de 35-50% las bacterias cesan el desdoblamiento de las disoluciones azucaradas (Arqued,
1955). En jugos de cafia, a concentraciones elevadas de sacarosa se observa una inhibicidn del crecimiento

de la microflora del jugo de cafia, pero no inhibe el crecimiento de L. mesenteroides (Lou, 2008).

De forma comparativa, en la fabricacion del azlcar de remolacha el jugo de difusién constituye un
medio adecuado para fermentaciones, la temperatura a la que se somete es favorable para los
mircroorganismos que la producen. Especialmente cuando se trabaja a baja marcha. En estos jugos se han
encontrado: Leuconostoc y otros cocos que forman mucilagos, Bacillus género coli-bacilli, Bacillus géneros
mesenteroides y subtilus. De ellos, los méas peligrosos mueren a temperaturas superiores a los 75° C. Su
temperatura 6ptima es de 55-60° C. Leuconostoc mesenteroides es de los principales microorganismos que

descomponen la sacarosa (Arqued, 1955).

3. Lareaccidn de resazurina. La resazurina es un compuesto coloreado que cambia de color por
actividad celular, de azul a rosado y de rosado a incoloro conforme es reducido, pero no precipita con la
reduccion. Esta reaccion permite hacer una correlacion directa entre la reduccion de la resazurina en el
medio de crecimiento y el rango de proliferacion de organismos vivos. La resazurina detecta sistemas de
oxidacion enzimética que actlan como aceptores de electrones. La prueba de la resazurina se ha utilizado
desde la década de 1950’s para evaluar contaminacion por bacterias 0 levaduras en fluidos bioldgicos; y
mas recientemente en: mediciones de la calidad del semen, viabilidad de cérneas, funciones de la
mitocondria, cuantificar proliferaciones de organismos vivos y diferentes tipos de células para su toxicidad

(Rolon, Vega y Escario, 2006; Carter, Gaspar y Leise, 1955).

En la industria de la leche, estudios previos compararon la reduccion de la resazurina, el azul de
metileno y el recuento en placa, en el control del contenido bacteriano de leche. Observaron que los
gérmenes que integran la flora microbiana presente en la leche desarrollaban escasa actividad metabolica en
la prueba de la resazurina, operandose cambios REDOX en un mayor tiempo del que debieran de

producirse (Libero et. al., 1958).



a. Lareduccion de la resazurina agregar el fundamento del cambio de color. La resazurina
se reduce en la mitocondria en presencia de la diaforasa. Utiliza NADH o NADPH como reductor de
resazurina a resorufina (Candeias et. al., 1998). En la llustracién 2 se muestra el mecanismo de
reduccion de la resazurina a dihidroresorufina. La reduccion de resorufina a dihidroresorufina es

reversible en presencia de oxigeno.

Con la resazurina las concentraciones de NAD(P)H pueden ser monitoreadas por fluorescencia
directa. EIl colorante resazurina, que en estado puro es débilmente fluorescente, es catalizado por la
diaforasa para ser reducido a su producto fuertemente fluorescente, la resorufina. La conversion mas

alta de resazurina a resorufina ocurre a pH 6.50 (Candeias et. al., 1998).
La coloracidn de la reaccidn de reduccion total de resazurina se muestra en la llustraciéon 3. En
la Hustracion 3.c se muestra que con sélo permitir el ingreso de oxigeno atmosférico al tubo de ensayo

la reaccion de reduccidn de resorufina a dihidroresorufina empieza a revertirse.

llustracion 2. Reaccion de reduccion de la resazurina.

NADPH NADP+
9
N
N
o
R Diaforasa @[ D\
NS
HO o No | > HO o 0
Resazurina Resonfina

H
@N]@
HO 0 OH

Dihdroresorutina



llustracién 3. Reduccion de resazurina con microbiota aislada de jugo de cafia. (a) Coloracion inicial de

resazurina. (b) Resazurina reducida a resorufina. (c) Resorufina reducida a dihidroresorufina (incoloro).

(@) (b) (© T



B. Justificacion

A pesar de los resultados de estudios previos, el tiempo de respuesta de la reduccion de resazurina es el
principal factor que limita su uso como instrumento operativo de monitoreo-control para la actividad

microbiana en el jugo primario de azUcar.

En trabajos recientes se ha estudiado la relacion de inoculacion entre el jugo y la solucién de

resazurina, ademas de estudiar diferentes contenedores y temperaturas (Sosa, 2008). Estas pruebas han
partido de consideraciones a priori basadas en la légica comin o en el conocimiento de indicadores
REDOX, la estructura de la resazurina y su transformacién por las enzimas microbianas.
Sin embargo, no se conoce la dindmica de desarrollo microbiano durante la prueba, cuyo conocimiento
permitiria encausar nuevos estudios o hip6tesis, con un fundamento mas racional y técnico. Para ello es
necesario conocer con este estudio: la dinamica general del crecimiento de la microbiota total en la reaccién
que se lleva a cabo entre el jugo de cafia y la solucién de la resazurina dentro del tubo de ensayo; de qué
forma influye en esa dindmica la densidad o actividad microbiana el estado fisiolégico general de la
microbiota presente en el jugo en el instante de inicio de la prueba; el tiempo minimo en que la actividad
microbiana en la muestra se manifiesta definitivamente en la prueba, permitiendo cortar la prueba y
disminuir el tiempo de respuesta; la forma en que el pH inicial de la solucién influye en la dinamica y en el
tiempo total de respuesta.

La respuesta a lo anterior significard un importante avance para disminuir el tiempo de respuesta para
la prueba de la resazurina y que esto permita aumentar su eficacia en el control de la actividad microbiana,
para la optimizacion de los procesos de desinfeccion de los jugos de cafia.



C. Objetivos

1. General:

a. Establecer un modelo de desarrollo de la poblacion microbiana en la prueba de la resazurina.

2. Especificos:
a. Establecer un modelo que correlacione la densidad microbioldgica, medida por el recuento total
estandar con el tiempo de analisis.
b. Observar la influencia del pH de la solucion original en la dindmica de desarrollo microbiano
durante la prueba de la resazurina.
¢. Medicion de la dinamica de crecimiento con mediciones indirectas (formacion de productos o

consumo de sustrato).

D. Hipotesis
La hipoétesis que se plantea es:

La determinacion de la dindmica de desarrollo microbiana en diferentes condiciones puede sustentar la
disminucién del tiempo de respuesta en la prueba de la resazurina.
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II. METODOS

A. Muestreo

Las muestras de jugo primario fueron tomadas en el Ingenio Pantaledn, ubicado en el kilémetro 86.5
Carretera al Pacifico Siquinala, departamento de Escuintla, Guatemala: el 1 de mayo del 2009, a finales de
la zafra 2008-2009; y el 27 de noviembre del 2009, a principios de la zafra 2009-2010.

El 1 de mayo fueron tomadas 30 muestras de jugo primario del Tandem A y el 27 de noviembre seis
muestras mas (Ver inciso A del Apéndice). Las muestras se mantuvieron a -10° C en el laboratorio de

Operaciones Unitarias y en el laboratorio de Microbiologia de la UVG hasta su uso.

