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PREFACIO

En julio de 2007 se comenzd a trabajar un proyecto multidisciplinario para el
establecimiento de un sistema de control microbioldgico en la Industria Azucarera. De
esta primera etapa surgio la necesidad de optimizar parte de los procedimientos y

desarrollar un bactericida bioldgico para uso del proceso.

Este trabajo, comenzado en julio de 2008, se orienta en la porcion que corresponde a
los procedimientos microbiolégicos y de la estandarizacion de procesos internos y de

gestion de personal en el ingenio Pantaléon.
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RESUMEN

Como parte y continuacion del trabajo de Establecimiento de un Sistema de Control
Microbiologico en la Industria Azucarera, en éste se muestran los resultados de los
estudios microbiolégicos comparativos de la microbiota general y microorganismos
especificos en los jugos de cafia circulantes en el area de molida, asi como la

estandarizacion de procesos y la gestion de personal para la implementacion del sistema.

En particular, se obtuvo la proporcién en que Leuconostoc mesenteroides y otras dos
bacterias seleccionadas como las de mayor presencia se encuentran entre los jugos
circulantes y en el caso de L. mesenteroides se hace el primer intento de evaluar su
agresividad mediante efectividad enzimatica de dextransucarasa. Tanto para la microbiota
total, como para cada una de las cepas aisladas como mas abundantes, se estudié con
métodos microbioldgicos clésicos la accion de los bactericidas a diferentes
concentraciones y especialmente las usadas en el ingenio de referencia, concluyéndose
que en general, la forma actual no parece ser la méas indicada. EIl método utilizado puede

ser (til a la industria para disefiar sus procedimientos de aplicacion de bactericidas.

Considerando que uno de los objetivos finales del trabajo es el desarrollo de un
bactericida bioldgico, se estudiaron diversos medios de cultivos costo-efectivos a partir
de los productos azucareros para el monitoreo y el cultivo de cepas puras de L.
mesenterorides, concluyéndose que los que usan la miel primaria como principal

componente, son los mejores, entre otros superiores a los reportados.
Como parte del proceso de establecimiento del sistema propuesto, se estudian las

diferentes variables para optimizar los procedimientos operativos y de gestion de

personal.

XVi



. INTRODUCCION

La industria azucarera es una de los principales rubros de la economia de Guatemala
por lo que debe mejorar continuamente su eficiencia. El efecto de la actividad
microbioldgica es un factor que afecta con gran impacto negativo a la industria azucarera,
ya que los productos que se manejan, en especial los jugos de cafia y el propio tallo de
ésta, tienen condiciones ideales para la instalacion, crecimiento y desarrollo de una
variada microbiota. Aunque también son de importancia en la fase de producto final
donde constituyen un problema de calidad, aqui se prioriza la fase inicial del proceso
industrial que es donde los microorganismos degradan sacarosa perdiéndose cantidad
considerable del producto a obtener y que ellos consumen como parte de su nutricién;
pero de igual manera es muy negativo para la industria, la cantidad de sustancias que
ellos vierten al medio, algunas muy perjudiciales, como parte de su metabolismo. Estas
sustancias se mantienen en los productos cuando practicamente toda la microbiota es

eliminada en las fases calientes del proceso, comenzando por la clarificacion.

Las sustancias indeseables vertidas pertenecen fundamentalmente al grupo de los
acidos organicos y las gomas (oligo y polisacaridos). Numerosos microorganismos han
sido reportadas como productores especiales de estas sustancias, aunque hay una
coincidencia casi total en considerar a la especie Leuconostoc mesenteroides productora
de dextrana a partir de la sacarosa, como la mas perjudicial. En experimentos
preliminares con jugos de cafia de la industria guatemalteca se encontr6 la presencia

predominante de dicha especie en ellos.

En general, ademas de los procedimientos de limpieza y desinfeccién con vapor, es
usual que la industria azucarera utilice desinfectantes quimicos para intentar frenar la

actividad microbiana y sus efectos.

Los datos mas importantes de la investigacion antecedente y sobre el trabajo que se
ha realizado en los pasados 18 meses sobre el proceso de produccion del azucar y la

actividad microbiologica en él. En él se encuentran las importancias méas grandes del



proceso general del ingenio Pantaledn y se presentan los resultados obtenidos acerca de la
actividad y presencia de los microorganismos mas importantes dentro del proceso
azucarero. En este trabajo se hace mencion a investigaciones anteriores hechas con
bacterias importantes dentro del proceso azucarero de otro ingenio importante en
Guatemala, pero éste trabajo unicamente muestra datos sobre los microorganismos y su
actividad en los distintos puntos del proceso del ingenio Pantaledn. Aqui se muestran
datos sobre el crecimiento de la bacteria mas importante en el proceso azucarero el
Leuconostoc mesenteroides, y dos bacterias que las pruebas han indicado que se pueden
identificar como las siguientes méas abundantes y son identificadas por las pruebas como
Lactobacillus casei y Bacillus stearotermophillus. Estas bacterias fueron las mas
abundantes en crecimiento luego de L. mesenteroides y se les dio importancia desde

comienzos del estudio para lograr su investigacion e identificacion.

La propuesta incluye comparar los resultados obtenidos en la etapa anterior, en otro
ingenio, con la caracterizacién del que constituye el universo de estudio en el presente:
ingenio Pantaledn. Especialmente se evaluaran diferentes medios de cultivo para el
aislamiento, identificacion y desarrollo de Leuconostoc mesenteroides, se optimizara la
evaluacion de desinfectantes quimicos y se desarrollaran procedimientos para la
evaluacion de la agresividad de cepas aisladas, ademas de la identificacion de dos
bacterias de importancia en el proceso y la evaluacion econdémica que estos estudios

implican.

Con este trabajo se muestra informacion clave sobre la microbiota total y tres de las
bacterias mas abundantes en el proceso azucarero del ingenio Pantaledn, Guatemala. Con
pruebas microbiolégicas y bioguimicas se analizé el comportamiento de crecimiento de
la microbiota total y de las bacterias por separado para conocer mas acerca de las
interacciones microecologicas entre ellas. Se espera que se aproveche la informacion de
este trabajo para un control més efectivo de la microbiota de los tandem y de las bacterias
por separado, lo cual permitird rendimientos mas altos y una produccion mas eficiente

dentro de los procesos clave del ingenio. Con este estudio se sientan las bases para



estudios posteriores acerca de las bacterias mas abundantes y su interaccion dentro de una

microbiota compleja de los procesos azucareros en Guatemala.

A raiz de de estas implementaciones se han hecho reajustes en los procesos, en el
establecimiento y manejo de personal dentro de las empresas para que su funcionamiento

sea el mas eficiente.

En la evaluacion econémica, se trabajo en el estudio de costo-beneficio relacionando
las pérdidas estimadas a causa de la actividad microbioldgica y el beneficio econémico
acoplado a la implantacion del sistema propuesto, asi como un andlisis de los beneficios
para un ente exterior que preste el servicio al ingenio tomando como referencia el
“Analisis de sostenibilidad” elaborado para la Industria Azucarera en Guatemala por

Pérez y Pratt.

Es gracias a los avances vistos en las fases anteriores que se proponen la continuacion
y desarrollo del proyecto con nuevos objetivos a cumplir y procesos a desarrollar
siguiendo en la misma linea del mejoramiento del estudio y optimizacion del analisis con

el fin de aumentar la productividad del ingenio reduciendo las pérdidas en azUcares.

Para este trabajo se ha buscado llevar estos ajustes, tanto en procesos como en
personal, al maximo nivel de ordenamiento. El proyecto se ha venido realizando desde
hace ya tres afios y esto ha dado lugar a observar los diferentes cambios que sufre la
industria azucarera durante la optimizacion de sus procesos, pero no es sino hasta la etapa
en curso, del periodo 2008-2009 que se han podido establecer los estandares necesarios

para el ordenamiento de procesos y de personal.



[I.  ANTECEDENTES

A. Laindustria azucarera

El azlcar se conoce desde hace més de 5,000 afios, pero no fue sino hasta la Edad
media que llegd a Espafia, por lo que su expansion esta ligada con la conquista. Hablar de
azucar significa hablar de remolacha azucarera y de la cafia de azUcar. En el caso de la
remolacha azucarera se conoce que inicio su cosecha en la época de Napoleon. La ruta de
la cafia de azlcar es conocida por ser de Oriente a Occidente, desde el océano indico
hasta el Mediterraneo y finalmente el Atlantico (Azcoytia 2006).

En el siglo VII se marcé en la historia la difusion del consumo de azlcar. Los arabes
fueron quienes iniciaron con el cultivo de la cafia de azlcar y los egipcios fueron quienes
perfeccionaron su proceso y refinacion. Con el descubrimiento de Ameérica por los
espafoles, el azucar llega a Santo Domingo donde se inicia su cultivo, seguido de Cuba y
México. A finales del siglo XVII la produccién y el consumo de azucar estaban

expandidos a nivel mundial (Azcoytia 2006).

De acuerdo a datos de la FAO, la produccion mundial de aztcar en 2007/08 alcanzé
los 168 millones de toneladas métricas (FAO 2008). Segln prondsticos de Perspectiva
Alimentaria FAO, en 2008/09 la produccion mundial de azucar disminuira respecto a
2007/08. Sin embargo, se prevé que el consumo mundial aumente considerablemente, por
lo que se considera que el consumo superaré la produccion para este ciclo de la industria
azucarera (FAO 2008).

En América Latina y el Caribe el principal pais productor es Brasil; su produccion de
1998 fue de 15.5 millones de toneladas, seguido por México con 5.2 millones y en tercer
lugar, Cuba con 3.2 millones. Todavia para el afio 1996 Guatemala estaba en tercer lugar,
antecedido por Brasil y Cuba, pero se en este momento las estadisticas presentan que se
encuentra en un séptimo lugar de produccion de azucar (Garcia 2000). Es importante

mencionar también que la produccion azucarera cubana después de la



desintegracion de la Union Soviética, en la década de 1990 se vio reducida debido al
rompimiento de los acuerdos preferenciales que Cuba tenia con los paises socialistas para
entregar azucar a cambio de combustible y otros productos. Guatemala podria aprovechar
este hecho ya que la produccion azucarera cubana en la década de los 90 no ha podido
alzarse de nuevo ya que no cuenta con suficientes insumos para la produccion, ademas de
factores climaticos adversos que han ocurrido desde la recaida. Esta fue una de las
ventajas que tuvo México para colocarse en el segundo lugar de produccion ya que
también tuvo una aguda crisis que se dio inmediatamente después de la reprivatizacion,
pero han logrado levantar la produccion e incluso han superado las expectativas de
produccidén planteadas para la industria azucarera del pais, y lograron asi superar en tan
solo cuatro afios (1995-98) la produccién cubana (Garcia 2000). Guatemala cuenta con
una industria azucarera historica y bien industrializada lo que le otorga competitividad a
nivel latinoamericano, por lo que es importante evaluar los aspectos que puedan hacer el
eleve sus niveles de produccion y se disminuyan los factores que de alguna manera

afectan la eficiencia del proceso (Garcia 2000).

Guatemala cuenta con, por lo menos, 13 tipos distintos de suelos, de los cuales 26%
son para produccién agricola intensiva, incluyendo la produccion de cafia de azlcar; los
mejores suelos son usados para la produccion de monocultivos de agroexportacion. La
produccion de cafia de azlcar es intensiva en varios aspectos, el mas importante de ellos
es la utilizacion de agua, ya sea a través del riego por aspersion, por canales o por
inundacion. En Guatemala, el cultivo de cafia ha venido desplazando otros cultivos y
concentrando la produccion en manos de los grandes ingenios (Pérez y Pratt 1997).

Cuadro 1: Distribucién de la produccién de azucar 1995/96.

Destino Quintales Porcentaje
AzUcar de consumo interno 9071998 31,83%
Azucar para exportacion al mercado E.U. 1434 357 5,03%
] ) 17 993
Azucar para el mercado mundial 644 63,14%
. 28 499
Produccién 1995-1996 999 100,00%

(Pérez y Pratt 1997)



En Guatemala, para la zafra 2004/05 operaron 15 ingenios, ubicados en 5
departamentos de la costa del Pacifico. Estos ingenios sembraron aproximadamente 200
mil hectareas generando con ello un aproximado de 45 millones de quintales de azlcar
(ASAZGUA 2006).

Cuadro 2: Ingenios de Guatemala participantes en zafra 2004/05.

Listado de ingenios

Ingenio Concepcion Ingenio La Sonrisa
Ingenio Pantale6n Ingenio La Unién
Ingenio Palo Gordo Ingenio Santa Ana
Ingenio los Tarros Ingenio Guadalupe
Ingenio Madre Tierra Ingenio Magdalena
Ingenio San Diego Ingenio El Pilar
Ingenio Santa Teresa Ingenio Trinidad
(ASAZGUA 2006)

De acuerdo a una noticia publicada en Prensa Libre el 12 de mayo de 2009, el sector
azucarero guatemalteco produjo 47.8 millones de quintales de azlcar, aumentando en
3.6% con respecto a 2008, segun datos de la Asociacién de Azucareros de Guatemala
(ASAZGUA 2006). Para la zafra 2008/09 se cosech6 220 mil hectareas y se moli6é 435.8

millones de quintales de cafia (Diaz 2009).

En la zafra que termind el 3 de mayo de 2009 se produjo 18.98 millones de quintales
de azucar crudo y 26.22 millones de quintales de azucar refinada. Durante dicha zafra, los
ingenios exportaron 689 mil toneladas métricas, siendo Corea el pais que ocupa el primer

puesto en importacion de azucar guatemalteca (Diaz 2009).

El azucar que llega a Expogranel es analizada 12 veces antes de autorizar su
exportacion. Expogranel, la terminal de exportacion de azucar, se encuentra entre las tres
mas eficientes a nivel mundial, siendo comparada con terminales especializadas de Brasil
y Australia (Diaz 2009a).



Cuadro 3: Paises a los que mas se export6 del 1 de noviembre

de 2008 a 5 de mayo de 2009 (en toneladas métricas).

Pais A granel (cruda) Refinada Total %

1.Corea 153,822 -- 153,822 22.32
2.Chile -- 138,496 138,496 20.10
3.Indonesia 85,730 - 85,730 12.44
4.Estados Unidos 48,610 26,671 75,281 10.92
5.Canada 49,000 1,799 50,799 7.37
6.China 50,000 -- 50,000 7.26
7.Malasia 42,370 -- 42,370 6.15
8.Jamaica 14,817 12,560 27,377 3.97
9.Taiwan 22,675 3,325 26,000 3.77
10.Haiti 4,408 2,000 6,408 0.93
TOTAL 477,874 211,235 689,109 100
(Diaz 2009)

La agroindustria azucarera representa aproximadamente el 24% del valor total de la
produccion agricola guatemalteca y el 14% de las exportaciones totales del pais. Ademas,
de acuerdo a datos del 2005, representa alrededor del 3% del PIB, generando empleo a
méas de 300,000 personas. De acuerdo a datos recolectado por ASAZGUA en 2005
Guatemala se encuentra en el 5to exportador de azlcar a nivel mundial y 2do a nivel
latinoamericano (ASAZGUA 2006).