B. Analisis microbiologicos

1. Andlisis de cambios de pH y de recuento total de mesofilos aer6bios en la

reduccion de resazurina con jugo primario

a. Las soluciones de resazurina a diferentes pH’s se prepararon como Se describe en el
Apéndice B.2.b.

b.  En tubos con tapdn de rosca se agregaban 2/3 del volumen con solucion de resazurina.
Los tubos se incubaban al menos 1 hora a 37+2° C.

c. La muestra de jugo primario se habia quedado descongelando en el refrigerador desde la
tarde/noche anterior.

d. Los tubos con resazurina se terminaban de aforar a ras de la rosca con el jugo de cafia
descongelado, procurando que rebalsara un poco para no dejar burbujas de aire al momento de
cerrarlo con el tapon de rosca del tubo. Se agitaba por inversion, el tubo cerrado, una sola vez.

e.  Seincubaban los tubos de ensayo a 37+2° C y se apuntaba la hora de inicio de incubacién.

f.  Cada 30 min, incluyendo el tiempo cero, se media el pH del contenido de un tubo de
ensayo, se realizaban siembras por vertido en las diluciones 10°y 10° 0 10°y 107 (Ver Apéndice
B.1.c). Y se anotaban los cambios de color en la solucién.

La decoloracién de la mezcla provocada por la reduccién de la resazurina va de morado a
rojo en una reaccion irreversible; y de rojo a incoloro en una reaccion reversible por la presencia de
oxigeno (Ver llustracion 3).

g. Se realizaban estas mediciones hasta finalizar cuatro horas de reaccion o hasta que la
coloracion del tubo fuese incolora (el viraje a punto final). EIl experimento se repitié cinco veces

para cada pH de solucién de resazurina: resazurina pH inicial 5.1 y pH inicial 6.2.



11

h. Finalizada la practica se limpiaba toda la cristaleria, se limpiaba con agua y se
desinfectaba con etanol 70% el gabinete de flujo laminar y por Ultimo se dejaba 10-15 min con UV
(Noack, 2008).

Analisis de cambios de pH y de absorbancia para microbiota aislada de jugo
primario en la reduccion de resazurina

a. ldentificacion de longitud de onda de maxima absorbancia de resazurina

1)  Utilizando el espectrofotometro Hewlett Packard 8453E del Laboratorio de Instrumental
Avanzado, Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala, se analizo el
espectro completo de solucion de resazurina. Se analiz6 desde 200-1050 nm, obteniendo el
maximo de absorbancia a los 602 nm/1.3711 Unidades de Absorbancia (AU).

2) Para eliminar la posibilidad de interferencia se midi6 el mismo espectro del agua de

peptona. Obteniendo que a ~600 nm la absorbancia era mucho menor que 0.5 AU.

b. Cultivo de microbiota de jugo primario

1) Dentro del gabinete de flujo laminar limpio y desinfectado con etanol 70% y UV, se
agregaban 1000 pl de jugo primario a una caja Petri con PCA. Se dejaba secar la caja abierta al
menos cinco minutos y se incubaba a 32+2° C por 48 h.

2) A ~250 ml de agua de peptona (preparacion ver Apéndice A.1.b) se les llevaba a una
turbidez de 1 McFarland con la microbiota cultivada en PCA.

a) Se ajustaba el espectrofotdmetro Thermo BioMate a 625 nm.

b) Se media el blanco que consistia en agua de peptona.

¢) Dentro de la campana de flujo laminar limpia y desinfectada se aspiraba con una
jeringa agua de peptona.

d) Se lavaba a presion el cultivo de la microbiota. A este liquido con microorganismos
que estaba en la caja de Petri se regresaba al erlenmeyer que contenia los 250 ml de agua de
peptona.

e) Se agitaba por unos segundos hasta que la solucién fuera uniforme.

f) Y se media en el espectrofotdmetro. Para mediciones de espectrofotometria el control
de calidad de McFarland estandar 1.0 dice que a 625 nm la absorbancia debe ser de 0.16-0.20
AU (Quelab, 2005).

g) Silaabsorbancia no era la anterior se repetia desde el inciso d.

h) Después de ajustar la AU, esta se anotaba, se cerraba el erlenmeyer y se guardaba en el

refrigerador hasta su uso (menos de 12 horas).

c. Mediciones de pH y absorbancias en tiempos de reduccion de resazurina para la

solucion 1 McFarland de la microbiota aislada del jugo primario
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1) Las soluciones de resazurina a diferentes pH’s se prepararon como se describe en el
Apéndice B.2.h.

2) En tubos con tap6n de rosca se agregaban 2/3 del volumen con solucion de resazurina.
Los tubos se incubaban al menos 1 hora a 37+2° C.

3) Envez de jugo primario se utilizaba la solucién de microbiota a 1 McFarland, preparada
en el inciso anterior.

4)  Los tubos con resazurina se terminaban de aforar a ras de la rosca con la solucién de
microbiota 1 McFarland, procurando que rebalsara un poco para no dejar burbujas de aire al
momento de cerrarlo con el tapdn de rosca del tubo. Se agitaba por inversion, el tubo cerrado, una
sola vez.

5) Se incubaban los tubos de ensayo a 37+£2° C y se apuntaba la hora de inicio de incubacion.

6) Cada 30 min, incluyendo el tiempo cero, se media el pH del contenido de un tubo de
ensayo, se median las absorbancias a 602 nm en el espectrofotémetro Thermo BioMate. Y
también se anotaban los cambios de color de la solucion.

7) Se realizaban estas mediciones hasta finalizar cuatro horas de reaccion o hasta que la
coloracion del tubo fuese incolora (el viraje a punto final). EIl experimento se repitié cinco veces
para cada solucion de resazurina pH inicial 5.1y 6.2.

8) Finalizada la practica se limpiaba toda la cristaleria.

C. Andlisis instrumental. Medicion de dindmica de crecimiento con

mediciones indirectas

1. Variacién de concentracion de sacarosa en la prueba de reduccion de resazurina

con jugo primario, medida con HPLC

a. Detencidn de la reduccién de resazurina
1) Se realizé la reduccién de resazurina en jugo primario como se describe en la seccidn
IV.B.1.1) al inciso 5). Cada treinta minutos a un tubo con jugo y resazurina pH inicial 5.1 y a uno
con jugo y resazurina pH inicial 6.2 se les anotaba el color y se detenia la reaccion con formol
comercial:
a) Para detener la reaccion se extraia 1 ml del contenido de cada tubo y se agregaba 1 ml
de formol.
b) Se cerraba cada tubo y se agitaba por 30 s.