Las estadisticas han mostrado que la industria azucarera de Guatemala continla
creciendo y mejorando su produccion, su rendimiento, capacidad, exportaciones y
tecnologia. De acuerdo con la ASAZGUA, la industria azucarera espera incrementar su
capacidad de produccién un 505% para el afio 2010. En Guatemala la cafia de azlcar es
el cultivo mas rentable entre los cultivos tradicionales, entre los cuales se acompafa del
café, el banano y la palma. El problema se ha presentado por los precios bajos del azicar
de los ultimos afios que ha cambiado esta relacion, debido a que esta industria depende en
gran medida de las exportaciones al mercado internacional. En el Cuadro 3, se observa la



diferencia de precio entre el azucar que vende el pais y el precio al que se vende el aztcar
de otros paises competidores de América Latina y el caribe al final de la década de 1990.
A finales de la década de 1990 la produccion de azUlcar de cafia contribuyo6 con el 20 por
ciento del total de la produccion agricola del pais y se estima que el &rea plantada al
iniciar la década de 2000 era de 190 000 hectareas, esto es 15 por ciento mayor que los
afios agricolas anteriores. De acuerdo con CENGICANA, el potencial para plantar cafia

puede ser de 350 mil hectareas.

Cuadro 4: Precio de la cafia de azUcar en diferentes

paises de América Latina y el Caribe (1997-98).

Pais Precio US$/T
México 23.22
Costa Rica 15.00
El Salvador 16.48
Guatemala 13.75
Honduras 14.50
Nicaragua 15.00
Panama 16.50
Brasil 12.50

(Garcia 2000)

Segin ASAZGUA, siete de los ingenios, mencionados en el Cuadro 2, generaron
aproximadamente 9% de la energia eléctrica del pais, ingenio Pantaledn es uno de ellos
(ASAZGUA 2006). El ingenio Pantaledn es una organizacion agroindustrial dedicada al
procesamiento de cafia de azucar para la produccion de azucar, mieles, alcoholes y
energia eléctrica. Tuvo sus inicios el 20 de agosto de 1849, cuando don Manuel Maria
Herrera adquiri6 la finca Pantalebn. Empezd como una hacienda ganadera y finalmente
se convirtié en un ingenio azucarero. El ingenio Pantaledn alcanzé el liderazgo de la
industria de Guatemala en 1976, siendo el ingenio de mayor volumen de produccion en
Centro América (Pantaleon 2009).



El grupo Pantaledn es el principal productor en la region centroamericana y se
encuentra dentro de los diez productores méas importantes de Latinoamérica. Como se
expresa dentro de la vision de la empresa en su pagina de Internet, los ingenios han sido
auditados por diversos clientes que buscan productos que se adhieran a los més altos
estandares de calidad, lo cual ha permitido a la organizacion acreditarse como proveedor
Premium Mundial, lo cual les permite un nivel alto en el mercado global. La organizacion
Pantaledn adquirié en 1984 la administracion y la direccién de las operaciones del
ingenio Concepcion, aumentando su volumen de produccion y elevando los niveles
totales de produccion de Guatemala. Luego del afio 1998, en el que por estrategia de
crecimiento y diversificacion geografica, la organizacion también obtiene la
administracion del ingenio Monte Rosa, localizado en la zona occidental de la Republica
de Nicaragua, con esto la organizacion integra a finales del afio 2000, los tres ingenios y
deciden participar como subsidiarias de la organizacion conocida como ‘“Pantaleon”.
Actualmente los ingenios trabajan juntos en produccion y tecnologia para elevar los
niveles de produccion del pais y ubicarlo en los niveles més altos de competencia

latinoamericana y mundial.

Cuadro 5: Principales datos de exportadores y

exportaciones en Latinoamérica y el Caribe.

Pais Exportaciones de  Porcentaje del coeficiente  Costo de produccion
azucar al mercado de dependencia de la azucar crudo
mundial exportacion/produccion centavos US$/Ib
Brasil 4 514 256 35 8.85
Cuba 3824 997 82 13.60
Guatemala 841 195 66 9.98
Colombia 745 442 37 9.07
México 292 476 7 14.23
Republica Dominicana 331030 54 Dd.12.50
Costa Rica 130 136 40 Dd. 17.25

(Garcia 2000)
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Segun ASAZGUA (2006), la agroindustria azucarera es una organizacion que se ha
convertido en una de las principales fuentes de divisas y generadora de empleos en la
economia guatemalteca. Los trece ingenios y cuatro organizaciones (ASAZGUA,
CENGICANA, FUNDAZUCAR y EXPOGRANEL) que la integran, contribuyen
decisivamente al desarrollo de algunos municipios del pais y de mas de un millon de
personas, con lo que se constituye en un factor determinante para el progreso de
Guatemala. La Asociacion de Azucareros de Guatemala (ASAZGUA) fue aprobada el 17
de septiembre de 1957 en la ciudad de Guatemala. El desarrollo de la agroindustria
azucarera guatemalteca, ha tenido como base fundamental la unidad de sus integrantes,
para desarrollar politicas, programas y proyectos en forma conjunta. En Guatemala, la
produccion azucarera siempre ha tenido caracter privado y no ha contado con apoyos
externos, ni del Estado, contrario a lo que ha sucedido en la mayoria de los paises
productores de azlcar. Como otros objetivos de las organizaciones azucareras esta el
desarrollo tecnoldgico en los ingenios y en el pais. Siete de estos ingenios generaron,
durante el afio 2006, aproximadamente 586.9 MW de energia eléctrica, lo que representa
un aporte del 9.00 % de la generacion nacional (ASAZAGUA 2006) Estas
organizaciones estan constantemente a la busqueda de cualquier tipo de investigacion o
beneficio tecnoldgico que brinde a la Industria Azucarera Guatemalteca y al pais un nivel

mas alto de competitividad y produccion en una escala global.

B. Proceso industrial de la fabricacion del azlcar crudo a partir de cafia de azucar

La siembra de la cafia de aztcar comienza desde la seleccion de una buena semilla, la
seleccion se da en un semillero, bien cultivado y que se confirme que esté libre de plagas
y enfermedades. Cuando la planta llega a los 7- 9 meses de edad, se cortan los tallos de
cafia de azUcar en trozos de unos 45 cm, con 3-5 yemas, que son las que van a dar origen
a las nuevas plantas. Es importante que la calidad de la semilla garantice un alto
porcentaje de germinacion de las yemas para tener un buen comienzo para la plantacion
(Flores 1976).
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El proceso de la industria azucarera requiere de la preparacion del suelo y la siembra
de la cafia de azucar, requiriendo mano de obra calificada y supervision durante el

crecimiento del cultivo (Zucarmex 2003).

La semilla se coloca en el fondo de un surco de siembra y es cubierta con tierra para
proceder a dar el primer riego. La planta puede comenzar a cortarse mas 0 menos a los 70
dias de crecimiento, en este momento se coloca la planta en una elevacion para que se
pueda fertilizar con nitrégeno hasta el momento de cosechar la planta, que es un proceso
que dura hasta 12 meses luego del momento de la plantacion de la semilla (Flores 1976).
Una vez sembrada la cafia de azlcar tarda aproximadamente 7 meses en alcanzar su
madurez y poder someterla a un proceso conocido como zafra. Para ello se lleva a cabo
previamente la quema de las areas sembradas, listas para la cosecha, para facilitar el
proceso de corte de la cafia. El corte de la cafia puede realizarse a mano o bien por
métodos mecanizados. Una vez cortada la cafia se pasa al proceso de alce y transporte al
ingenio (Pérez y Pratt 1997). Durante todo el proceso de siembra y corte es necesario
mantener un control de malezas para evitar que desnitrifiquen el suelo o priven de
nutrientes a la cafia. Durante la preparacion de la cafia antes del corte se puede usar
también productos naturales o quimicos que ayuden a incrementar el contenido de
sacarosa en la cafia y pueden agregarse unas semanas antes de la fecha de corte (Flores
1976).

Al ingresar al ingenio, los camiones transportadores de cafia son pesados y se toma
una muestra de la cafia para que sea analizada en el Laboratorio de cafa del ingenio. La
cafia pasa por un proceso de lavado intensivo con agua caliente para eliminar tierra y
otros contaminantes adicionales que resten pureza o disminuyan el rendimiento de azlcar
(Pérez y Pratt 1997).

Una vez lavada la cafia pasa a una banda conductora que alimenta a las picadoras. Las
picadoras con ejes provistos de cuchillas giradoras cortan la cafia dandole un tamafio

uniforme para facilitar la extraccién de los jugos en los molinos (Zucarmex 2003).
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La cafia preparada llega al tandem, el cual consiste de 6 molinos. En el caso del
ingenio Pantaledn, hay dos lineas de produccion, es decir, se cuenta con dos tandem,
Ilamados A y B. Los molinos consisten en mazos metalicos rotatorios, que por medio de
presion extraen el jugo de la cafia de azucar, también conocido como guarapo. En el
recorrido del tandem se agrega agua caliente en algunos molinos para extraer el maximo
de sacarosa posible de la cafia, proceso conocido como lixiviacion. La combinacién de
los jugos de los diferentes molinos es conocido como jugo diluido, debido a la adicion de
agua. Como producto secundario del proceso de molinos se obtiene el bagazo, el cual es

utilizado como fuente de energia para las calderas (Pérez y Pratt 1997, Zucarmex 2003).

El jugo diluido pasa por un proceso de sulfitacion por eyectores seguido del proceso
de alcalizacion y clarificacion. El jugo diluido tiene un pH éacido (aproximado pH 5,2),
debido a los acidos organicos débiles y posiblemente a la actividad de microorganismos
gue se encuentran en la cafia de azucar. Por lo anterior, es necesario un proceso de
alcalizacion en el cual se agrega cal, con el objetivo de elevar el pH del jugo y minimizar
las posibles pérdidas de sacarosa por hidrdlisis. Este proceso a la vez ayuda a eliminar
impurezas que quedaron en el jugo. El jugo alcalizado se transporta a los calentadores en
los cuales se eleva la temperatura hasta un nivel cercano al punto de ebullicién para luego
pasar al proceso de clarificacion. Esta fase es un proceso de sedimentacién, los sélidos
precipitan formando un producto secundario llamado cachaza y el jugo “claro” queda en
la parte superior del tanque y es extraido. Los solidos decantados pasar por filtros
rotatorios y al vacio, que permiten el paso del jugo pero retienen la cachaza. El jugo
obtenido luego del procedimiento descrito se conoce como jugo filtrado (Asociacion
Azucarera de El Salvador 2009, Zucarmex 2003).

El jugo claro extraido pasa a los evaporadores al cual se le extrae entre 70-75% del
contenido de agua para obtener la meladura o jarabe. Este jarabe pasa a un proceso de
cristalizacion, que se lleva a cabo en tachos al vacio. EI material resultante de la
clarificacion contiene miel (producto liquido) y azlcar (cristales), y al conjunto se le

conoce como masa cocida (Asociacion Azucarera de El Salvador 2009, Zucarmex 2003).
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Los cristales de azucar se separan de la miel mediante centrifugacion. Las centrifugas
son cilindros con mallas muy finas que giran a gran velocidad, permitiendo que el liquido
pase a través de la malla y los cristales se queden en el cilindro. Una vez eliminada la
miel, los cristales se lavan con agua caliente para pasar al proceso de refinacion. Luego
de 3 cristalizaciones sucesivas se obtiene la miel final, utilizada generalmente para la
industria de produccion de etanol (Asociacion Azucarera de El Salvador 2009, Zucarmex
2003).

Figura 1: Disefio del proceso azucarero dentro de un ingenio.
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C. Microorganismos en la Industria Azucarera

La microbiota de la cafia de azUcar sin cortar es variable, estando influenciada
principalmente por la temperatura, la humedad y la estacion del afio. Los
microorganismos pueden ser adventicios, epifitos y parasitos, pudiendo desarrollarse en

la superficie o en las uniones de las hojas con el tallo, invadir erosiones de la epidermis, o
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invadir los tejidos sanos y originar enfermedades. Las hojas y los troncos de la planta
contienen bacterias (Mayeux et. al. 1962) y levaduras y mohos (103-104/g). Las
poblaciones bacterianas de las hojas de cafa infectadas por bacterias, hongos y virus es
mayor que las de cafia sana. Las especies bacterianas que con mayor frecuencia se
encuentran en las hojas y tallos normales son Flavobacterium, LactoBacillus,
Xanthomonas, Enterobacter (probablemente Klebsiella pneumoniae), Pseudomonas,
Erwinia, Leuconostoc, Bacillus y Corynebacterium. Algunas de estas especies son
potencialmente patégenas para las plantas. También estan presentes las levaduras y los
mohos (Daeschel et. al. 1981).

Son varios los intereses en la investigacion de la microbiota y las interacciones
ecoldgicas que ocurren en un sustrato tan rico para la vida como la cafia de azlcar. La
microbiota de la cafia de azlUcar es muy amplia y a pesar que de los intentos por
disminuirla en varios puntos del proceso, los microorganismos presentes al inicio del
proceso o en algunos puntos después pueden llegar a afectar el rendimiento y pureza del
azucar que se produce en el ingenio. Uno de los mayores retos a los que las personas
tienen que hacer frente hoy dia es proteger al medio ambiente y a las relaciones
ecologicas en él, satisfaciendo al mismo tiempo las necesidades basicas de alimentacion
de la poblacién. Las bacterias en la cafia de azlcar tienen un ambiente propenso para
crecer y son de beneficio cuando ayudan a la planta en el proceso de fijacion de nitrégeno
y en la absorcion de nutrientes que la ayudan a crecer. El problema estd cuando la
actividad de estos microorganismos no se reduce y persiste luego de la quema y corte y
pueda llegar a afectar el proceso azucarera, causando pérdidas de azlcar y pérdidas

monetarias para el pais.

La industria de la cafia de azucar procesa el jugo de cafia, material de cualidades
idoneas para el desarrollo de la actividad microbiana. En su composicion se encuentran
sustancias que pueden ser utilizadas por los microorganismos como nutrientes,
fundamentalmente azlcares y compuestos nitrogenados, a los que se unen vitaminas y
otras sustancias indispensables para la actividad de los seres vivos. Cuando la cafia llega

al central, viene con una microbiota variada, cuyo origen se ha discutido durante afios
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(Mayeux et. al. 1962, Herndndez y Sainz 1987). Se plantea que hay una microbiota
epifita que vive sobre el tallo de la planta y es propia de ella. El calentamiento de los
jugos, durante la alcalinizacion y su evaporizacion posterior y concentracion, minimizan
las acciones microbianas y por lo tanto, las concentraciones microbianas iniciales en las
etapas intermedias del proceso de produccién de azucar. Sin embargo, los primeros
estudios para determinar las poblaciones de los microorganismos que se mantienen en el
bagazo de cafia después de este proceso, fueron realizados por la Dra. Carone en los afios
sesenta, utilizé para esto las pilas destinadas a la obtencion de papel. En estos trabajos, se
identificaron varias especies de hongos (Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger,
Rhizopus nigricans, Penicillium citrinum), también se aislaron bacterias como Bacillus
subtilis, Bacillus cereus y algunas Nocardias. Las inoculaciones de hongos con
potencialidades celuloliticas en estos sustratos lignoceluldsicos en los que hay una
microbiota especifica, podrian tener éxito, siempre que la direccion y proporcién de su
crecimiento y excrecion de enzimas inducidas tengan accesibilidad a los nutrientes, sin
una competencia fuerte de otros microorganismos de mas rapido crecimiento (Valifio et.
al. 2003). El objetivo de este estudio fue determinar la carga microbiana en el bagazo de
cafia de azUcar para mejorarlo y utilizarlo como sustrato en la alimentacidén animal, a
través de fermentaciones en estado solido (Valifio et. al. 2003). En esta seccién del
trabajo se hara énfasis en los intereses primarios del estudio de los microorganismos en el
proceso azucarero, los cuales incluyen: Presencia, actividad y perjuicios de los
microorganismos en la agroindustria azucarera, bacterias presentes en la cafia de azlcar,
jugos y producto final. La microflora de la cafia de azlcar sin cortar es variable, y se ve
afectada por condiciones climaticas como la temperatura y la humedad. Estos
microorganismos se encuentran en distintas proporciones segun la parte de la planta. Las
hojas de cafia sana, tienen un contenido de bacterias que varia entre 10*-10® UFC/g, y un

contenido de mohos y levaduras de 103-10* UFC/g. (Hernandez y Sainz 1987).

La actividad de los microorganismos perdura desde el corte de la cafia hasta la
clarificacion de los jugos, donde al elevar la temperatura se matan bacterias (células
vegetativas) y levaduras. Las esporas de ciertas especies de bacterias (particularmente

termofilas) persisten hasta el producto final (Frazier y Weshoff. 1978). Mientras mas
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puro es el producto, es decir mientras mas elevada es la concentracion de sacarosa, el
medio se vuelve pobre para los microorganismos, por lo que mientras mayor sea su
concentracion, menor variedad de microorganismos pueden crecer en él (Frazier y
Weshoff 1978), como sucede en las etapas intermedias donde se procesa la meladura y

las mieles.

La biota del azicar crudo puede estar integrada por hongos, especies del genero
Penicillium, levaduras Saccharomyces cerevisiae, Torula y Monilia, bacterias como
Bacillus levaniformis, B. mesentericus, B. vulgatus, Clostridium y Staphilococcus y en

general favorece el deterioro del azucar (Hernandez y Sainz 1987).

Se han estudiado los vectores de contaminacion del L. mesenteroides, ya que es el
principal agente causal de la alteracion de la cafia de azlUcar una vez recolectada. Las
avispas que se alimentan con el exudado azucarado de la cafia después de quemada
pueden contener de 102 a 103 células por insecto. Los machetes utilizados para cortar la
cafla pueden estar libres de L. mesenteroides en tiempo seco, pero en el humedo
contienen de 103 a 104 células por machete (Mayeux et. al. 1962). En las picadoras,
tanto las cuchillas como la cafia picada y remojada en el jugo exprimido contienen
siempre L. mesenteroides. Los errores y defectos en el ajuste de las cuchillas en las
picadoras producen trozos agrietados y magullados por los extremos y fracturas a lo largo
del eje longitudinal. Estas circunstancias facilitan la entrada de Leuconostoc y otros
agentes, o bacterias formadoras de &cido, que aceleran la alteracion. Dentro de los 10
minutos siguientes al picado, el L. mesenteroides puede avanzar 7,5 cm hacia el interior
de la cafia, posiblemente mediante transporte pasivo a través de los haces vasculares, y
desde alli parar al parénquima (tejido de almacenamiento) en donde se multiplica
(Daeschel et. al. 1981).

Cuando el Leuconostoc y otras bacterias formadoras de acido se desarrollan en la
cafia de azlcar recolectada, ésta se vuelve acida y se producen azlcares reductores
(glucosa y fructosa fundamentalmente), acidos lactico y acético y, con frecuencia,

dextrano. Con este crecimiento microbiano puede producirse un olor "agrio™. En climas
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humedos y calurosos, puede perderse cada dia, entre la zafra y el triturado, 1-5 % del
azucar total (Mayeux et. al. 1962), mientras que en climas secos y frios las pérdidas
normalmente son menores del 0,5 %. De ahi que a menos que el tiempo transcurrido
entre ambas operaciones sea minimo, las pérdidas de sacarosa pueden ser importantes
(Crutz et. al. 1989).

1. Leuconostoc mesenteroides. Las bacterias lacticas son Gram positivas, &cido
tolerantes, desde pH 4.8 hasta 9.6, lo cual les permite sobrevivir naturalmente en medios
donde otras bacterias no soportarian el aumento en la produccién de acidos organicos.
Las bacterias del acido lactico (LAB, por sus siglas en inglés) son organismos que no
forman esporas, son inmoviles, pueden ser considerados como cocos o bacilos, con la

caracteristica génica de tener un bajo contenido de guanina y citocina (Salminen 2004).

Estos organismos son heterotroficos y generalmente tienen requerimientos
nutricionales complejos debido a que no tienen muchas capacidades biosintéticas. La
mayoria de las especies tienen multiples requerimientos para aminoacidos y vitaminas.
Por ello, las bacterias del acido lactico son generalmente abundantes en medios en donde
estos requerimientos son proveidos. Estas son bacterias que generalmente se encuentran
en plantas y productos lacteos en descomposicion produciendo &cido lactico como
producto metabdlico final de la fermentacion de carbohidratos (Salminen 2004).

Las bacterias del acido lactico se emplean en la industria alimenticia por varias
razones. Su crecimiento disminuye el contenido de carbohidratos de los alimentos por lo
que se fermentan y también disminuyen su pH debido a la produccion de acido lactico.
Debido a que el pH puede disminuir hasta un pH menor a 4, se observa la inhibicion de
muchos otros microorganismos incluyendo los patégenos mas comunes, por lo cual se
prolonga la vida de anaquel de los alimentos. (Dugas 2006) Més aun, algunas LAB son
productoras de bacterocinas toxicas, proveyendo un obstaculo adicional para los
microorganismos patogénicos. De hecho, el &cido lactico y otros productos metabdlicos
de las LAB contribuyen a las propiedades organolépticas y el perfil de textura de un

alimento especifico (Nes et. al. 1996).
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La importancia industrial de las LAB se evidencia también porque, por lo general son
consideradas no peligrosas, debido a que estan en variados alimentos y por su
contribucion como flora saprofita de las superficies mucosas humanas. Los géneros
principales que comprenden las LAB son Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus, y Streptococcus asi como los Lactobacillares Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Teragenococcus, Vagococcus, y Weisella (Walter et. al.
2001).

Cuatro especies de bacterias acido lacticas han sido identificadas como las especies
principales implicadas en la fermentacion industrial de alimentos: Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus, Yy Lactobacillus
plantarum. Muchos investigadores estan interesados en la ecologia microbiana de este
tipo de procesos industriales, ya que la industria alimentaria, asi como la industria
azucarera tienen un gran interés en métodos que reduzcan la utilizacién de cloro y la
produccion de desechos clorados. Procedimientos alternos como usar fermentacion con
concentraciones bajas de sal han sido desarrollados, pero este tipo de métodos requieren
de colonias de bacterias desarrolladas con métodos especiales y cultivadas bajo
condiciones estrictas para que la fermentacion sea de la misma calidad que con altas
concentraciones salinas. Bacteridfagos activos en contra de las cuatro especies de LAB
mencionadas anteriormente han sido aisladas y caracterizadas, incluyendo fagos que
actuan en contra de bacterias como Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus. Fagos
que son eficientes en el ataque de Leuconostoc no han sido muy estudiados, pero hasta el
momento se sabe que pertenecen a la familia Siphoviridae. Fagos activos contra
Oenococcus oeni (anteriormente clasificados como Leuconostocoenos) aislados de
fermentaciones de vino también han sido clasificados dentro de esta familia (Barrangou
et.al. 2002).

El género Leuconostoc es un grupo relacionado con las bacterias Gram positivo, no
esporuladas de la familia Leuconostocaceae. Las especies de Leuconostoc tienen
generalmente forma de cocoide ovoide y a menudo forman cadenas. Son resistentes
intrinsecamente a la vancomicina y catalasa-negativos, lo cual ayuda a distinguirlos de

Staphylococcus. Dentro de sus especies principales se encuentran: L. carnosum, L.
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citreum, L. durionis, L. fallax, L. ficulneum, L. fructosum, L. garlicum, L. gasicomitatum,
L. gelidum, L. inhae, L. kimchii, L. lactis, L. mesenteroides, L. pseudoficulneum y L.

pseudomesenteroides (Dicks et. al. 1990).

Como las bacterias del acido lactico, Leuconostoc necesita de un medio complejo
debido a la multiple demanda para aminoacidos, péptidos, carbohidratos, vitaminas y
iones metalicos. Representan un 12% de las bacterias del acido lactico aislados de varios

ecosistemas, principalmente de los materiales vegetales (Bjorkroth y Holzapfel 2006).

Leuconostoc, junto con otras LAB tales como Pediococcus y Lactobacillus, se utiliza
para la fermentacién del repollo en la elaboracion de chucrut. Durante este proceso, los
azucares de las coles frescas son transformados en &cidos lacticos que le dan un sabor
agrio y permiten que se conserven en buenas condiciones. La fermentacion del repollo
ocurre naturalmente por medio de la bacteria Leuconostoc spp. presente sobre las hojas
frescas de repollo (Bjorkroth y Holzapfel 2006).

Leuconostoc mesenteroides es anaerobia facultativa que requiere un complejo de
factores de crecimiento y aminoacidos. Muchas cepas en cultivo liquido parecen cocos,
se observan solos o en pares y pequefias cadenas, sin embargo, morfoldgicamente pueden
variar con condiciones de crecimiento; las células crecen en presencia de glucosa. Las
cepas en medio sélido tienen una morfologia alargada o en forma de vara (JGI Microbes
1999).

Un medio utilizado para el cultivo selectivo y diferencial de organismos del género
Leuconostoc es el medio MSE (medio Mayeux, Sandine y Elliker), en el que las colonias
de Leuconostoc mesenteroides (un Leuconostoc dextrana positivo) se observa como una
gota de agua, por la produccion de dextrana (Callon et. al. 2005). La acidez de este
medio proporciona una selectividad frente a otras bacterias lacticas (Mayeux et. al.
1962).

Bajo condiciones microaerofilicas se lleva a cabo una fermentacion heterolactica. La
glucosa y otros azlcares hexosas son convertidos a D-lactato, etanol y CO, por la

combinacion de las vias de la hexosa monofosfato y rutas de la pentosa fosfato. Otras
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rutas metabolicas incluyen la conversion de citrato a diacetil y acetoina y la produccion
de dextranas y levanos a partir de sucrosa. Leuconostoc mesenteroides produce enzimas
de uso biotecnoldgico, como las dextransacarasas (DS), que catalizan la formacion de
biopolimeros de dextrana y la sintesis de oligosacaridos de bajo peso molecular (JGI
Microbes 1999).

Los polisacaridos viscosos producidos por L. mesenteroides son ampliamente
reconocidos como los causantes de pérdida de producto y problemas en el procesamiento
en la produccion de sucrosa a partir de la cafia de azucar y la remolacha azucarera. La
primera observacion de la produccion de polisacaridos viscosos a partir de la azlcar data
de los primeros dias de la microbiologia. Pasteur atribuye esta actividad a pequefios
cocos, probablemente especies de Leuconostoc. La produccion comercial de dextranas y
levanos a partir de L. mesenteroides para uso en la industria bioquimica y farmaceéutica,

se ha llevado a cabo por mas de 50 afios (JGI Microbes 1999).

Las dextranas son utilizadas en la manufactura de extensores de plasma sanguineo,
sustitutos de heparina anticoagulante, cosméticos y otros productos. Otro uso de las
dextranas es la manufactura de geles o granulos Sephadex, los cuales son ampliamente

utilizados en la separacion industrial de proteinas (JGI Microbes 1999).

El dextrano es un polimero de glucosa que posee una elevada proporcién de uniones
a-1-6. Se obtiene cuando unas enzimas acttan sobre la sacarosa. Dichas enzimas estan
presentes en ciertas bacterias, como el Leuconostoc mesenteroides. EI Leuconostoc
posee la enzima dextransucrasa, que transforma la sacarosa en dextrana y fructosa. El
peso molecular del producto obtenido es muy elevado, aproximadamente de unos
cuarenta millones, y esta constituido por unas 200.000 moléculas de glucosa, se le somete
a una hidrdlisis parcial con acido sulfurico diluido, hasta transformarlo en polimeros de

pesos moleculares comprendidos entre 75.000 y 40.000 (Bravo 2003).

Las dextranas fueron descubiertas por Pasteur en 1861 al estudiar la fermentacion de la

sacarosa y observar que se producian unos posos que resultaron ser polimeros de
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dextrano y que obstruian las conducciones de la industria azucarera. Se utilizaron en la
Segunda Guerra Mundial para suplir la falta de sangre necesaria para transfusiones
(Bravo 2003).

La literatura muestra que de los microorganismos presentes en los jugos de carfia, dos
géneros son los mas perjudiciales, Leuconostoc y Bacillus. En este trabajo se muestran
los resultados de dos bacterias nuevas que se aislaron del proceso azucarera por ser las
dos bacterias de méas presencia, luego de Leuconostoc mesenteroides.

- Género Bacillus: es un género de bacterias en forma de baston y Gram positivas.
El género Bacillus pertenece a la Division Firmicutes. Son aerobios estrictos o
anaerobios facultativos. En condiciones estresantes forman una endoespora
central, que deforma la estructura de la célula. Dicha forma esporulada es
resistente a las altas temperaturas y a los desinfectantes quimicos corrientes,
caracteristicas que las hacen prevalecer durante los procesos de extraccion de
sacarosa. La mayoria de especies dan positivo a la prueba de la catalasa y son
saprofitas. Viven en el suelo, agua del mar y rios, aparte de alimentos que
contaminan con su presencia. Aungue generalmente son moviles, con flagelos
peritricos, algunas especies de interés sanitario son inmdviles. Hay especies
productoras de antibioticos. Existen especies tanto meséfilas como terméfilas. Las
esporas de los mesofilos como las de B. subtilis son menos resistentes que las
esporas de los termofilos. La mayoria de los meséfilos forman acido de la glucosa
u otros azucares. (Frazier y Weshoff 1978) Se ha encontrado en los jugos de cafia
dos principales cepas de Bacillus, Bacillus subtilis, B. subtilis var. aterrimus y B.
cereus. Estas dos especies pueden degradar la sacarosa por dos vias. La primera
es por un endoenzima, una sacarasa Yy la segunda es una exoenzima, la levan
sucrasa, que cataliza la polimerizacion de fructosa en un polimero de alta masa
molecular llamado levano (Ayres et. al.1980, Shimotsu et. al. 1986). Debido a
que las especies de Bacillus no tienen una membrana externa, esta Ultima enzima
es liberada directamente en el medio (Simonen y Palva 1993). Si en el medio se

tiene exclusivamente sacarosa, la actividad enzimatica tiene como productos
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fructosa, oligosacaridos y levanos, pero mientras mas elevada sea la cantidad de
levanos se promueve la elongacion de estos, mas que la liberacion de fructosa
(Chambert et. al. 1973).