2) Después de detenida la reaccion se guardaban los tubos en el refrigerador.

b. Filtrado y cuantificacion de sacarosa de las muestras con reduccion detenida
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1)  Se neutralizo el contenido de cada tubo a pH 7.0+0.1 con solucion NaOH 0.01 N y un pH-
metro.
2)  Se numeraron las muestras y tubos Eppendorf de 1.5 ml.
3) A cada tubo Eppendorf de 1.5 ml, correspondiente a su numeracion, se le agregaban 1000
I del contenido con una micropipeta Eppendorf P1000 y una punta distinta.
4)  Se centrifugaron los tubos de 1.5 ml a 10,000 g por 10 mina 4° C.
5) Se prepararon las soluciones estandares de sacarosa 0.5M, 0.25M y 0.125M como se
describe en el Apéndice B.2.c.
6) En el laboratorio de Instrumental Avanzado, del Instituto de Investigaciones de la UVG,
se realiz6 la medicion de sacarosa por HPLC.
a) Una Jeringa limpia de vidrio B-D Multifit de 5 cc con una pinza Millipore se le coloc6
un filtro Millipore Bedford Tipo HA de 0.45 um.
b) Para eliminar el agua de la jeringa se enjuagaba la jeringa con el contenido de la
solucion a filtrar.
c) Se filtraba cerca de 0.5 ml de la solucion a un vial limpio.
d) El vial con la solucion tenia la misma numeracion que el tubo de 1.5 ml.
e) Se descartaba el filtro, se lavaba con agua desmineralizada la jeringa con todo su
sistema de filtrado.

f) Se repetia el mismo procedimiento para cada muestra.

c. Medicion de la variacion de la concentracién de sacarosa, por HPLC, en la reduccion de
resazurina con jugo primario

1) El equipo utilizado fue un cromatégrafo HPLC Agilent Serie 1100 con un detector de
indice de refraccion (RID) y la columna Agilent NH2 Zorbax. Como fase movil se utilizd
acetonitrilo:agua 70:30 filtrada con filtro Millipore de 0.45 um. La razén de flujo de 1.5 ml/min,
la temperatura de andlisis fue de 20° C y la presion de 101 bar. El método utilizado fue el “Método
para azlcares y alcohol”. Los estandares de calibracion fueron soluciones de sacarosa 0.5M,
0.25M y 0.125 M (Preparacion en Apéndice B.2.c). Volumen de inyeccion fue de 20 ul. El
tiempo de parada fue de 6 min.

2) Con una jeringa de 50 ul de capacidad se inyectaban 30 pl de la muestra al cromatografo
(esta era la lavada del inyector). En seguida, siempre cuidando de que no quedara burbuja en la
jeringa, se inyectaban otros 30 pl de la muestra y se activaba el interruptor de inyeccién. Cada
muestra corria por 6 min.

3) El programa integrador del HPLC del Software Chemstation for LC Rev A. 1002[1757]
Agilent Technologies 1990-2003 calculaba el area del pico.

4)  Con base a las areas de los picos de las soluciones estandar de sacarosa se realizé la curva
de calibracion de sacarosa y se cuantificé el contenido de sacarosa de cada muestra.

5)  Se trabajo en triplicado.
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D. Andlisis estadistico

Los graficos de cajas se realizaron utilizando el paquete estadistico MYSTAT 12, Versién No.
12.02.00. La prueba de Mann Whitney-U (MW-U) se realiz6 utilizando la siguiente pagina de Internet:
http//faculty.vassar.edu/lowry/utest.html. La prueba de regresion logistica se realizd utilizando la siguiente
pagina de Internet: http://faculty.vassar.edu/lowry/logregl.html. Y los valores p se calcularon utilizando la

pagina de Internet: http://www.graphpad.com/quickcalcs/pvaluel.cfm.

1. Reduccion de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con jugo primario. Se calcularon las
medianas y se graficaron graficos de cajas de: pH’s de las mediciones particulares, recuentos totales de
mesdfilos aerobios y los tiempos de virajes a rojo y a punto final. Se calcul6 la prueba de Mann Whitney-U
(MW-U) y regresion logistica para comparar y describir la relacion entre los tiempos de viraje a rojo y a
punto final con el uso de resazurina pH inicial 5.1y 6.2. Y la prueba de correlacién de rango de Spearman

como medida de asociacion lineal entre las variables: pH y recuento total.

2. Reduccion de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con microbiota aislada de jugo

primario (McFarland 1.0). Se calcularon las medianas y se graficaron graficos de cajas de: pH’s de las
mediciones particulares, densidad dptica y los tiempos de virajes a rojo y a punto final. Se calcul6 la
prueba de MW-U vy regresion logistica para comparar y describir la relacion entre los tiempos de viraje a
rojo y a punto final con el uso de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2. La prueba de ANOVA de un factor, para
comparar las medianas de la densidad optica al utilizar resazurina pH inicial 5.1 y 6.2. Y la prueba de
correlacion de rango de Spearman como medida de asociacion lineal entre las variables: pH y Densidad

Optica.

3. Cuantificacion de sacarosa en la reduccion de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con

jugo primario. Se calcul6 una curva de calibracion con un analisis de regresion lineal, con un nivel de
confianza del 95%, utilizando soluciones de sacarosa de distinta molaridad con respecto al tiempo de
retencién. Se calcularon las medianas y se graficaron gréaficos de cajas de las concentracién de sacarosa al
utilizar resazurina pH inicial 5.1 y 6.2. Se realizd un andlisis de regresion lineal para las medianas de las
graficas de cajas anteriores, con un nivel de confianza del 95%. Se calculd la prueba de MW-U para
comparar la relacién entre las concentraciones de sacarosa con el uso de resazurina pH inicial 5.1y 6.2. Y
la prueba de correlacién de rango de Spearman como medida de asociacion lineal entre las variables: pH y

concentracién de sacarosa, y recuento total y concentracion de sacarosa.
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I1l. RESULTADOS

A. Reduccion de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con jugo primario

En la reduccion de resazurina con jugo primario, tanto para el uso de resazurina pH inicial 5.1 0 6.2, la
tendencia del pH fue a disminuir (Figuras 1 y 2). En la reaccién con resazurina pH inicial 5.1, las
variaciones del pH tendieron a presentar un comportamiento sigmoidal hasta los 180 minutos (min); a partir
de alli el pH presentd una tendencia a descender (Figura 1). La reaccién con resazurina pH inicial 6.2
también parecia describir un comportamiento sigmoidal, con la excepcidn que durante los primeros 30 min

de reaccion el pH aumentd (Figura 2); contrario a lo sucedido con resazurina pH inicial 5.1.

En la reaccion con resazurina pH inicial 5.1 la densidad de la microbiota present6 un descenso durante
los primeros 60 min. En los siguientes 60 min la densidad aument6 hasta encontrar el maximo a los 120
minutos. La densidad de la microbiota descendié a los 150 min y a partir de ese tiempo aumentd
progresivamente (Figura 3). En esta reaccion, a los 60 y 150 min la mediana del pH fue de 5.20 unidades
de pH (Figuras 1y 3).