Figura 2: Formacion del Levano por el enzima Levan-Sucrasa.
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También existe otra cepa termofilica de este género en el jugo de cafia, Bacillus
stearothermophilus. Es una bacteria extensamente distribuida en el suelo, manantiales
calientes y sedimentos oceanicos y es causa de descomposicion de los productos
alimenticios, como la sacarosa. Se usa comunmente como organismo de validacion en los
estudios de esterilizacion. En los autoclaves de vapor se utiliza una ampolleta con esta
bacteria para hacer una prueba obligatoria requerida semanalmente. La ampolleta se pone
en el centro de la autoclave sin ningun tipo de carga. Se la da el ciclo normal de 30 a 45
minutos incluyendo el secado y cuando termine se saca de la autoclave y se envia al
laboratorio. El resultado tarda dos dias. En estos dos dias la autoclave no se puede
utilizar. Al salir la prueba si sale positiva se debe llamar el biomédico para que revise el
autoclave y le de la limpieza necesaria, o pudiera ser que el autoclave este averiado y por
esto no paso la prueba de la espora. Esta bacteria es altamente fermentativa en
condiciones anaerobias, produciendo un 75% de &cido lactico, acido férmico, acido
lactico y etanol en relacion 2:1:1. La bacteria es inmovil e inicia su crecimiento a un pH
de 5.0, y es altamente proteolitica en medios que contienen caseina. A pH 6.1 las esporas
mueren solamente luego de un calentamiento a 100°C durante 17horas, pero a 120°C
mueren en 11 minutos. EI medio estandar para la enumeracién de esta bacteria contiene
dextrosa, triptosa y parpura de bromocresol y se incuba a 55°C en busca de colonias
rodeadas por una zona amarilla que indica la formacion de &cido (Ayres et. al. 1980).
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Esta bacteria tiene pruebas de haber sido identificada en este trabajo, por medio de
pruebas bioquimicas, morfologia de las colonias y analisis microscépicos de la bacteria.
Recientemente una ADN polimerasa, la Bst polimerasa ha sido aislada de esta bacteria y
ha tenido importantes aplicaciones en biologia molecular. La ADN polimerasa Bst tiene
una actividad similar a las enzimas helicasa, lo cual le da una habilidad para separar las
hebras de ADN. Su temperatura ideal de funcionamiento es entre 60-65°C 'y su
temperatura de desnaturalizacién es sobre los 70°C, estas caracteristicas la hacen util en
la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos, la cual es similar a una PCR (reaccion en

cadena de la polimerasa) pero no requiere temperaturas tan altas como ésta ultima.

Las bacterias del género Lactobacillus se han reportado en la literatura como
organismos abundantes en productos intermediarios del proceso azucarero Lactobacillus
(Carr et. al. 1975). Lactobacillus casei es una bacteria probiotica, anaerobico facultativo
del género Lactobacillus que se encuentra en el intestino y en la boca. Se trata de una
bacteria productora del acido lactico, que suele emplearse en la industria lactea en la
elaboracion de alimentos lacteos probidticos (contienen microorganismos Vvivos que
ejercen importantes efectos fisiologicos si se ingieren en cantidades adecuadas). Esta
especie particular de lactobacilo se ha comprobado que es muy resistente a rangos muy
amplios de pH y temperatura, siendo ademas un complemento al crecimiento de la L.
acidophilus, un productor de la enzima amilasa (una enzima digestiva de carbohidratos
en la saliva y en el jugo pancreatico de mamiferos). Se sabe que mejora la digestion, la
tolerancia a la leche y evita la diarrea. Por esta razon se emplea en la elaboracion de

diversos alimentos funcionales (Yuki et. al. 1999).

Las bacterias tienen las caracteristicas necesarias para resistir la accion de los jugos
gastricos, biliares y duodenales y llegar intactas al tracto intestinal donde desarrollan
acciones inmunomoduladoras. Se han realizado experimentos para detectar la
supervivencia de estas bacterias al paso por el tracto intestinal y se ha visto que hay un
porcentaje alto de supervivencia. Otros estudios han mostrado que el consumo de lacteos
con esta bacteria no altera el sistema inmunoprotector de los consumidores (Spanhaak

1998). Estas caracteristicas le proporcionan a la bacteria las propiedades necesarias para
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la supervivencia en el ambiente de la extraccion de la sacarosa, debido a que tiene que
soportar cambios de pH y temperatura entre cada molino y en los procesos subsiguientes
de purificacion. En este trabajo se realizaron pruebas bioquimicas, asilamiento en medios
de cultivo, observacion de caracteristicas de las colonias y técnicas de microscopia en la
identificacion de este microorganismo, y se observo que coinciden las caracteristicas con
las mencionadas en la literatura, éste género se caracteriza por bacilos largos y delgados,
que se organizan en cadenas cortas o en forma aislada. Estos bacilos no forman esporas y
pueden ser anaerobios facultativos o estrictos. Son catalasa negativo y no son
encapsulados. La cepa aislada es inmdvil y tienen una temperatura 6ptima de
crecimiento de 30-40°C. En los jugos de cafia también se han reportado otras cepas del
género como Lactobacillus vermiforme, Lactobacillus viridescens y todas estas tienen la
caracteristica de producir dextrana a partir de la sacarosa (Sharpe et. al. 1972, Carr et. al.
1975).

Entre los principales efectos que tienen las bacterias sobre los jugos de cafia se puede
mencionar una pérdida de sacarosa, ésta es el producto final del proceso y al estar en altas
concentraciones en la cafia de azucar, las bacterias y otros microorganismos pueden
usarla como fuente de energia para sus procesos metabolicos. La cafia cosechada y el area
de molinos, son los puntos en los cuales los microorganismos tienen acceso a los jugos y
consumen cantidades apreciables de sacarosa (Chen et. al. 1975). Estas bacterias tienen
otra actividad durante el proceso azucarero y ésta es la incorporacion al jugo de
sustancias metabOlicas ajenas a su composicion. Si estas bacterias integran
sustancias metabdlicas propias al jugo de cana, cambian sus propiedades y dificultan el
proceso de extraccion. Algunas de estas sustancias pueden era polisacaridos y acidos
organicos que producen como resultado del metabolismo de la sacarosa para obtener
energia. (Chen et. al. 1975). Todas las bacterias presentes en el jugo de cafia son
degradadoras de la lactosa y dan como resultado la produccion de acidos organicos. La
presencia de estos acidos provoca un aumento en el consumo de cal necesaria para elevar
el pH del jugo en el paso de alcalinizacion. Provoca también un aumento de las
incrustaciones en los equipos de calentamiento, lo que disminuye su capacidad efectiva,

ademas de un aumento en el contenido de calcio en el azlcar producido, el cual se
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distribuye desigualmente entre el azlcar y la miel, con mayor presencia en el azUcar y un
aumento de la capacidad amortiguadora del azucar, indicador de la presencia de

sustancias extrafas en ésta (Hernandez y Sainz 1987).

Las bacterias acido lacticas, que fueron identificadas durante este trabajo en varias
muestras del jugo de cafia se caracterizan por una produccion de acido lactico a partir de
azucares y otros. Este producto tiene usos comerciales y beneficiosos para las personas ya
que puede usarse para producir alimentos como el yogurt y los pepinillos. Pero al
momento de estar presentes en procesos de industria y de extraccion de compuestos
alimenticios como la sacarosa el acido lactico es un compuesto altamente esterilizante
que suprime microorganismos nocivos y mejora la descomposicion de la materia
organica. También se incide en un proceso de fermentacion y descomposicion del azlcar
y produccion de compuestos indeseables en el proceso azucarero. Las bacterias acido
lacticas se ha demostrado que tienen ventajas de ecologia microbiana como la habilidad
de combatir el desarrollo de microorganismos causantes de enfermedades como
Fusarium, los cuales aparecen en sistemas de produccion continua. Bajo circunstancias
normales, las especies como Fusarium debilitan las plantas cultivadas, exponiéndolas a
enfermedades y a poblaciones crecientes de plagas como los nematodos. El uso de
bacterias acido lacticas reduce las poblaciones de nematodos y controla la propagacién y
diseminacion de Fusarium, mejorando asi el medio ambiente para el crecimiento de
cultivos (Chen et. al. 1975).

D. Factores necesarios para el desarrollo de microorganismos

Es de gran importancia tomar en cuenta todos los factores fisicos de los cuales
depende un crecimiento Optimo de organismos procarioticos. Los factores fisicos

principales incluyen:

Temperatura: La temperatura es uno de los factores mas importantes de los cuales
depende el crecimiento. Cada organismo procariético tiene su propia temperatura 6ptima

de crecimiento con un rango aproximado de 30°, bajo la cual pueden crecer las células.
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En general los procarioticos pueden agruparse en cuatro grupos principales basado en su
temperatura Optima de crecimiento. Estos grupos son: psicrofilos (0-20°C), termofilos
(40-70°C), hipertermdfilos (arriba de 80°C) y mesofilos (10-45°C), dentro del cual se
encuentran la mayoria de patégenos humanos (Pommerville 2004).

Oxigeno: El crecimiento de muchos procariotas depende del suministro de oxigeno.
Algunos organismos son aerobios obligados, es decir, requieren del oxigeno como
aceptor final de electrones. Otras especies son microaerofilos debido a que sobreviven en
ambientes donde la concentracidon de oxigeno es relativamente baja. Por el contrario, los
anaerobios son procariotas que no requieren de oxigeno. Algunos son considerados
aerotolerantes, es decir, que son insensibles ante la presencia de oxigeno, pero hay otros
que son anaerobios obligados, debido a que son inhibidos o se mueren en presencia de
oxigeno. Algunos procariotas no son ni aerdbicos ni anaerdbicos, por lo que se les
considera facultativos, es decir, pueden crecer en presencia o concentraciones reducidas
de oxigeno. Por ultimo, se encuentran las bacterias conocida como capnofilicas, las
cuales requieren de de atmdsferas bajas en oxigeno pero rica en dioxido de carbono
(Pommerville 2004).

pH: El citoplasma de los organismos procarioticos tienen un pH cercano a 7.0, por lo
que se considera que la mayoria de especies crecen déptimamente a pH neutro. La mayoria
de especies de bacterias tienen un rango de pH bajo el cual crecen mas lento y su rango
usualmente cubren tres unidades de pH. Algunas bacterias son llamadas acidofilas,
debido a que son acido tolerantes y se pueden estar presentes en industrias de alimentos y
productos lacteos (Pommerville 2004).

Presion osmdtica e hidrostatica: Algunos procariotas, llamados bardéfilos, tienen la
capacidad de sobrevivir en condiciones de presion hidrostatica alta, ambiente con
presiones mayores a los 16,000 psi, por lo que no podrian sobrevivir en presiones
atmosféricas normales. En cuanto a presion osmdtica, hay algunos procaritas amantes de
la sal y son llamado hal6filos, debido a que requieren grandes cantidades de sal para

sobrevivir (Pommerville 2004).
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Ademas de los factores fisicos anteriormente mencionados, los microorganismos

requieren de factores nutricionales especificos. Los requerimientos nutricionales de las

bacterias estan revelados por la composicion elemental de la célula, la cual consiste en C,

H,O, N, S, P, K, Mg, Fe, Ca, Mn y trazas de Zn, Co, Cu y Mo. Estos elementos en forma

de agua, iones inorganicos, pequefias moléculas y macromoléculas gque sirve ya sea como

roles estructurales o funcionales en las células (Todar 2008).

Cuadro 6: Elementos mayores, sus fuentes y funciones en las células bacterianas.

Elemento % en peso seco Fuente Funcion
Carbén 50 Compuestos organicos o Constituyente principal de material
CO; celular
Oxigeno 20 H,O, compuestos Constituyente de material celular y
organicos, CO, y O, agua celular, O, aceptor de
electrones en respiracion aerdbica
Nitrégeno 14 NHj;, NO3, compuestos Constituyente de aminoacidos,
organicos y N acidos nucleicos y coenzimas
Hidrogeno 8 H,O, compuestos Constituyente principal de
organicos y H, compuestos organicos y agua
Fésforo 3 Fosfatos inorganicos (PO,)  Constituyente de acidos nucleicos,
fosfolipidos, LPS y acido teicoico.
Azufre 1 Compuestos organicos Constituyente de cisteina,
sulfurados metionina, glutatione y algunas
coenzimas
Potasio 1 Sales de potasio Principal cation inorganico celular y
cofactor de enzimas
Magnesio 0.5 Sales de magnesio Cation inorgénico celular y cofactor
de enzimas
Calcio 0.5 Sales de calcio Cation inorganico celular, cofactor
de enzimas y componente de
endosporas
Hierro 0.2 Sales de hierro Componente de citocromos y

cofactor de enzimas

(Todar 2008)
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E. Composicion quimica de los productos de la industria azucarera
Dentro del proceso de la industria azucarera se puede obtener diversos productos,
desde la molienda hasta la centrifugacion. Al inicio del proceso se obtiene el jugo de cafia

0 guarapo como resultado de la molienda de la cafia de azucar (Lou 2008).

Cuadro 7: Composicion quimica del guarapo.

Constituyente Solidos solubles (%0)
Azucares totales 75-92%
Sacarosa 70-88%
Glucosa 2-4%
Fructosa 2-4%
Sales totales 3.0-4.5%
Acidos inorganicos 1.5-4.5%
Acidos orgénicos 1-3%
Acidos orgénicos totales 1.5-5.5%
Acidos carboxilicos 1.1-3.0%
Aminoécidos 0.5-2.5%

Otros compuestos organicos

Proteinas 0.5-0.6%

Almidén 0.001-0.050%

Gomas 0.3-0.6%

Ceras, grasas, fosfolipidos 0.05-0.15%

Otros 3-5%
(Lou 2008)

La cachaza es un sedimento amorfo de color oscuro, producto de la clarificacion de los
jugos de cafa. La cachaza esta formada por una fraccion organica (tejido fibroso,
sacarosa, ceras, aminoacidos y proteinas) y una fraccion mineral (fosfatos, sulfatos,

Oxidos de Ca y Mg y otros micronutrientes) (Subirds 1995).
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Cuadro 8: Composicion quimica de la cachaza.

Caracteristicas fisicoquimicas

Humedad 51.7%
°Brix 41.0%
Polarimetria 34.6°
Ceniza 2.5%
pH 6.3
Composicion biomolecular
Azucares reductores 6.8%
Sacarosa 30%
Proteinas 3.5%
Grasa 3.1%
Composicion mineral
Nitroégeno 0.2%
Fosforo 0.31%
Potasio 0.32%
Calcio 0.49%
Magnesio 0.14%
Manganeso 65 ppm
Zinc 48.8 ppm
Hierro 92.5 ppm
Cobre 10.1 ppm
(Lou 2008)

Otros productos que se obtienen en el proceso de clarificacion, evaporacion,

cristalizacion y centrifugacion son las meladuras y las mieles.



30

Cuadro 9: Composicion quimica de la meladura y mieles.

Meladura hidrolizada Meladura Miel Primaria  Miel Final

Materia seca 85.0% 82.5% 78.1% 83.5%
Nitrégeno 0.26% 0.29% 0.38% 0.44%
Cenizas 2.8% 4.5% 7.2% 9.8%
Extracto libre de
o 95.6% 93.0% 90.4% 87.4%
nitrégeno
AzUcares totales 86.1% 75.9% 69.5% 58.3%
Sustancias organicas
) o 9.5% 17.1% 20.9% 29.1%
no identificadas
(Figueroa 1989)

Los productos finales del proceso son las azlcares. Tres son las azUcares finales que se

pueden obtener:

Azulcar panela o rapadura: Es un producto obtenido de la evaporacion de los
jugos clarificados. Este aztcar no pasa por ningln proceso de refinacién y tiene
un contenido de sacarosa de 75-85% (Lou 2008).