La densidad de la microbiota, en la reaccién con resazurina pH inicial 6.2, presenté durante los
primeros 60 min un comportamiento de descenso, semejante al obtenido con el uso de resazurina pH inicial
5.1. A partir de los 60 min mostré un ligero aumento en la densidad de la microbiota. Sin embargo, a los
120 min la densidad disminuyé nuevamente, similar al descenso ocurrido a los primeros 60 min. Este
comportamiento se repitié de nuevo a los 120 min del inicio de la reaccion. A partir de los 180 min del

inicio, la densidad de la microbiota aumenté de forma progresiva (Figura 4).

Las medianas de los tiempos de viraje a rojo en la reaccion, tanto al utilizar resazurina pH inicial 5.1 o
6.2, resultaron ser las mismas. La dispersién de los resultados fue menor en la reaccién con resazurina pH
inicial 5.1 (Figura 5). Los tiempos de viraje a punto final no resultaron similares, al utilizar resazurina pH
inicial 5.1 0 6.2 (Figura 6). En la reduccion de resazurina pH inicial 5.1: la mediana del tiempo de viraje a
rojo coincide con la disminucion en la densidad de la microbiota y con el inicio del descenso continuo del
pH (Figuras 1, 3y 5).

Las pruebas MW-U vy regresion logistica no indican la existencia de una diferencia significativa en los
tiempos de viraje a rojo y a punto final, al utilizar resazurina pH inicial 5.1 o 6.2 en la reaccién. El
coeficiente de correlacion de Spearman indicd una correlacidn positiva y significativa, entre las variables

pH y Recuento total de meséfilos aerdbios (Cuadro 4).
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En los resultados de las reducciones individuales de resazurina pH inicial 6.2 con jugo primario, las

muestras con mayor densidad microbioldgica inicial: Corridas 6, 4 y 1; presentaron un viraje a rojo en

menor tiempo comparado con las muestras con menor densidad microbioldgica: Corridas 3 y 5. La anterior

tendencia, de densidad microbiol6gica y viraje a rojo, no se observé en la reduccidn con resazurina pH

inicial 5.1 (Figuras 17 y 18, Apéndice).

Figura 1. Variacion de pH durante la reduccion de
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Cuadro 4. Resumen estadistico de la reaccidn resazurina y jugo primario.

Comparacion de tiempos de viraje de Prueba Regresion
regazurina' H inigial 51 612 MW-U logistica Interpretacion
- P YO Valor Ua Valor OR
Viraje a rojo 11.0* 0.9978 Diferencia en los tiempos de viraje, al usar resazurina
Viraje a punto final 1.5* 0.9913 pH inicial 5.1 0 6.2, resulté no significativa

*Valor no significativo para la prueba MW-U, el valor p>a:0.05.

Variables Resazurina Coeficiente de correlacion Interpretacion
pH inicial de rango de Spearman (rs) P
*k
pH y Recuento total 2; g'g%** Correlacion positiva significativa entre variables

**Valor significativo para la prueba de Spearman, el valor p<a:0.05.

B. Reduccion de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con microbiota aislada del

jugo primario (McFarland 1.0)

La tendencia del comportamiento de pH’s en la reduccion de resazurina pH inicial 5.1 con microbiota
aislada del jugo fue a mantenerse sin mayor variacién. Durante los primeros 30 min el pH disminuyo, a los
60 min del inicio aument6 y se mantuvo hasta los 120 min. A los 150 min de reaccion presentd el minimo
de pH. A los 180 min de reaccion aumentd ligeramente y luego descendié progresivamente hasta los 240
min (Figura 7). La tendencia del comportamiento de pH’s en la reduccion con resazurina pH inicial 6.2 fue
a disminuir durante toda la reaccién. A los 150 min de reaccion disminuy6 el pH rapidamente, encontrando

su minimo. A partir de los 150 min el pH de la reaccién aumento ligeramente (Figura 8).

En general, las figuras semilog de la densidad Optica con respecto al tiempo, mostraron una
disminucion constante de las absorbancias. Esto ocurrio tanto para la reduccion de resazurina pH inicial 5.1
y 6.2 con microbiota aislada. La densidad Optica de las reducciones con resazurina pH inicial 5.1 mostr6 un
mayor descenso a los 120 min de reaccion. A partir de los 150 min el descenso en la densidad optica fue
menor (Figura 9). La densidad optica de las reducciones de resazurina pH inicial 6.2 presentaron mayores
descensos en la densidad 6ptica, en los minutos 120 al 180 (Figura 10). La ecuacién de regresion lineal,
incluida en las Figuras 9 y 10, sugiere que el descenso de la densidad éptica siguié en gran medida un
modelo lineal.

Las medianas de los tiempos de viraje a rojo sugirieron que el viraje tiende a ocurrir antes al utilizar

resazurina pH inicial 5.1 (Figura 11). El viraje a punto final no mostré esta tendencia (Figura 12).

En la reaccion con resazurina pH inicial 5.1 la mediana del tiempo de viraje a rojo coincidié con el
inicio de disminucién progresiva de pH y con la mayor disminucion de la densidad optica (Figuras 7, 9 y
11). Por otro lado, en la reaccidn con resazurina pH inicial 6.2 la mediana del viraje a rojo coincidi6 con un

aumento progresivo del pH y con el mayor descenso de densidad ptica.
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Las pruebas MW-U y regresion logistica no indicaron la existencia de una diferencia significativa en

los tiempos de viraje a rojo y a punto final, al utilizar resazurina pH inicial 5.1 0 6.2. Los resultados del

ANOVA indicaron que no existe diferencia significativa en la densidad dptica al utilizar resazurina pH

inicial 5.1 0 6.2, en la reaccién con microbiota aislada. EIl coeficiente de correlacion de Spearman indic6

una correlacion negativa y significativa, entre las variables pH y densidad 6ptica (Cuadro 5).

Figura 7. Variacion de pH durante la reduccion de
resazurina pH inicial 5.1 con microbiota aislada.
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Cuadro 5. Resumen estadistico de la reaccion resazurina y microbiota aislada de jugo.

Comparacién de tiempos de viraje de Prueba Regfes'ién L
resazurina: oH inicial 5.1 v 6.2 MW-U logistica Interpretacion
- P 4 YO Valor Ua Valor OR
Viraje a rojo 21.5* 1.0122 Diferencia en los tiempos de viraje, al usar
- ) - resazurina pH inicial 5.1 0 6.2, resulté no
Viraje a punto final 9.0 1.0373 significativa

*Valor no significativo para la prueba MW-U, el valor p>0:0.05.

Valor p

ANOVA (0:0.05)

Interpretacion

Densidad optica al utilizar Diferencia en densidad 6ptica, al usar resazurina pH inicial 5.1
. L 0.18** . S
resazurina: pH inicial 5.1y 6.2 0 6.2, resultd no significativa

**Valor no significativo para la prueba ANOVA, el valor p>:0.05.

Variables Resngri_na Coeficiente de correlacién Interpretacién
pH inicial de rango de Spearman (r;)
pH y Densidad 5.1 -1.91%** Correlacion negativa significativa entre
Optica 6.2 -1.79%** variables

***Valor significativo para la prueba de Spearman, el valor p<a:0.05.

C. Cuantificacion de sacarosa en la reduccion de resazurina pH inicial 5.1 y

6.2 con jugo primario

Con base al analisis de regresion de areas de picos (eje y) y concentraciones de soluciones de sacarosa
(eje x) se obtuvo la siguiente ecuacion para la cuantificacion de sacarosa:

Ecuacion 1. Cuantificacion de sacarosa con HPLC.