Azlcar morena o cruda: Pasa por los procesos de cristalizacion vy
centrifugacion, al contrario de la rapadura, pero sigue conservando la mayor
parte de los nutrientes provenientes de la cafia de azlcar. Los cristales de
azUcar morena tienen la caracteristica de estar recubiertos por una pelicula de
licor madre, que no ha sido sometida a un proceso de purificacion y
refinamiento completo (Lou 2008).

Azlcar blanca o refinada: Es producida a partir del azicar morena. Se diluye y
pasa de nuevo por un proceso de clarificacion, filtracion, cristalizacion y
secado, lo cual puede disminuir la cantidad de nutrientes en el azlcar (Lou
2008).



Cuadro 10: Composicién guimica de los distintos tipos de azUcar.
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Azlcar rapadura

AzUcar morena

AzUcar blanca

Sacarosa 85-93% 90-96% 99.9%
Ceniza 1-2.5% 0.3-1% 0.015%
Materia organica 2-4.5% 1-3%

Humedad 2-3.5% 1-2.5% 0.04%
Vitamina B1 245mg/100g 0.10mg/100g

Vitamina B2 240mg/100g 0.20mg/100g 0.019mg/100g
Vitamina B3 4mg/100g 0.11mg/100g

Vitamina B5 260mg/100g 0.132mg/100g

Vitamina B6 270mg/100g 0.041mg/100g

Calcio 258mg/100g 240mg/100g 1mg/100g
Faosforo 30mg/100g Trazas
Hierro 8mg/100g 6mg/100g 0.04mg/100g
Cobre 2mg/100g 0.02mg/100g
Magnesio 0.04mg/100g

Cloruros 317mg/100g Trazas
Sodio 90mg/100g 28mg/100g 0.03mg/100g
Potasio 1500mg/100g 240mg/100g 0.5mg/100g
(Lou 2008)

F. Bactericidas en la industria azucarera

Para el control de microorganismos que afectan a la industria azucarera se utilizan

desinfectantes quimicos comunmente. Al tomar la decision de que desinfectante se va a

emplear se debe tomar en cuenta la microbiota presente en el lugar de aplicacion, la

naturaleza y concentracion del desinfectante y la duracién del tratamiento a seguir. Un

desinfectante ideal debe contar con las siguientes caracteristicas: eficacia contra amplio

espectro de microorganismos (bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos,

parasitos, etc) con concentraciones bajas y en presencia de materia organica, no debe ser
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toxico por aplicarse a un producto de consumo humano, ni debe ser corrosivo para la

maquinaria (Lou 2008).

En el ingenio Pantaledn se utilizan principalmente dos bactericidas, por lo que se hara
énfasis en ellos.

- Di-Metil DitioCarbamato de Sodio (SMB, por sus siglas en inglés): EL SMB

es un desinfectante con formula CH3),NCSSNa. Es utilizado como fungicida y

pertenece a la clase de quimicos de los ditiocarbamatos. Es altamente toxico

para los humanos, incluyendo carcinogénesis, toxicidad reproductiva y para el

desarrollo, neurotoxico y de toxicidad aguda (Kegley et. al. 2000).

Figura 3: Estructura molecular del SMB.

5
H,C )“\
SN S Na*

CHs
(Kegley, et. al. 2000)

- Beta-Stab ®: Es una solucién alcalina de los Beta-acidos del Iupulo empleada
en industria azucarera. Beta-Stab ® es eficiente contra la formacién de NO, e

infecciones anaerobias (Pollach, et. al 2002).
G. Actividad enzimatica de Leuconostoc mesenteroides

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores de una reaccidén quimica,
permitiendo que la reacciéon se lleve a cabo en un menor tiempo, siempre que sea
termodinamicamente estable. Las enzimas son protagonistas de procesos fundamentales
del metabolismo celular, son muy selectivas y en muchas ocasiones requieren de otras
moléculas mas pequefias no polipeptidicas conocidas como coenzimas o iones metalicos

Ilamados cofactores (Lehninger 2004).
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La regulacion del metabolismo celular se lleva a cabo regulando la actividad
enzimatica del organismo. Se puede regular la concentracion, modificar la conformacion
y localizacion celular o introducir modificaciones covalentes con metilacion o

fosforilacion, que pueden afectar la enzima de forma irreversible (Lehninger 2004).

Un ensayo enzimatico es un procedimiento de laboratorio por medio del cual se puede
medir la velocidad de la reaccion enzimética. Debido a que las enzimas no se consumen
en la reaccion, los ensayos enzimaticos suelen medir los cambios experimentales en la
concentracion del sustrato (concentracion en descenso) o de los productos (concentracion
en ascenso). Existen diversos métodos para realizar estas medidas dentro de las que
sobresale la espectrofotometria. Por medio de la espectrofotometria se pueden determinar
cambios de absorbancia de luz por parte del sustrato o del producto, permitiendo medir la

velocidad de la reaccion de forma continua (Lehninger 2004).

Algunos de los factores que pueden afectar la actividad enzimética son la temperatura,
el pH y la concentracion salina, por lo que para algunos ensayos enzimaticos se suelen
modificar dichos factores para observar y determinar los cambios en la velocidad de

reaccién (Lehninger 2004).

En el caso especifico de la bacteria Leuconostoc mesenteroides, la enzima con
actividad enzimatica perjudicial para la industria azucarera es la dextransucrasa. Esta
enzima también es conocida como sacasora-6-glucosil transferasa, debido a que rompe el
enlace entre la glucosa y la fructosa en una molécula de sacarosa. La glucosa obtenida
por la ruptura de la glucosa se une con una molécula de dextrana, formando polisacaridos
de alta densidad (BRENDA 2009). La reaccion por la cual se forma la dextrana se

observa en la siguiente reaccion:
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Figura 4: Reaccidn catalizada por dextransucrasa.

oH 0O
A I -~
- ~ @
+ e~ U ., = HO/WK/OH + AN
SN U U i Zu {-‘-O l‘j Q i
OH T OH 1
oH
Sacarosa + (1.6-alfa-D-glicosil)n = D-fructosa + (1,6-alfa-D-ghicosiln+1
"Dextrana" "Dextrana”

(BRENDA 2009)

Debido a que uno de los productos de reaccion es la fructosa, se suelen utilizar

métodos espectrofotométricos especificos para la fructosa para determinar la actividad

enzimatica de la dextransucrasa de Leuconostoc mesenteroides.

La formacidon de dextranas constituye un problema para la industria azucarera debido a

que causa dafios a distintos niveles de la produccion de azucar. Algunos de estos

problemas pueden ser:

Aumento del punto de ebullicion del jugo de cafia, aumentando el nivel de
calentamiento necesario (Lou 2008).

Aumento en la viscosidad del jugo de cafia, dificultando la clarificacion.
Aumento en la viscosidad de las masas cocidas (miel + cristales de azucar),
disminuyendo la deposicion de sacarosa en los cristales formados (Lou 2008).
Disminucion en la capacidad de los evaporadores, lo que aumenta el tiempo de
evaporacion y puede aumentar el deterioro de la sacarosa por hidrdlisis (Lou
2008).

Disminucion en la velocidad de cristalizacion debido a que la dextrana no
permite que se formen cristales octaedros y favorece la formacion de cristales
en forma de aguja por lo que la pérdida de azGcar aumenta en la etapa de
centrifugacion (Lou 2008).

Presencia de dextrana en peliculas de miel que rodean el cristal de azucar, por

lo que se afecta el proceso de refinacion (Lou 2008).
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- Disminucién del rendimiento del proceso debido al consumo de sacarosa por
parte de la bacteria Leuconostoc mesenteroides aumentando la produccion de

dextrana a través del enzima dextransucrasa (Lou 2008).



lIl.  PROBLEMAS DE LA INVESTIGACION

Son varios los factores que afectan la industria azucarera. Entre los mas importantes se
encuentra las consecuencias de la contaminacion microbiana, que incluye la disminucién
del rendimiento y eficiencia de los procesos y la reduccion de la calidad del producto. El
dafo ocasionado por los microorganismos, principalmente Leuconostoc mesenteroides, se

puede observar en diferentes etapas de la produccion:

- En el transporte de la cafia y extraccion del jugo los microorganismos consumen
parte de la sacarosa presente en el tallo.

- Al mismo tiempo la numerosa y variada microbiota vierte a los jugos una serie de
sustancias indeseables, sobre todo las que se pueden dividir en dos grandes
grupos: los acidos organicos y las gomas (oligo y polisacaridos).

- Los é&cidos orgénicos bajan el pH e incrementan la capacidad amortiguadora
(buffer) de los jugos, que en su conjunto provocan consumos exagerados de cal,
aumentando la concentracion de iones Calcio, el nivel de incrustaciones, el
consumo de vapor y la frecuencia de limpieza de los evaporadores; ademas se
producen problemas en la cristalizaciéon por incremento de la relacion Ca/Mg y
también se incrementa la proporcion de sales en el grano de azlcar lo que se
refleja en los resultados del andlisis de las llamadas cenizas.

- Las sustancias gomosas, en especial la dextrana que solo se produce por via
microbioldgica, incrementan la viscosidad frenando todos los movimientos de los
productos o de los sélidos que contiene, y por esa via también se pierde sacarosa
que no puede recuperarse. También causado por las gomas, disminuye la
velocidad de flujo de las mieles y de todos los productos intermedios y un
crecimiento deforme del grano de azucar que entonces puede atravesar la tela de
la centrifuga, haciendo que se pierda el producto principal, con aumento de la
pureza de la miel final

- En el caso particular de la dextrana, por su alto poder rotatorio dextrogiro provoca
resultados engafiosos en la determinacion polarimétrica de sacarosa, por la

coincidencia de rotacion de ambas.
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Estos problemas conllevan a una bdsqueda para el control de la actividad de L.
mesenteroides, y de otras bacterias de importancia, tanto en la cafia como en los molinos de
extraccion. En la actualidad no se cuenta con un método integral y efectivo para controlar
esa actividad en la cafia, entre el proceso de corte y la salida de los jugos de la planta de

extraccion, aunque hay precedentes en otros paises y un trabajo preliminar en Guatemala.

Para la implementacion del mencionado control integral es necesario contar con
informacion confiable de las caracteristicas de la microbiota en diferentes unidades de

produccion.

Otra carencia que es necesario suplir es la de métodos que permitan evaluar de forma

operativa la agresividad de cepas aisladas en los productos circulantes.

También, en la industria se utilizan de forma general diversos biocidas, generalmente
obtenidos por sintesis quimica, con el objetivo de suprimir la actividad microbiana, pero
no se cuenta con métodos confiables de evaluacion en fabrica, ni se aplican siguiendo
procedimientos integrales que consideren la actividad microbiana presente en el momento

de la aplicacion.

Otro inconveniente, es que la incorporacion de estos productos es un obstaculo al
desarrollo de procesos de obtencidn de azlcar organica, ademas de que su manipulacion

puede ser fuente de contaminacion al ambiente y perjudicial a la salud humana.

El uso intensivo de desinfectantes en poblaciones microbianas activas permite el
surgimiento de cepas resistentes a dichos desinfectantes, las cuales reemplazan a la cepa
susceptible, que fue eliminada por el método de control. Esta resistencia que se produce
en la poblacion microbiana, hace necesaria la rotacion de desinfectantes para evitar su
inutilizacion. La rotacion de desinfectantes es costosa, debido a que se compran lotes
menores Yy, muchas veces, de distintos proveedores. Al continuar utilizando el método
actual de control microbiolégico, se pueden establecer cepas resistentes a muchos de los

agentes desinfectantes disponibles, imposibilitando la utilizacion misma del método.
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Analizando el problema anterior, se puede formular las siguientes preguntas:

- ¢Es util implantar un sistema de control integral que permita la utilizaciéon de
métodos de supresion con soporte técnico acoplando las actividades de
monitoreo, acciones operativas, direccion administrativa y planificacion en
funcién del mismo objetivo?

- Ladensidad y actividad microbioldgica en diferentes fases de la produccion ¢se
comporta de igual o diferente manera entre diferentes ingenios?

- ¢Son efectivos los desinfectantes que actualmente usa el ingenio estudiado? Y
¢ Es posible determinarlo con las técnicas tradicionales microbioldgicas?

- ¢Se puede obtener un medio de cultivo costo-efectivo con productos azucareros
para el desarrollo de Leuconostoc mesenteroides que sustituya los medios
comerciales?

- ¢Puede evaluarse de forma sistematica la incidencia de organismos perjudiciales,

mediante la actividad enzimatica, para dirigir la operacion de suprimirlos?



IV. OBJETIVOS

A. Objetivos generales:

Optimizar métodos microbioldgicos que contribuyan al sistema integral de control,

priorizando la evaluacion de cepas y desinfectantes, obtencion de medios de cultivo

costo-efectivo y caracterizacion de presencia y actividad de Leuconostoc mesenteroides.

Evaluar y comparar la presencia de bacterias importantes en el proceso azucarero en

distintos puntos de éste, priorizando en la identificacion de dos bacterias desconocidas

encontradas en abundancia y la evaluacion del uso de bactericidas dentro del ingenio

Pantaleén, Guatemala.

Desarrollar de forma optimizada los procedimientos generales y de organizacién de

personal para el establecimiento del sistema control de microbioldgico en la industria

azucarera.

B. Objetivos especificos:

Caracterizar los jugos circulantes en cuanto a densidad y actividad de
Leuconostoc mesenteroides en el ingenio Pantaledn y comparar los resultados con
los obtenidos en la unidad estudiada anteriormente.

Aislar y caracterizar las cepas de L. mesenteroides presentes en los jugos de
extraccion de azucar en el ingenio Pantaleon.

Optimizar medios costo-efectivos para el desarrollo de L. mesenteroides.
Desarrollar un procedimiento de evaluacion para la actividad perjudicial de
Leuconostoc mesenteroides, enfatizando en actividad enzimatica.

Comparar el crecimiento a lo largo del tandem A del proceso de extraccion del
azucar dentro del ingenio Pantaleén de la microbiota total y las dos bacterias
desconocidas aisladas.

Realizar analisis de curvas de presencia y crecimiento de la microbiota total

aislada, mientras varian temperaturas del ingenio.
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Aislar en medios de cultivo adecuados dos especies desconocidas de bacterias y
realizar pruebas de laboratorio que permitan la identificacion de éstas especies.
Utilizar métodos microbioldgicos para evaluar los bactericidas quimicos
utilizados en el ingenio Pantaledn, para Leuconostoc mesenteroides y las dos
cepas aisladas.

Desarrollar un procedimiento técnico-general para el sistema del control
microbioldgico en el ingenio Pantaledn y optimizar cada fase.

Elaborar propuesta fundamentada con la opciones de organizacion institucional y
personal para el desarrollo del sistema.

Organizar inicialmente y poner a punto las encuestas de percepcion de eficiencia
y calidad en la industria.

Hacer un balance de los costos del megaproyecto durante el primer ciclo del afio
2009.



V. JUSTIFICACION Y DELIMITACION

La relevancia de este estudio es evidente debido al estado actual del control
microbiologico en los procesos de extraccion de sacarosa en la industria azucarera
guatemalteca. La incapacidad de controlar de una manera efectiva la actividad
microbioldgica presenta problemas a la industria azucarera y un método de control mas
eficaz que el usado actualmente brindaria a esta industria una capacidad de desarrollarse
a un nivel mayor. La optimizacion de estos procedimientos requiere el establecimiento de
sistemas de monitoreo adecuados, que permitan estimar con la mayor exactitud posible la
actividad microbiana, y evaluar la eficacia de los métodos utilizados actualmente. Para
que esto se pueda realizar se necesita una investigacion tedrica y practica exhaustiva de
los factores aislados que causan disminuciones productivas o de calidad en los procesos
para poder elaborar métodos y procedimientos que las reduzcan y sean beneficiosos al
proceso y al producto final.

Leuconostoc mesenteroides es uno de los principales microorganismos que afectan los
procesos de la industria azucarera. Este trabajo propone el desarrollo de una técnica
nueva en Guatemala y nueva para la industria del azlcar que puede utilizarse para
disminuir la propagacion y desarrollo de este microorganismo. Los resultados de este
trabajo serviran como base para otros estudios, y por medio de los resultados obtenidos
ser podra continuar con caracterizaciones de otros microorganismos en la industria
azucarera o incluso en otras industrias y aplicar este método para combatirlos. Con el fin
de encontrar métodos de combatirlo, se ha trabajado en proyectos anteriores con L.
mesenteroides, conociendo la densidad microbiana a lo largo de los molinos y
determinando los factores que afectan su desarrollo. También fue necesario evaluar los
desinfectantes utilizados actualmente en la industria azucarera, para saber si la bacteria
susceptible a ellos y esto sienta las bases para este proyecto que se basa en desarrollar

estrategias para combatirlo por medio de un método nuevo, sujeto a experimentacion.

Con este trabajo se pretende dar a conocer dos especies de las méas abundantes, luego

de L. mesenteroides, en el proceso azucarero del ingenio Pantaleon. Esto se realiza con el
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fin de brindar la informacion necesaria para que el proyecto se retome para brindar una
propuesta de un método que permita el control adecuado de la presencia de los

microorganismos mas importantes y mas perjudiciales en el proceso.

Ademas, a raiz de la investigacion elaborada en el ingenio anterior y observaciones
hechas durante las visitas al ingenio Pantaleon se vio en la necesidad de implementar
sistemas de estandaricion de recorridos y procecimientos de sistema de muestreo en las
lineas produccion de la planta. Asi mismo se pretende dejar como marco de referencia,
para futuras investigaciones, el estudio de evaluaciones de factibilidad de alternativas
para trabajar los andlisis de muestreo en ingenio Pantaledn y la implementacion de un

nuevo sistema de gestion de personal

Esta investigacion se enfocara en la optimizacion de los métodos microbiolédgicos para
el monitoreo y control de la bacteria Leuconostoc mesenteroides, principal
microorganismo que afecta la produccion de azlcar en Guatemala, y otros
microorganismos de importancia. El estudio se llevard a cabo en el ingenio Pantaledn,
con base a estudios realizados previamente en la Universidad del Valle de Guatemala
sobre la actividad de L. mesenteroides (Lou 2008 y Noack 2008).



V1. VIABILIDAD

Dado los dafios que produce los microorganismos en la industria azucarera y la
informacion precedente sobre el protagénico papel de la bacteria Leuconostoc
mesenteroides, la optimizacion de los métodos de monitoreo y control son prometedores

para mejorar la eficiencia en la industria azucarera.

Por otra parte, procedimientos para evaluar la agresividad de las cepas preponderantes
y su sensibilidad a los bactericidas tiene mucha importancia practica y econdmica, ya que

actualmente se aplican bactericidas indiscriminadamente sin evaluar su efectividad real.

Debido a que en el presente y en el futuro se necesitara monitorear, aislar, identificar
y desarrollar cultivos de Leuconostoc mesenteroides, y otras cepas abundantes del
proceso, obtener medios de cultivo més efectivos y al mismo tiempo mas baratos que los

comerciales inobjetablemente tienen una repercusion econdémica favorable.
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Figura 5: Cronograma de trabajo general del estudio presentado.

Periodo de realizacién, segln ciclos de trabajo

Actividad 1er ciclo 2do ciclo 3er ciclo

Mes

Revision bibliogréfica

Evaluacién de trabajos
previos

Aislamiento de L.
mesenteroides

Seguimiento de
implementacion del
sistema

Recoleccidén de datos
sobre costos y aporte
de partes involucradas

Caracterizacion de L.
mesenteroides

Desarrollo de medios
costo-efectivos para la
optimizacion del
crecimiento de la
microbiota total y L.
mesenteroides

Aislamiento,
identificacion de cepas
y evaluacion de
bactericidas

Redaccion de
procesimientos
técnico-general

Determinacion de
actividad enzimaética y
de las propiedades de
las cepas investigadas

Redaccidn de reporte
final, entrega y
presentacion final




Cuadro 11: Presupuesto de trabajo general del estudio presentado.
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Fuente
Rubro Proyecto UvG * (QJ;C;;ZIIGS)
(Quetzales) | (Quetzales)

Mantenimiento de equipos | ----- 5000.00 5000.00
Materiales 5000.00 2 000.00 7 000.00
Bibliografia 2400.00 | = ----- 2 400.00
Viaticos (Visitas al ingenio) 200000 |  ----- 2 000.00
Publicaciones (Impresionde tesisy | .~ a0 |
publicacion en revista UVG) 6000.00 6000.00
Otros 3000.00 3000.00 6 000.00
Total por fuente (Quetzales) 18 400.00 10 000.00 28 400.00

* Universidad del Valle de Guatemala. Costos con base a colaboracion de la Universidad

con el proyecto.




VIl. METODO

A. Variables de la investigacion

Leuconostoc mesenteroides es una bacteria que se encuentra normalmente asociada
con la fermentacion. Por ser el principal microorganismo causante de la contaminacion
microbiana en la industria azucarera, una variable es su distribucién y densidad en los
diferente productos circulantes. Asimismo, se considera una variable la agresividad de

cepas aisladas.

Otras variables de la investigacion son la sensibilidad de Leuconostoc mesenteroides
a los bactericidas quimicos empleados y los productos del proceso considerados como

sustratos para medios de cultivo costo-efectivo.

B. Disefio, poblacion y muestra

El proyecto se divide en tres secciones principales, cada una con su propio disefio,

tipo y enfoque de investigacion:

1. Optimizacién de métodos y materiales para la evaluacién y control de cepas de

Leuconostoc mesenteroides.

e Aislamiento y caracterizacion de cepas de Leuconostoc mesenteroides presentes
en jugos de extraccion de sacarosa, del ingenio Pantaledn (Fase 1): Esta fase es
una investigacion descriptiva, con disefio experimental y un enfogque cuantitativo.
La poblacion de cada molino es todo el jugo de extraccion de sacarosa de ese
molino. Las muestras son las porciones de jugo recolectadas en cada molino, que
seran analizadas en busca de cepas de L. mesenteroides. El tratamiento aplicado a
esta fase hace los resultados generalizables solamente para los molinos analizados

en este ingenio.
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e Optimizar los procedimientos desarrollo y control de las cepas de Leuconostoc
mesenteroides encontradas en la primera fase (Fase 2): Esta fase es de
investigacion descriptiva, con disefio experimental y un enfoque cualitativo. La
poblacion de estudio incluye las porciones de jugo recolectadas en cada molino,
los productos de la industria azucarera y bactericidas. Las muestras son las
porciones de estos jugos y productos, empleadas para el desarrollo de medios de
cultivo costo-efectivos, y los bactericidas empleados actualmente en el ingenio

para la determinacion de su efectividad.

2. ldentificacion de dos bacterias aisladas de un caldo de extraccion de sacarosa de
la cafia de azlcar y estudio de su proporcién y sensisbilidad a los desinfectante

usados en comparacién con la microbiota total.

e Esta fase es una investigacion descrptiva, con disefio experimental y un enfoque
cuantitativo. Se hicieron métodos optimizados de crecimiento y seleccion de
cepas que estaban presentes en distintos puntos del proceso para su identificacion.
Los métodos de crecimiento fueron los mismos que para L. mesenteroides y las
pruebas de identificacion se realziaron a dos cepas bacterianas con altos indices
de aparicién y crecimiento a lo largo del tindem B, luego del analisis de presencia
de la microbiota total y de las cepas mas importantes dentro de la ecologia. Asi
mismo se hizo un estudio de evaluacion de los dos desinfectantes usados en el
ingenio Pantaleon, SBM y (3-stab para concluir sobre su efecto sobre la microbiota

total y sobre las cepas aisladas e identificadas.

C. Metodologia

1. Optimizaciéon de métodos y materiales para la evaluacion y control de cepas de

Leuconostoc mesenteroides.

e Caracterizacion de jugos circulantes en el ingenio Pantaledn y comparacion con

resultados obtenidos en la unidad estudiada anteriormente:
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Esta fase del trabajo se basa en la evaluacion de los trabajos realizado en segunda fase
del trabajo de Megaproyecto. Para ello se recolectan muestras de jugo de cafia de los
distintos molinos del ingenio Pantaledn, del tindem A y B, durante abril y mayo 2009.
Las muestras se transportan en hielera a la Universidad del Valle de Guatemala y se
conservan a -15°C en el Laboratorio de Microbiologia (C1-105). Para estudiar la
microbiota total y Leuconostoc mesenteroides se preparan diluciones en agua de peptona
de las muestras recolectadas. Para determinar la microbiota total presente en los jugos de
cafia se utiliza la siembra por superficie en medio de cultivo Plate Count (PC) y para
determinar la concentracion de L. mesenteroides se utiliza la siembra por superficie en los
medios MSE, AM150 (medio azUcar morena, concentracion 150g/L), y AM200 (medio
de azlcar morena, concentracion 200g/L). Ademas, se estudia la microbiota total y
Leuconostoc mesenteroides en los jugos circulantes en el proceso previo al calentamiento
(jJugo primario, jugo diluido, jugo sulfitado, jugo alcalizado y jugo filtrado). El

procedimiento detallado se muestra en la seccidén de Anexos (Anexo Al).

e Optimizacién de medios costo-efectivos para el desarrollo de L. mesenteroides:

o Preparacion y evaluacion de medios costo-efectivos a partir de productos
de la industria azucarera: Para esta seccion se utilizan los productos de la
industria azucarera: cachaza (C), jugo filtrado (JF), meladura clarificada
(MC), meladura evaporada (ME) y miel primaria (MP). Se realizan
distintos medios con concentraciones diferentes de los productos de la
industria azucarera. El trabajo se elabora en triplicado. A partir de los
recuentos obtenidos de Leuconostoc mesenteroides en los distintos medios
se tienen conclusiones parciales, por lo que se evallan posteriormente
otras concentraciones o las mismas. El procedimiento detallado se muestra

en la seccion de Anexos (Anexo A2).

e Evaluacion de bactericidas por métodos microbiologicos:
Las muestras de bactericidas empleadas en esta fase se tomaron directamente de los

toneles de bactericida SMB y Beta-Stab en el ingenio Pantaledn. Se evalta también la
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accion de formaldehido sobre la cepa de Leuconostoc mesenteroides. El procedimiento a

seguir se detalla en Anexos (Anexo A3).

e Evaluacion de actividad enzimatica de Leuconostoc mesenteroides:
Esta fase del proyecto se basa en la basqueda y montaje de distintas técnicas para la
determinacion de la actividad enzimatica de Leuconostoc mesenteroides, enfatizando en

la enzima dextransucrasa (Anexo A4).

2. ldentificacion de dos bacterias aisladas de un caldo de extraccion de sacarosa de
la cafia de azlcar y estudio de su proporcién y sensisbilidad a los desinfectante

usados en comparacion con la microbiota total.

e Pruebas piloto:

Para la determinacion de las concentraciones de azucar a utilizar en los medios de
cultivo se realizé una prueba piloto en la que se usaran las siguientes concentraciones de
azucar 150g/L y 250g/L. Ademas de azucar los medios contenian peptona (10g/L) y agar
(159/L). La metodologia para la preparacion de los medios y la siembra de estos se
describe en Anexos (Anexo A5-A8).

e Preparacion de muestras de trabajo en laboratorio:

Se recolectaran muestras de guarapo de distintos molinos y pasos del proceso de
produccién de sacarosa en el ingenio Pantaledn, las cuales deberan ser transportadas en
una hielera a la Universidad del Valle de Guatemala durante los meses de enero a mayo
2008. Las muestras de jugo de cafia se almacenaran en el congelador a -15°C del
laboratorio de Operaciones Unitarias del departamento de Ingenieria Quimica de la
Universidad del Valle de Guatemala. Para trabajar, se descongelaran las muestras 24h
antes de empezar a trabajar a un refrigerador a 6°C; 2h antes de empezar a trabajar, se

colocara la muestra fuera del refrigerador, hasta que llegue a temperatura ambiente.



50

e Determinacion de Leuconostoc mesenteroides y microbiota total en los molinos:

Se tomaran las muestras y se diluiran de acuerdo con la muestra utilizada (Wistereich
1997). Para determinar la concentracion de L. mesenteroides en los jugos de cafia se
utilizard el medio MSE, con una siembra por superficie, utilizando un in6culo de 100puL.
Para determinar la microbiota total se realizard4 una siembra por vertido utilizando agar
plate count y un indculo de 1 mL (Noack 2008). Con el uso de agar Plate Count se
aislaran las dos bacterias adicionales que se identificaran en el proceso, ya que se ha

observadoes el que permite un mayor crecimiento de las bacterias elegidas.

e Preparacion de pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias de la cafia de

azlcar:

Se verificara periodicamente la identidad de las bacterias que crecen en los medios de
cultivo experimentales. Esto se realizara mediante pruebas bioquimica de azucares en
medio CTA, bilis, SIM, y por la tincion de Gram (Anexo A6). Para el andlisis de cepas,
se tomo al azar colonias formadoras de polimeros de alta masa molecular, con morfologia
presuntiva de L. mesenteroides, asi como colonias de morfologia distinta pero cuya
presencia era abundante en los medios de cultivo. Se eligieron dos bacterias de las méas
abundantes en cuanto a crecimiento y en cuanto a su morfologia bajo el microscopio con
una tincion de Gram. Se hicieron pruebas de identificacion para caracterizarlas e

identificarlas.

3. Implementacién de sistema de estandarizacion de procesos internos y de gestion
de personal.

e Division de compontes del trabajo de investigacion e implementacion:
o Observacion y analisis:
- Reconocimiento de los procesos internos del ingenio y analisis de
sus variables solo seleccionar las éptimas y puntuales para hacer

estudios de tiempos y movimientos.
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- Preparacion y evaluacion:
= Establecimiento del sistema de estudio de tiempos y
movimientos para realizar manuales de procesos y
coordinacion del personal involucrado.
= Evaluacion de las alternativas propuestas con las variables
de estudio.
- Correcion y proyecciones:
= Correcion de procesos y reestablecimiento de los mismos
para proponer mejoras a mandos del ingenio Pantaledn.
= Proyeccion de reduccion de tiempo y optimizacion de

movimientos y uso de recursos.

e Organizacion de procesos y personal:

Durante la fase de observacién y analisis del proceso se pudo detectar varias
oportunidades de mejor dentro de las cuales se han escogido la organizacién de procesos
y de personal. Las actividades antes mencionadas se estudiaron por medio de tiempo y
movimiento, por medio de la elaboracion de diagramas de operaciones y de recorridos
para determina las rutas Optimas en cuanto a la utilizacion de personal y recursos del

ingenio.

e Preparacion y evaluacion:

Para esta etapa del proceso basicamente se visito el ingenio y sus operaciones, en
total se hicieron 14 visitas a las instalaciones durante las cuales se tomo video de la
operacion de muestreo, se trazaron los recorridos hechos para el muestreo desde los
laboratorios de cafia y planta para sus respectivas operaciones y se cronometraron las
actividades desde la salida del operario del laboratorio hasta la preparacion de los

instrumentos necesarios para la proxima obtencion de muestras.

e Correcciones y proyecciones:
Con el conocimiento basico de las operaciones y sus recorridos se hicieron cuatro

propuestas, las cual se evaluaron y compararon para obtener una alternativa la cual sera
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puesta al mismo tiempo en evaluacion por los directivos del ingenio para su puesta en
practica. Los puntos clave que se observaron y con los cuales nos basamos para obtener
la mejor propuesta fueron:
o Costos de la operacion:
- Se planted la adquisicidn de nuevo equipo de laboratorio.
- Se planted la propuesta de contratacion de un operario extra.
o Tiempos y movimientos realizados en las operaciones:
- Con diagramas de operaciones y recorridos se comparan las
propuestas para selecciones la que tenga un menor tiempo de

operaciones y rutas éptimas de recorrido por la operacion.