Area ., = MM caroea] +0 R’=0.995
Donde: Areapic, = Area del pico que proporciona el cromatdgrafo
m = Pendiente = 3.129E7
[Msacarosa] = Valor de concentracion de sacarosa que interesa
b = intercepto = 1.163E6

En la reduccion de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con jugo, las concentraciones de sacarosa
disminuyeron (Figuras 13 y 14). EIl modelo de regresion lineal, incluido en las figuras, mostré que las
medianas de concentracion de sacarosa siguieron en gran medida un modelo de disminucién lineal.

En la reaccioén con resazurina pH inicial 5.1 a partir de los 150 min el descenso en la concentracion de
sacarosa parecia ser similar al ocurrido durante los primeros 90 min de reaccion (Figura 13).

En la reaccion con resazurina pH inicial 6.2 los primeros 60 min de reaccion mostraron una alta
disminucién en la concentracion de sacarosa. Luego permanecia estable y a los 210 min descendié

nuevamente la concentracién de sacarosa (Figura 14).
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Con la prueba MW-U se comparé la concentracion de sacarosa en cada tiempo, durante la reaccion

resazurina y jugo primario, y no se encontré significancia al utilizar resazurina pH inicial 5.1 0 6.2. El

coeficiente de correlacion de Spearman indicé una correlacidn negativa y significativa entre las variables:

pH y concentracion de sacarosa y entre Recuento total y concentracion de sacarosa (Cuadro 6).

Figura 13. Variacién de concentracion de sacarosa

en la reduccion de resazurina pH inicial 5.1 con jugo en
primario. (3 réplicas).
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Cuadro 6. Resumen estadistico de la reaccidn resazurina y jugo primario.

(o]

., L Prueba
Comparacion de concentracion de sacarosa al -
s . L MW-U Interpretacion
utilizar resazurina pH inicial 5.1y 6.2
Valor Ua
L Diferencia en concentracion de sacarosa, al usar resazurina pH
Concentracién de sacarosa 58.0* I . e
inicial 5.1 0 6.2, result6 ser no significativa

*Valor no significativo para la prueba MW-U, el valor p>a:0.05.

- Resazurina Coeficiente de correlacion i
Variables pH inicial de rango de Spearman (rs) Interpretacion
iA _ **
PH sagggg:&rgclon g; _1'8;** Correlacion negativa significativa entre variables
Recuento total y 5.1 -1.90**
Concentracion de 6.2 1315 Correlacion negativa significativa entre variables

sacarosa

**Valor significativo para la prueba de Spearman, el valor p<a:0.05.
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V. DISCUSION

La prueba de reduccion de resazurina se puede considerar como un método barato y de fécil aplicacion
para realizar una estimacion indirecta de la concentracién microbiana. En trabajos empiricos, paralelos a
este estudio, estudiantes de Ingenieria Quimica investigan como mejorar el tiempo de respuesta. Conocer la
dinamica de desarrollo de la microbiota dentro de la misma prueba puede sustentar de forma mas coherente
y segura la busqueda de variantes para lograr optimizarla, sobre todo disminuir el tiempo de respuesta,

mientras se mantiene su confiabilidad.

Este estudio constituye el primer acercamiento al tema. Para entender la dindmica de la microbiota de
jugo primario en la prueba de la resazurina se midié el crecimiento microbiano total de meséfilos aerdbios,
los cambios en el pH de la reaccion resazurina y jugo; y los virajes a rojo y a punto final. Las mediciones
anteriores se realizaron con resazurina pH inicial 5.1 y 6.2. EIl uso de resazurina pH inicial 5.1 se prob6
siguiendo el criterio preconcebido de que podria influir en el desarrollo de la prueba, en la dindmica de
crecimiento de la microbiota. La medicidon de la reduccion de resazurina por accién de la microbiota
mesdfila aerobia, aislada del jugo, se realiz6 con la densidad éptica para observar las tendencias de virajes a
rojo y al punto final sin la interferencia de color del jugo. También se consideré como parte de la dindmica

medir la disminucion de sustrato, en este caso mediante la cuantificacion de la concentracion de sacarosa.

En la reduccién de resazurina pH inicial 5.1 o 6.2 con jugo, el descenso del pH esta asociado al
consumo de carbohidratos y a la formacién de acidos consecuente. Lo anterior, se corroboré por la

disminucién de la concentracion de sacarosa obtenida en el transcurso de la cuantificacion de la misma.

La dindmica de la microbiota en la reaccién resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con jugo, mostré que en el
periodo de incubacién utilizado, de hasta de cuatro horas, la microbiota no se comport6 siguiendo la curva
de crecimiento acostumbrada de microorganismos. En general, hubo un descenso inicial en la densidad de
la microbiota. Esta fase resulté similar a la de latencia en la que la microbiota tenia que adaptar su
mecanismo metabolico a las nuevas condiciones de pH, temperatura y salinidad de la resazurina. Y resultd
mas corta en la reaccién con resazurina pH inicial 5.1, comparado con la de resazurina pH inicial 6.2.

La dindmica de la microbiota del jugo, en la reaccion con resazurina pH inicial 5.1, parecia mostrar una
posible fase de crecimiento exponencial seguida de una posible fase de muerte rapida. En la reaccién con
resazurina pH inicial 6.2 la dindmica de la microbiota no presentd esta tendencia. Sin embargo, en ambos
casos, después del tiempo de viraje a rojo ocurrié un aumento en la densidad de la microbiota, a medida que
descendia el pH. Esta pudo ser la expresion de una nueva microbiota acidéfila. Lo anterior, sustentado

también, por el continuo descenso de sacarosa observado en la cuantificacion de la misma.
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El hecho de que la expresién de la microbiota del jugo aumentd cuando el pH era cercano a 5.20, sin
importar si la reaccion era con resazurina pH inicial 5.1 0 6.2, sugiere al pH 5.2 como posible indicador de

alta expresion de la microbiota inicial del jugo, durante la reaccién con resazurina.

Segun la prueba MW-U vy la regresion logistica, el uso de resazurina pH inicial 5.1 0 6.2 con jugo no
mostrd una diferencia significativa en los tiempos de viraje a rojo y a punto final. EI coeficiente de
correlacion de Spearman indico que, en general en la reaccion resazurina con jugo, el descenso del pH se
correlacionaba positivamente con el descenso de la densidad de la microbiota del jugo. También sugirio
que existio menor cantidad de sacarosa en la reaccién cuando la densidad de la microbiota era mayor; y que

la microbiota presente a mayores pH’s medidos consumi6 mas sacarosa.