Los resultados obtenidos se basaran en la operacion que incluya menos gastos y
cambios a la operacion actual, que es considerada como la 6ptima actual o en el mejor de

los casos, que reduzca los gastos costos y tiempo de operacién actual.

Las proyecciones del trabajo se realizardn a partir de los siguientes médulos de
evaluacion del mismo. Para la etapa en curso se pretende plantear un marco de
investigacion que permita la evaluacion de otras opciones de operacién basandose en
“Encuestas de Percepcion del lugar de trabajo y procesos internos” (ver aplicadas a los
empleados de todos los niveles organizacionales del ingenio Pantaledn y mediante los
resultados se crearan las bases para plantear los posibles escenarios de evaluacion de
alternativas propuestas y las posibles mejoras propuestas para el proceso en las etapas

siguiente).

e Evaluacion de factibilidad de alternativas para trabajar los analisis de muestreo en
ingenio Pantaleon:
o Alternativa 1: “Realizacion del proceso con procedimiento totalmente
internos”.
- Consideraciones a tomar:
= Se realizaran evaluaciones de jugos de diluido y primario

en laboratorio de materia prima.
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La evaluacion de jugos de extraccion de cafia se realizara
en el laboratorio de cafas.

Cada laboratorio sufragara sus propios gastos de toma de
muestra y analisis.

No se requiere personal extra en ningun proceso, los
mismos operarios 0 analistas de laboratorios haran el
muestre y analisis.

El laboratorio de materia prima debera implementar
equipo requerido para el analisis a llevarse a cabo.

Se hardn gastos en nuevo equipo y probablemente un
aumento en el tiempo y movimientos que requeriran los
operarios de los laboratorios para realizar sus muestreos y

analisis.

- Evaluacion de alternativa:

Econémicamente hablando, se tendrd que contemplar la compra de equipo de

laboratorio complementario para ambos laboratorios.

En el laboratorio de planta se deberia de comprar un bafio
de Maria con un costo aproximado a partir de $180
(Anexo D14).

En el laboratorio de cafias se deberia de comprar una
camara de refrigeracion con un costo aproximado a partir
de $1200 (Anexo D15).

De igual forma, de no decidir adquirir nuevo equipo, se debe elaborar un nuevo

recorrido para el cual se debera contar con la interaccion constante de ambos laboratorios

y la cooperacion y coordinacion de los operarios de los mismos. Este nuevo recorrido

deberd incluir el paso de los operarios por la planta y los laboratorios para tener resultado

en conjunto y al mismo tiempo tanto de las muestras tomadas en la planta y de los frentes

de corte (Anexo 18 y 19 para evaluacion de tiempos y movimientos dentro de la planta
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basandose en el proceso de “Estandarizacion de proceso de investigacion y muestreo en

laboratorios de cafia en ingenio Pantaledn” en Anexo 13).

o Alternativa 2: “Proceso totalmente interno con contratacion de operario
extra que realice muestreo y analisis de las muestras. ”
- Consideraciones a tomar:
= Se debera contratar 1 operario mas:

e Un operario extra trabajara con el laboratorio de
materia prima y se hara cargo de los muestreos de
jugo primario y diluido y hara los analisis de las
respectivas muestras

= El laboratorio pagara por los gastos del nuevo operario
= EI laboratorio de materia prima debera implementar

equipo requerido para el anélisis a llevarse a cabo.

Se reducira el tiempo de trabajo y se creara una plaza especializada para muestreo y

analisis de muestra.

- Evaluacion de alternativa:
La oportunidad vista en esta alternativa es la de reduccién de tiempo de operacion y
congestionamiento entre operarios de los laboratorios de la industria. El operario extra

contratado serd hecho mediando un servicio tercerizado.

Las caracteristicas que debera presentar el nuevo operario son segiin CENGICANA:
= Grado escolar minimo alcanzado: Sexto primaria.
= Saber leery escribir.
= Dispuesto a trabajar turnos de 12x12 o incluso 24x24 en

la temporada de arranque Y finalizacion de la zafra.

Ademas de las observaciones hechas con respecto a la contratacion del nuevo

operario, este Gltimo debera cumplir con el recorrido del DOP propuesto (Anexo 19), con
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el cual tendra un total de 16 minutos aproximadamente por labor de muestreo y 14 de
descanso y analisis de muestras tomadas con anterioridad. A diferencia de un proceso

normal que requeria de mas de una persona para el desempefio del proceso completo.

o Alternativa 3: “Proceso tercerizado con pago compartido.”
- Consideraciones a tomar:

= Se contratara el servicio de un operario extra que
trabajard como un “outsourcing” para el ingenio,
trabajando en la funcion de muestre y analisis.

= So6lo se dara una capacitacion de procesos los cuales
seran cubiertos por ambos laboratorios.

» Los dos laboratorios compartiran el pago de este servicio
ya que el muestreo y el analisis sera de beneficio para

ambos.

- Evaluacion de alternativa:

Gracias a haber analizado la alternativa 2, se pude deducir a grandes rasgos que el
pago de este operario nuevo, que sera contratado se hara por una empresa de outsourcing,
lo cual facilitara la forma de pago ya que se hard compartido con los dos laboratorios. Se
ha estimado por el DOP Propuesto (Anexo 19), que el operario Unicamente implementara
16 minutos, aproximadamente, de su tiempo de operacion en el muestreo y transporte de
las muestras hacia el laboratorio de cafias, dejando asi 14 minutos restantes que puede

implementar en el mismo proceso pero para el laboratorio de planta.

De esta forma el ahorro es compartido ya gque se tendra un operario con un costo de
dia’/hombre de Q52.00, inversion que se vera ahorrada en el tiempo que los demas
operarios de laboratorio implementardn para realizar mas analisis y proveer de
pronosticos a la directiva sobre frentes de corte mas contaminados, mejor determinacion

de niveles de eficiencia en extraccion de jugos y azUcares finales, entre otros.
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o Alternativa 4: “Realizacion de muestreo y andlisis en planta.”
- Consideraciones a tomar:

= Se manejara el mismo nivel de personal lo cual implica
no contrataciones extras.

= Se deberd implementar el equipo necesario en la planta
(se recomienda trasladar el equipo del laboratorio de cafia
al lugar dispuesto para realizar los analisis en la planta).

= El operario del desinfectante hara el muestreo y el
andlisis de las muestras.

= Con base a los resultados obtenidos se tomaré la decision
del volumen de desinfectante que se aplicara en los

tandem.

- Evaluacion de alternativa:

Tomando como base los Anexos 18 y 19 se podrd observar que el colocar un
laboratorio en el area de planta ahorra un total de 2 minutos con 20 segundos, reduciendo
el tiempo de trabajo a un total de 14 minutos de trabajo para el laboratorio de cafia y el
mismo tiempo para el laboratorio de planta dejando asi un margen de aproximadamente 2
minutos para toma de decisiones in situ de aplicacion de desinfectante el instante de
determinar una variacion en los analisis. Para mejorar el proceso inclusive se plantea la
implementacion de un nuevo instrumento de muestreo que facilite el trabajo realizado
(Anexo 18).

- Generalidad a tomar en cuenta:
= En todas las alternativas antes mencionadas, se debera
cumplir con:
e Realizar muestreos y analisis cada hora.
e Realizar muestreo sin falta de jugos primarios y
diluidos de los ambos tandem.
e Realizar muestreo y andlisis de los jugos de cafia

de los frentes de corte.
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e Este serd con forme los camiones vayan llegando
al laboratorio.

e Realizar corrida de ambos tandem una vez al dia.

e Unificar informacion, independientemente si se
han los analisis en el mismo laboratorio o por
separado, cada 1 hora, luego de los anélisis y

antes del proximo muestreo.

Llevar historial de muestras, analisis y desinfectante aplicado a los tandem luego de

obtenidos los resultados de los andlisis.

D. Andlisis Estadistico

1. Optimizacién de métodos y materiales para la evaluacién y control de cepas de
Leuconostoc mesenteroides.Se utilizd muestras de los seis molinos para determinar la
densidad microbiana total y de L. mesenteroides a lo largo de los molinos y su
comparacion con la temperatura. Las muestras de jugo primario, jugo diluido, jugo
sulfitado y jugo alcalizado se utilizaron para determinar la densidad microbiana total y de
L. mesenteroides previo al calentamiento. Los resultados de los recuentos se expresan
como log(UFC/mL)xdesviacién estandar. Se utilizd la prueba t de Student para muestras
pareadas con el objetivo de determinar si la diferencia entre los recuentos es o no
significativa con un nivel de confianza del 95%. Para poder determinar la relacion lineal
entre los recuentos y la temperatura se utiliz6 la prueba de varianzas F de Fisher con un

nivel del confianza del 95%.

Para determinar si existe 0 no una diferencia significativa entre los recuentos en los
dos medios propuestos por la etapa anterior del Megaproyecto (AM150 y AM200) vy el
medio de referencia (MSE), se emple6 una prueba t de Student para muestras pareadas,

con un nivel de confianza del 95%.
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Para determinar las diferencias entre los recuentos, en los medios de cultivo sélidos
basados en productos del ingenio, se utilizd una prueba t de Student para muestras
pareadas con un nivel de confianza del 95%. Para evaluar los medios liquidos se

realizaron andlisis cualitativos del crecimiento microbiano.

Para comprobar la eficiencia del desinfectante por el método de MIC cada dilucion de
desinfectante y se comparé con la obtenida con el formaldehido en la dilucién 10™. Se
calculd un coeficiente (halo de inhibicion de desinfectante/ halo de inhibicion de
formaldehido), para cada una de las diluciones y se definié un valor a partir del cual un
desinfectante era considerado efectivo (umbral de efectividad). Se emple6 un grafico de
barras para representar la relacion entre (halo de inhibicion de desinfectante/halo de
inhibicion de formaldehido) y la dilucion utilizada.

2. ldentificacion de dos bacterias aisladas de un caldo de extraccion de sacarosa de
la cafia de azUcar y estudio de su proporcion y sensisbilidad a los desinfectante usados en
comparacion con la microbiota total. Los métodos de analisis estadistico que se usaron
fueron de varios tipos, segun los resultados que necesitaran ser procesados. Para
comprobar la relacion entre los recuentos de Leuconostoc mesenteroides y la temperatura
en los molinos se podria usar una regresion lineal con un nivel de confianza del 90-95%
utilizando la funcién de Analysis Toolpack del programa Microsoft Excel, 2002,

Microsoft Corporation.

Para las determinaciones de diferencias entre los recuentos en los medios de cultivo
se usaron analisis de graficas y diagramas comparativos de porcentajes ya que se
compararon los recuentos totales con la presencia de las bacterias nuevas identificadas
para observar relaciones entre ellos y relaciones con los puntos distintos del proceso

azucarero y temperaturas en ellos.



VIIl. RESULTADOS

A. Optimizacion de métodos y materiales para la evaluacion y control de cepas de

Leuconostoc mesenteroides.

1. Caracterizacion de jugos circulantes en el ingenio Pantaledn: Los promedios de la
densidad de L. mesentereoides y microbiota total obtenida para los diversos jugos del
tandem y del proceso se muestran en el Cuadro 12. Con las muestras obtenidas se estimo
la densidad microbioldgica de cada uno molinos y el los pasos siguientes, anteriores al
calentamiento (Primario-Alcalizacién). La densidad de Leuconostoc mesenteroides y de
la microbiota total disminuye de manera polinomial desde el primer molino (jugo

primario) hasta el sexto molino (Figura6y 7).

Cuadro 12: Recuento de Leuconostoc mesenteroides y microbiota total en los

molinos y Primario-Alcalizacién y la temperatura de cada punto (n = 9).

Muestra Temperatura l0g;UFC de L. mesenteroides  log;UFC de microbiota total
/cm® de jugo /cm? de jugo
Jugo Primario 28.75 5.02+0.30 5.71+0.35
Molino 2 37.5 4.64+0.22 5.55+0.78
Molino 3 38.25 4.07+0.09 4.70+0.19
Molino 4 415 3.331.17 4.530.20
Molino 5 45 2.96+0.94 3.66+0.53
Molino 6 49.5 2.06£0.88 2.7840.27
Jugo Diluido 325 5.16+0.20 5.68+0.40
Jugo Sulfitado 335 4.43+0.26 5.11+0.27
Jugo Alcalizado 38 4.45+0.35 5.66+0.82

Jugo Filtrado 60.25 1* 1*

*En el jugo filtrado los resultados obtenidos para L. mesenteroides y microbiota total son

menores a 1.

59
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Figura 6: Disminucién del recuento de Leuconostoc mesenteroides en distintos puntos

del tindem (n = 9, barra de error de desviacion estandar correspondiente).
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Figura 7: Disminucion del recuento de microbiota total en distintos puntos

del tindem (n =9, barra de error de desviacion estdndar correspondiente).
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De acuerdo con los resultados se logré establecer una relacion lineal con a=0.05 entre
el recuento de L. mesenteroides y de microbiota total y la temperatura a lo largo de los
molinos (Figura 8 y 9, Anexo C1y C2).
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Figura 8: Relacion lineal entre recuento de L. mesenteroides y temperatura a lo largo
de los molinos del tandem (n =9, por medio de un analisis de varianza con un 95%
de confiabilidad se determind que existe una relacion lineal entre el recuento de

L. mesenteroides y la temperatura a lo largo de los molinos del tindem).
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Figura 9: Relacién lineal entre recuento de microbiota total y temperatura a lo largo
de los molinos del tandem (n =9, por medio de un analisis de varianza con un 95%
de confiabilidad se determind que existe una relacion lineal entre el recuento de

microbiota total y la temperatura a lo largo de los molinos del tandem).
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Se compar6 la densidad de Leuconostoc mesenteroides con respecto a la microbiota
total en cada molino. Se determind que la densidad de L. mesenteroides es
significativamente menor que la densidad de microbiota total en los primeros molinos
(Figura 10, Anexo C3).