En el descenso lineal de la densidad Optica, obtenido durante la reduccion de resazurina pH inicial 5.1y
6.2 con microbiota aislada del jugo, se observé que después del viraje a rojo la disminucién de la densidad
Optica fue mayor. Esto pudo corresponder al cambio de coloracion de la resazurina 0 a un cambio de
expresion a una microbiota acidéfila; debido a que el pH posterior del viraje a rojo fue menor que el
anterior al viraje. Esta disminucion en la densidad dptica de la microbiota fue mas manifiesta en la reaccién

con resazurina pH inicial 5.1 que con la resazurina pH inicial 6.2.

En la reduccién de resazurina con microbiota aislada del jugo, las medianas de los tiempos de viraje a
rojo fueron menores con el uso de resazurina pH inicial 5.1, comparado con el uso de resazurina pH inicial
6.2. Sin embargo, segun la prueba MW-U vy la regresién logistica esta diferencia de tiempos de viraje no
fue significativa. La ANOVA que compar6 las densidades Opticas, al usar resazurina pH inicial 5.1y 6.2,
no encontré diferencia significativa entre las densidades Opticas. Segin la prueba de Spearman, la
correlacion obtenida entre pH y densidad dptica fue la contraria a la obtenida entre pH y densidad

microbiol6gica (en la reaccién resazurina con jugo).

Los resultados de usar jugo o microbiota aislada del jugo en la reduccion de resazurina difirieron,
posiblemente, porque el jugo es un sistema mas complejo. Por lo que al parecer el uso de microbiota
aislada no es buen modelo para reducir resazurina. Por otra parte, dado el nimero de muestras aqui
utilizadas y las condiciones del experimento, no se deberia considerar el tema agotado y se sugeriria, ahora

que se avanzo en los procedimientos de trabajo, realizar un estudio méas profundo.

En la dindmica de la microbiota, de las corridas particulares de resazurina pH inicial 6.2 y jugo, la
correspondencia del viraje a rojo con los diferentes valores de densidad microbiologica, sin que haya una
multiplicacion asociada, sustentan la medicién del viraje a rojo como prueba presuntiva asociada a la
densidad inicial y actividad de la microbiota presente; independiente del estadio de crecimiento de la

poblacion microbiana. Este resultado es prometedor en la confirmacion de la hip6tesis planteada de
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sustentar, mediante la dinamica estudiada, la optimizacion de la prueba de resazurina en el sentido de

disminuir su tiempo de respuesta. Que es el principal objetivo para su aplicacion operativa en la industria.

Combinando los resultados obtenidos de las variaciones de pH’s, densidades microbioldgicas y tiempos
de virajes durante la reduccidn de resazurina pH inicial 5.1 y pH 6.2 con jugo, conducen a considerar que
no es el crecimiento microbiano durante la prueba, ni el pH inicial, los determinantes; mientras que si
parecen serlo la densidad microbioldgica inicial y la actividad metabdlica que la misma desarrolla. Se
puede concluir preliminarmente que el resultado de la prueba estd dado por la densidad y actividad
microbiologica en el momento inicial de la prueba y no por el desarrollo microbiolégico dentro del propio
tubo de la prueba experimental. Por lo que modificar las condiciones de cultivo en él, no parece ocasionar

mejoras, como aqui se ha probado.

El hecho de que el glicerol puede ingresar a las células por acuagliceroporinas, en un transporte libre
del uso de energia (Klaus, Lin y Wilson, 1980; Agre, 2003), lo hace candidato a ser usado como fuente de
carbonos para aumentar el metabolismo de la microbiota inicial del jugo. De esta forma, la microbiota

inicial reduciria antes la resazurina, porque presentaria un aumento en la respiracion celular.

Con base a lo anterior y contrario a lo esperado, comenzar la reaccién de resazurina pH inicial 5.1 con

jugo parece no aminorar el tiempo de viraje a rojo, por lo que por el momento debe descartarse esa opcion.

Como ya se ha indicado en parrafos anteriores, este tipo de trabajo combina hacer pruebas puntuales de
recuentos microbiol6gicos en matrices donde hay incertidumbre del resultado. Lo que obliga a multiplicar
las diluciones y mediciones de parametros fisicoquimicos asociados a la actividad microbiana, requieren
mucha sincronizacién, sobre todo en casos como estos en que ha de hacerse sobre una prueba cuyo objeto
de estudio esta en el tiempo limitado de los primeros 45 minutos de ensayo. Cada corrida requirié un
tiempo de preparacion considerable, impidiendo una abundancia de repeticiones para obtener conclusiones

mas definitivas.

No obstante, con estos resultados preliminares se han precisado los procedimientos y la orientacién

para ampliar el estudio posterior.
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V. CONCLUSIONES

1. El cambio de pH inicial de la solucion de resazurina no disminuy6 significativamente el tiempo
de respuesta de la prueba, por lo que al parecer la adaptacion de la microbiota al medio de resazurina no

afecta los tiempos de viraje.

2. En las condiciones del experimento, el cambio de pH no parece afectar el desarrollo de la

microbiota durante la reaccion. Pero otros cambios pueden ayudar.

3. Se cumplié con el objetivo principal, de establecer un modelo de desarrollo de la poblacion
microbiana en la prueba de la resazurina.

4. Aunque de forma preliminar, se evidenci6 la importancia de conocer la dinamica de desarrollo

microbiano en el sustento de disminuir el tiempo de respuesta de la prueba de resazurina.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Estudiar la actividad metabdlica y enzimatica inicial de la microbiota durante la reduccién de

resazurina con jugo primario, para entender la dinamica de la microbiota en la reaccion.

2. Los tiempos de viraje a rojo mostraron mayor dependencia de la densidad microbiolégica inicial en
el jugo, y su posible actividad, que del incremento de la misma dentro de la reaccion resazurina-jugo. Por

lo que se recomienda:

a. Continuar con el estudio del viraje a rojo en relacion con la densidad microbioldgica inicial

para validar su utilizacion como prueba presuntiva de uso en condiciones fabriles.

b. Repetir la prueba con diferente densidad inicial de microbiota del jugo. Por ejemplo

aumentando la concentracion inicial del jugo.

c. Utilizar el glicerol como sustrato adicional en la reaccion, para aumentar el metabolismo de la

microbiota inicial del jugo y que esta reduzca méas rdpidamente la resazurina.
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VIIl. APENDICE

A. Procedimiento de toma de muestra

1. Muestreo

a. Previo al ingreso al Ingenio Pantaledn se contd con la autorizacion del sefior
Eddy Serrano (Encargado de laboratorio). Para ingresar a la planta durante el muestreo, el
Ingenio prestd casco de seguridad industrial y proteccion auricular. Asi mismo envié un
operario de la planta para ayudarme en el transporte de la hielera en el Ingenio.

b. Las muestras se tomaron del primero molino del Tandem con ayuda de un
recipiente de metal que tenia soldada una vara de metal.

c. Las muestras se almacenaron en frascos limpios de plastico de 250 ml de
capacidad. Cada recipiente fue enjuagado con jugo y posteriormente llenado.

d. Después de llenado se almacenaron temporalmente las muestras en una hielera

con hielo para ser transportado hasta la Ciudad de Guatemala.

B. Preparacién de soluciones y medios de trabajo

1. Preparacion de medios de cultivo

a. Plate Count Agar (PCA)

1) Se pesé en papel parafinado 22.5 g de medio PCA Merck por cada litro a
preparar.

2)  Se transfirié el medio pesado a un erlenmeyer limpio y se adiciond el volumen de
agua necesario, se calent6 a ebullicién con agitacion constante.

3)  Se transfirié la mitad del volumen a otro erlenmeyer de igual volumen, de forma
que quedaba la mitad o tres cuartos del erlenmeyer lleno, se colocé el tapon de gasa y
algodén y cinta testigo.

4)  Se autoclaveo por 15 min a 121° Cy 15 psi (Merck, 1994).

5) Antes de abrir la autoclave se esper6 que la presién fuese cero PSI y la
temperatura de 45+5° C.

6) El medio permanecia a 70+5° C hasta su uso. Para verterlo en cajas se enfriaba a
45+5° C (Noack, 2008)



b. Agua peptona

1) Se pesaban en papel parafinado 2.55 g de agua de peptona Merck por cada litro a
preparar.

2) Se agregaba el contenido pesado en un erlenmeyer limpio y se agregaba el
volumen medido en una probeta limpia. Se calentaba a ebullicién con agitacién constante
para disolverlo.

3) Se transferia el volumen total a dos erlenmeyers, de forma que quedaban llenos
hasta no mas de 2/3 de su capacidad total. Se pegaba cinta testigo.

4)  Seautoclaveaba 15 min a 121° C y 15 psi (Merck, 1994).

5) Antes de abrir la autoclave se esperaba que la presion fuese cero psi y la
temperatura de 45+5° C.

6) Elagua de peptona se almacenaba en refrigeracion hasta su uso.

c. Siembras por vertido

1) Se limpiaba el gabinete de flujo laminar de bioseguridad Il con agua y se
desinfectaba con etanol 70%. Se desinfectaba con luz UV de 10-15 min.

2) Dentro del gabinete se rotulaban las cajas Petri con el nimero de dilucion y el
tiempo de incubacidn: desde el tiempo cero cada 30 min hasta Ilegar a los 240 minutos
esperados de reduccion de la resazurina en jugo de cafia. En algunas muestras se incubd
hasta los 300 min.

3) Con una micropipeta Eppendorf P1000 y una punta autoclaveada se tomaban
1000 pl de la mezcla resazurina-jugo primario y se agregaban a un tubo de ensayo que
contenia 9 ml de agua de peptona. Esta era la dilucién 1:10 de la mezcla resazurina-jugo
primario.

4)  Se realizaban las diluciones seriadas hasta obtener la dilucién 1:10”. Cambiando
de puntas entre cada dilucién. Dependiendo de la muestra de jugo a veces sélo se llegaba
a la dilucién 1:10°.

5) De las diluciones 1:10° y 1:10° o 1:10° y 1:10”7 se agregaban 1000 pl de
inoculo al centro de la caja Petri rotulada que correspondia.

6) Se afiadia el medio Plate Count a 40+5° C sobre el in6culo hasta cubrir la caja,
para que este se esparciese por toda la caja. Se agitaba la caga haciendo movimientos
circulares hasta completar ocho ciclos completos.

7) Se tapaba la caja.

8)  Se verificaba que el medio ya hubiese solidificado.

9) Seincubaban las cajas invertidas por 48 h a 32+2° C.



10) Para el recuento: se contaba el ndmero de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) en cada caja. Se contaban las cajas con 25-300 colonias. Este nimero de UFC se
multiplicaba por el factor de dilucidn. Y se reportaba el resultado como UFC/mI (Noack,
2008).

11) Analisis del recuento: al resultado del recuento se le calculd el logaritmo base 10.

De forma que en los graficos aparece como [log(UFC)]/ml.

Preparacion de soluciones

a. Solucion de &cido fosférico 0.01 N (50 ml)

1) En un beaker de 10 ml se agregaron aproximadamente 5 ml de agua
desmineralizada.

2) Se midieron en una pipeta de 1 ml de capacidad 0.1 ml de &cido fosférico y se
agregé el contenido al beaker.

3) Se agité con una varilla de vidrio y se trasladdé el contenido a un bal6n
volumeétrico de 50 ml de capacidad. Se aforardé a 50 ml con agua desmineralizada.

4)  El &cido se almacend en un frasco debidamente rotulado.

b. Preparacion de soluciones de resazurina

1) Se pesaba en papel parafinado 9.0 g de NaCl y 0.01g de reactivo de Resazurina
Aldrich 92%.

2) Se disolvian ambos reactivos en un beaker o erlenmeyer de 100 ml con agua
desmineralizada.

3) Se trasladaban a un balén volumétrico de 1000 ml de capacidad y se aforaban con
agua desmineralizada.

4)  Se esterilizaba en bafio de maria a ~100° C durante una hora.

5) Seguido de la esterilizacién se cambiaba el pH de la solucion a 5 con gotas de
acido fosfdrico 0.01 N (Ver inciso B.2.a)) agitacién constante y un pH-metro; o se dejaba
con su pH de ~6.

6) La solucién se mantenia almacenada hasta un mes a 4° C y protegida de la luz
(Toté et. Al., 2009; Noack, 2008). Después de este tiempo se desechaba y se preparaba

una solucién nueva.

c. Preparacion de soluciones de sacarosa para la curva de calibracion de sacarosa
1) Para el estdndar 0.5M: se pesaron 8.5515 g de sacarosa Merck KGaA en un papel

parafinado.



2)  Enun beaker de 50 ml se disolvieron con ~25 ml de agua desmineralizada.

3)  Se afor6 en un balén volumétrico de 50 ml con agua desmineralizada.

4)  Se realizé el mismo procedimiento para la solucién de 0.25 M y 0.125 M.

5) Se guardaron las soluciones debidamente rotuladas hasta su analisis.

d. Preparacién de solucién de hidréxido de sodio 0.01 N

1) Se pesaron 0.0333 g de hidroxido de sodio en un papel parafinado.

2) En un beaker de 50 ml, con 25 ml de agua desmineralizada, se disolvieron las

perlas de NaOH.

3) Se afor6 en un balén volumétrico de 50 ml con agua desmineralizada.

4)  Se guardo la solucion debidamente rotulada.

C. Cuadros

Cuadro 7. Medianas de tiempos de viraje a rojo y a punto final.

a. Reaccidn de jugo primario y resazurina

Viraje a rojo, resazurina pH

Viraje a punto final, resazurina pH

inicial inicial
pH 5.1 pH 6.2 pH 5.1 pH 6.2

180 30 240 120

Tiempos de viraje 120 150 300 240

(minutos) 150 180 240 150
180 210 270
150 30 240

Mediana 150 150 240 150

b. Reaccion de microbiota aislada del jugo y resazurina

Viraje a rojo, resazurina pH

Viraje a punto final, resazurina pH

inicial inicial
pH 5.1 pH 6.2 pH 5.1 pH 6.2
120 270 240 240
Tiempos de viraje 120 180 240 240
(minutos) 90 180 210 240
90 150 270
90 90 210
Mediana 90 180 240 240




Cuadro 8. Prueba MW-U en la comparacion de tiempos de viraje de la reduccion de resazurina

con jugo primario y con microbiota aislada (McFarland 1.0).

Viraies con resazurina Tamafio Nivel de significancia para a
! de muestra Prueba no direccional a: 0.05
Limites del
a: pH b: pH Valor valor Ua
inicial 5.1 | inicial 6.2 Na | Nb Ua [Inferior, ValorZ | Valorp
Superior]
a. Reaccidn jugo primario y resazurina
Viraje a rojo
180 30
) o 120 150
Tiempos de viraje 150 180 5 | 5 | 1120 | [223] 021 | 0.8337
(mins)
180 210
150 30
Mediana (mins) 150 150
Viraje a punto final
240 120
300 240
Tiempos de viraje _ _
(mins) 240 150 5 3 15 [1, 14]
270
240
Mediana (mins) 240 150
b. Reaccion microbiota aislada del jugo (McFarland 1.0) y resazurina
Viraje a rojo
120 270
) o 120 180
Tiempos de viraje 90 180 5 | 5 | 215 | [223] 178 | 00751
(mins)
90 150
90 90
Mediana (mins) 90 180
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Viraies con resazurina Tamafio Nivel de significancia para a
! de muestra Prueba no direccional a: 0.05
Limites del
a:pH b: pH Valor valor Ua
inicial 5.1 | inicial 6.2 Na | Nb Ua [Inferior, Valor Z | Valorp
Superior]
Viraje a punto final
270 240
240 240
Tiempos de viraje _ _
(mins) 210 240 5 3 9.0 [1, 14]
240
210
Mediana (mins) 240 240
c. Concentracion de sacarosa en la reaccién jugo primario y resazurina
0.04468 0.05720
0.04200 0.05260
0.03600 0.04095
Medianas de 0.03300 0.03933
concentracion de
sacarosa 0.03283 0.03570 9 9 58.0 [17, 64] -1.50 | 0.1336
(Molar) 0.03208 0.03430
0.02673 0.03352
0.02298 0.03310
0.02056 0.02514
Mediana (Molar) 0.03283 0.03570
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Cuadro 9. Prueba de correlacion de rango de Spearman y prueba de correlacion de rango

significativa como andlisis de asociacion lineal entre variables.

Coeficiente de
correlacion de

Prueba de correlacion de rango
significativa (a: 0.05

Interpretacion

Variables rango de Desviacion esg gils?tzco Valor Correlacion
Spearman:r, estandar; oy Z P sugerida por r
a. Reaccidn jugo primario y resazurina
Resazurina pH inicial 5.1
pH y Recuento
total de . .
mescfilos 0.91 0.35 2.57 0.0102* | Positiva
aerobios
Resazurina pH inicial 6.2
pH y Recuento
total de * o
mescfilos 0.97 0.35 2.73 0.0063* | Positiva
aerobios
b. Reaccion microbiota aislada del jugo (McFarland 1.0) y resazurina
Resazurina pH inicial 5.1
pH y densidad i i * .
optica 1.91 0.35 5.40 0.0001* | Negativa
Resazurina pH inicial 6.2
pH y densidad i * .
optica 1.79 0.35 5.07 0.0001* | Negativa
c. Concentracion de sacarosa en la reaccion jugo primario y resazurina
Resazurina pH inicial 5.1
pHY
concentracion -1.01 0.35 -2.84 0.0045* | Negativa
de sacarosa
Recuento total
de mesofilos
aerobios y -1.90 0.35 -5.38 0.0001* | Negativa

concentracion
de sacarosa
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Coeficiente de Prueba de correlacin de rango Interpretacion
L significativa (a: 0.05
. correlacion de
Variables s Valor L
rango de Desviacion estadistico | Valor Correlacion
Spearman:r estandar: oy Z P sugerida por r
Resazurina pH inicial 6.2
pHY
concentracion -01.02 0.35 -2.87 0.0040* | Negativa
de sacarosa
Recuento total
de mesofilos
aerobios y -1.31 0.35 -3.71 0.0002* | Negativa
concentracion
de sacarosa

* El valor p es significativo (p < @:0.05), rechazando la hipdtesis nula de falta de correlacion
de rangos.
Para la prueba de correlacion de rango, el valor de la Media 1,s=0.

Cuadro 10. Regresion logistica de los tiempos de virajes en la reduccion de resazurina con jugo

primario y con microbiota aislada (McFarland 1.0).

Regresion lineal ajustada: modelo logit Probabilidad
Viraie Intercento Coeficiente: OR: Coeficiente 2 df Valor p
! P B exp(B) R X 005 (¢=0.05)
a. Reaccidn resazurina pH inicial 5.1y 6.2 con jugo primario
A rojo 0.30 -2.20E-03 0.9978 0.05 0.06 | 1 0.8017
Qngll‘”to 1.86 -8.70E-03 | 0.9913 0.94 128 | 1| 0.2579

b. Reaccion resazurina pH inicial 5.1 y 6.2 con microbiota aislada de jugo (McFarland 1.0)
A rojo -1.92 1.22E-02 1.0122 0.54 213 | 1 0.1446

ﬁngll‘”to 838 3.66E-02 | 1.0373 1.00 054 | 1| 04620




D. Gréficas

1. Variaciones particulares de la reduccién de resazurina pH inicial 5.1 y 6.2

con jugo primario

Figura 15. Variacion de pH durante la Figura 16. Variacion de pH durante la reduccion

reduccién de jugo con resazurina pH inicial
5.1.

de jugo con resazurina pH inicial 6.2.
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Figura 17. Dindmica de la microbiota del jugo
en la reduccion con resazurina pH inicial 5.1.
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Figura 18. Dindmica de la microbiota del jugo
en la reduccion con resazurina pH inicial 6.2.
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2. Variaciones particulares de la reduccion de resazurina pH inicial 5.1 0 6.2

con microbiota aislada de jugo primario (McFarland 1.0)

Figura 19. Variacién de pH durante la reduccién
de microbiota aislada con resazurina pH inicial

5.1

Figura 20. Variacion de pH durante la
reduccion de microbiota aislada con resazurina

pH inicial 6.2.
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Figura 21. Dindmica de la microbiota aislada del
jugo en la reduccion con resazurina pH inicial

Nota: El tiempo de viraje a rojo de la Corrida
1 ocurri6 a los 270 mins.

Figura 22. Dindmica de la microbiota aislada

del jugo en la reduccioén con resazurina pH
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3. Variaciones particulares de la cuantificacién de concentracion de sacarosa

en la reduccidn de resazurina pH inicial 5.1 0 6.2 con jugo primario

Figura 23. Variacion de concentracion de sacarosa Figura 24. Variacion de concentracion de
durante la reduccion de jugo primario con resazurina sacarosa durante la reduccion de jugo primario
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