Figura 10: Comparacion de recuentos de Leuconostoc mesenteroides y microbiota
total a lo largo del tindem (n = 9, barra de error de desviacion estandar
correspondiente. Con una prueba t de Student con 95% de confiabilidad se determiné que
existe una diferencia significativa entre los recuentos de L. mesenteroides y microbiota

total en el jugo primario (*), en el molino 2 (°) y en el molino 3 (~)).
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La densidad de Leuconostoc mesenteroides y de la microbiota disminuye
significativamente del jugo diluido al jugo sulfitado, utilizando un nivel de confianza del
95% (Figura 11y 12, Anexo C4 y C5).
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Figura 11: Comportamiento de Leuconostoc mesenteroides en Primario-Alcalizacién

(n =9, barra de error de desviacion estandar correspondiente. Con una prueba t de

Student con 95% de confiabilidad se determind que existe una diferencia significativa

entre los recuentos de L. mesenteroides en el jugo diluido y el jugo sulfitado (*)).
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Figura 12: Comportamiento de microbiota total en Primario-Alcalizacion (n =9,

barra de error de desviacion estandar correspondiente. Con una prueba t de Student

con 95% de confiabilidad se determind que existe una diferencia significativa entre

log,, UFC de microbiota total/cm? de jugo

los recuentos de microbiota total en el jugo diluido y el jugo sulfitado (*)).
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Se compar6 la densidad de Leuconostoc mesenteroides con respecto a la microbiota
total en cada jugo a lo largo del proceso. Se determind que la densidad de L.
mesenteroides es significativamente menor que la densidad de microbiota total (Figura
13, Anexo C8).

Figura 13: Comparacion de recuentos de Leuconostoc mesenteroides y microbiota
total en Primario-Alcalizacion (n = 9, barra de error de desviacion estandar
correspondiente. Con una prueba t de Student con 95% de confiabilidad se determiné que
existe una diferencia significativa entre los recuentos de L. mesenteroides y microbiota
total en el jugo primario (*), en el jugo diluido (°), en el jugo sulfitado (~) y en el jugo

alcalizado (-)).
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Se comparo los resultados de jugo filtrado con los obtenidos para el jugo alcalizado.
Se determin6 que la densidad de L. mesenteroides son significativamente menores en el
jugo filtrado que en el jugo alcalizado, de igual manera al comparar la densidad de
microbiota total, con un nivel de confianza del 95% (Figura 14, Anexo C10).
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Figura 14: Comparacion de recuentos de Leuconostoc mesenteroides y microbiota
total en jugo filtrado y jugo alcalizado (n =9, barra de error con una desviacion
estandar de 1. Con una prueba t de Student con 95% de confiabilidad se determiné
que existe una diferencia significativa entre los recuentos de L. mesenteroides en el
jugo filtrado y jugo alcalizado (*) y entre los recuentos de microbiota total en el jugo

filtrado y jugo alcalizado (°)).

M Jugo filtrado

M Jugo alcalizado

logio UFC/cm3 de jugo
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2. Optimizacion medios costo-efectivos para el desarrollo de L. mesenteroides:

a. Evaluacion de medios soélidos propuestos por etapa anterior de
Megaproyecto: Se comprobd que no existe una diferencia significativa en el crecimiento
de L. mesenteroides, a lo largo del tindem y en Primario-Alcalizacion, en los distintos
medios experimentales propuestos por la fase anterior del Megaproyecto (AM150 y
AM200) y el medio de referencia (MSE) con un prueba t de Student para dos muestras, o
de 0.05 (Figura 15 y 16, pruebas t de Student no mostradas).
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Figura 15: Comparacion de recuperacion de L. mesenteroides en el medio de

referencia (MSE) y los medios experimentales (AM150 y AM200) a lo largo del tandem

(n =4, barra de error con un valor corregido de 1. Con una prueba t de Student con 95%

de confiabilidad se determind que no existe una diferencia significativa entre los

recuentos de L. mesenteroides obtenidos en los diferentes medios).
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Figura 16: Comparacion de recuperacion de L. mesenteroides en medio de referencia
(MSE) y medios experimentales (AM150 y AM200) en Primario-Alcalizacion (n = 4,

barra de error con un valor corregido de 1. Con una prueba t de Student con 95% de

confiabilidad se determind que no existe una diferencia significativa entre los recuentos

oides/cm? de jugo
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b. Medios de cultivo sélidos a partir de productos del ingenio:

Cuadro 13: Diferencias de recuperacion y morfologia de colonias de L. mesenteroides

en los distintos medios de cultivo sélidos experimentales.

12 horas de incubacion 24 horas de incubacién 72 horas de incubacion

Medio Recuperacion Morfologia Recuperaciéon Morfologia Recuperacion Morfologia
JF200 - - - - - -

JF250 - - - - - -
JF300 - - - - - -
MC150 - - + Pequefias + Pequefias
MC200 + Pequefias + Pequefias + Medianas
MC250 + Medianas + Grandes + Grandes
ME150 + Pequefias + Pequefias + Pequefias
ME200 + Medianas + Grandes + Grandes
ME250 + Pequefias + Grandes + Grandes
MP200 + Medianas + Grandes + Dextrana
MP250 + Medianas + Grandes + Dextrana
MP300 + Medianas + Grandes + Dextrana

Se determind que los medios solidos de JF no son eficientes para el crecimiento de L.
mesenteroides (Figura 17). Posiblemente se debe a que la concentracion no es lo
suficiente para el desarrollo de la bacteria o la composicion del JF no contiene los

componentes esenciales.
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Figura 17: Comparacion de recuento de Leuconostoc mesenteroides a las 12 horas de
incubacion en medios experimentales (n = 3, barra de error con un valor corregido de 0.5.

Se utiliz6 un factor de correccion de 1).
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Los medios experimentales que mostraron mayor recuperacion son los medios de MP,
mostrando los mayores recuentos en la concentracion mas baja (MP 200), pero la mayor
recuperacion en las concentraciones més altas (MP300).

Ademas de comparar la recuperacion en los diferentes medios experimentales, se
comparo el tiempo de incubacion para el crecimiento de L. mesenteroides. Los recuentos
de L. mesenteroides fueron mayores a las 12 horas de incubacion, al compararlos con los

recuentos a las 24 y 72 horas (Figura 18).
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Figura 18: Comparacion de recuento de Leuconostoc mesenteroides a las 12, 24y 72
horas de incubacion en medios experimentales (n = 3, barra de error con un valor
corregido de 0.5. Se utilizé un factor de correccion de 1. Debido a que no era posible el
conteo de las placas MP250 y MP300 a las 72h se utiliz6 300 UFC para representarlo).
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Debido a que se busca disminuir los costos de los medios experimentales propuestos,
se evalud los medios sélidos (con mayor recuperacion) con Citrato de Sodio y Azida de
Sodio (inhibidores de crecimiento microbiano) y sin inhibidores. Se determind que existe
una diferencia significativa entre los recuentos en los medios con y sin inhibidores, con
un a de 0.05 (Figura 19, Anexo C12).
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Figura 19: Comparacion de recuento de Leuconostoc mesenteroides a las 12 y 24
horas de incubacion en medios experimentales con (C) y sin (S) Citrato y Azida de Sodio
(n =3, barra de error con un valor corregido de 0.5. Con una prueba t de Student con 95%
de confiabilidad se determind que existe diferencia significativa entre los recuentos de L.

mesenteroides obtenidos en ME250C y ME250S a las 12h (°), en MP200C y MP200S a
las 12h (~), en ME250C y ME250S a las 24h (~) y en MP200C y MP200S a las 24h (=)).
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Se determin6é que el medio de cultivo de eleccion es el MP200S. Para ello se
considerd el tiempo de recuperacion y morfologia de las colonias de L. mesenteroides, asi

como la disponibilidad y costo de la materia prima (Cuadro 14).

Cuadro 14: Comparacion en tiempo de analisis, morfologia de colonias,
disponibilidad de materia prima y costo de los medios MSE, AM150 y AM200S.

Medio  Obtencion de Costo Disponibilidad Materia

Resultados por litro Prima
MSE 96 h 167.23 Por pedido a proveedor
AM150 24 h 71.89 Normalmente en mercado

MP200S 12 h 70.86 Siempre en ingenio




71

c. Medios de cultivo liquidos a partir de productos del ingenio: Los medios
liquidos experimentales de JF no mostraron recuperacion de L. mesenteroides a las 6
horas de incubacion, como se observd en los otros medios liquidos experimentales.
Ademas, se pudo observar que las concentraciones iniciales de los medios experimentales
MC, ME y MP eran altas, por lo que no se observo crecimiento microbiano y se
prepararon medios con soluciones mas bajas. Los medios experimentales C mostraron
crecimiento microbiano en todas las concentraciones, por lo que se continu6 trabajando

con concentraciones menores, buscando disminuir los costos del medio (Anexo D6).

En todos los medios liquidos experimentales, con menores concentraciones, hubo
crecimiento de L. mesenteroides a las 6 horas de incubacion con excepcion del medio de
C25 y MP75 (Anexo D7), por lo que se continu¢ trabajando con las concentraciones mas

bajas en las que hubo recuperacion.

En busca de disminuir los costos de los medios experimentales propuestos, se evalud
los medios liquidos con Citrato de Sodio y Azida de Sodio (inhibidores de crecimiento
microbiano) y sin inhibidores. Se determind que no existe diferencia entre los medios con

Citrato y Azida de Sodio y los medios que no tiene dichos componentes (Anexo D8).

Debido a que por la turbidez no se puede determinar cuantitativamente si existe una
diferencia, se realizaron lecturas de la absorbancia a cada uno de los medios

experimentales inoculados con L. mesenteroides (Cuadro 15).

Cuadro 15: Absorbancia a 260nm de los distintos medios liquidos experimentales con
diferentes componentes (para cada medio se utiliz6 su propio control).

Cadigo Medio Experimental Absorbancia (260nm)
Con citrato y azida de Na C50 1.5712
MC25 1.8035
ME25 1.8928
MP25 1.8668
Sin citrato y azida de Na C50 1.7082
MC25 1.8983
ME25 1.6714

MP25 2.3275
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Se pudo observar crecimiento bacteriologico en todos los medios de cultivo
experimentales, con y sin Citrato y Azida de Sodio. Debido a que se busca un medio

costo-efectivo se continu6 trabajando con los medios sin Citrato y Azida de Sodio.

3. Evaluacion de actividad enzimatica de Leuconostoc mesenteroides: Para
determinar la fase estacionaria de la curva de crecimiento de L. mesenteroides se
realizaron lecturas de absorbancia cada hora durante 6 horas de incubacion, utilizando el
medio liquido MP25S (Figura 20).

Figura 20: Curva de crecimiento de L. mesenteroides en medio liquido MP25.
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Se determin6 la actividad enziméatica de la cepa aislada de L. mesenteroides
utilizando una muestra con 6 horas de incubacién por medio del método de DNS. Se
determind que el método de DNS es efectivo para la determinacion de la produccion de
azucares reductores (Cuadro 16). Ademas, se observd que no hay diferencia entre la
absorbancia de azucares reductores obtenida en la solucion con sacarosa y la solucion con

azucar morena utilizando el metodo DNS (Cuadro 17).
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Cuadro 16: Absorbancia de azUcares reductores por metodos espectrofotométricos

(Resorcinol Tiourea y DNS).

Muestra Absorbancia (520nm) Absorbancia (575nm)
Resorcinol-Tiourea Dinitrosalicilico
Sacarosa 1.600 -0.008
Sacarosa-Glucosa 1.464 0.579
Sacarosa-Fructosa 0.749 1.420
Sacarosa-Glucosa-Fructosa 0.164 1.997
Fructosa 1.256 >3.170
Glucosa 0.047 2.064
Fructosa-Glucosa 0.262 >2.740

Cuadro 17: Determinacién de actividad enzimatica de L. mesenteroides en solucion

de sacarosa y solucidn de azucar morena, con una hora de incubacion (método DNS).

Solucién Sacarosa AzUcar morena

Absorbancia (575nm) 0.111 0.113

4. Evaluacion de bactericidas por métodos microbioldgicos: Se evalué los
bactericidas SMB y Beta-Stab, utilizando actualmente en el ingenio Pantaledn. Se utiliz6
como coeficiente minimo para considerar un desinfectante efectivo el establecido por la
fase anterior del Megaproyecto (umbral de efectividad = 0.15, determinado a partir de los
resultados obtenidos de MIC por Lou 2008. Este valor corresponde al halo minimo de
inhibicion (0.5cm, punteo 1, comparado con el halo del formaldehido 3.27+ 0.48cm,
punteo 6)). De los dos bactericidas, el SMB es el mas eficiente para la inhibicion del

crecimiento de la cepa aislada de L. mesenteroides (Figura 21).
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Figura 21: Comparacion de la efectividad de dos bactericidas utilizados en el ingenio
Pantaledn contra Leuconostoc mesenteroides aislado de los jugos de cafia. (n = 6, barra de

error con un valor corregido de 0.1. Se utiliz6 un factor de correccion de 1).
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B. Identificacion de dos bacterias aisladas de un caldo de extraccion de sacarosa de la
cafia de azUcar y estudio de su proporcion y sensisbilidad a los desinfectante usados

en comparacion con la microbiota total.

Figura 22: Proporcion de cada tipo de morfologia bacteriana con respecto a un total,
dentro del total de muestras tomadas en el tindem A, en dos tomas de muestra.
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m Bacilos Gram +

M Bacilos Gram -




75

Figura 23: Proporcion de cada tipo de morfologia bacteriana con respecto a un total,
dentro del total de muestras tomadas en el tandem B, en una toma de muestra.
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Figura 24: Proporcion de cada tipo de morfologia de colonia con respecto a un total,

dentro del total de muestras tomadas en el tindem B, en una toma de muestra.
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Figura 25: Proporcion de cada tipo de morfologia de colonia con respecto a un total,

dentro del total de muestras tomadas en el tindem A, en una toma de muestra.
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Cuadro 18: Caracteristicas de la bacteria aislada en mayor proporcion después de L.

mesenteroides, que se presume identificada como B. stearotermophillus.

Prueba

Resultado 24h

Presuncion de identificacion

SIM (movilidad)

Bacillus Stearotermophilus

Indol

Urea

LIA

Citrato

TSI

NaCl 3%

Nacl 6%

Catalasa

OF

Arabinosa

Fructosa

Lactosa

Maltosa

Manosa

Rojo de Metilo

Voges Proskauer
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Cuadro 19: Caracteristicas de la segunda bacteria aislada en mayor proporcién después de L.

mesenteroides y B. stearotermophillus, que se presume identificada como L. casei.

Prueba

Resultado 24H

Presuncién de ldentificacion

SIM (movilidad)

Lactobacillus casei

Indol

Urea

LIA

Citrato

TSI

NaCl 3%

Nacl 6%

Catalasa

OF

Arabinosa

Fructosa

Lactosa

Maltosa

Manosa

Rojo de Metilo

Voges Proskauer

Figura 26: Aumento del log;o UFC de B. stearothermophilus/cm® de jugo en funcién

del cambio de temperatura de los distintos productos del tandem B. No se observa una

relacion lineal ya que las temperaturas altas favorecen el crecimiento de esta bacteria.
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Figura 27: Inhibicién del crecimiento por parte del bactericida SMB en distintas

concentraciones, de distintas muestras sembradas en agar Mueller Hinton

Halo de inhibicion

(n =1, barra de error con un valor corregido de 0.1.

Se utilizé un factor de correccion de 1).
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Figura 28: Inhibicion del crecimiento por parte del bactericida B-stab en distintas

concentraciones, de distintas muestras sembradas en agar Mueller Hinton

Halo de inhibicion

(n =1, barra de error con un valor corregido de 0.1.

Se utilizé un factor de correccion de 1).
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Con el estudio de las alternativas propuestas, se ha llegado a una decision de sugerir
al ingenio la implementacion de la alternativa 4 “Realizacion de muestreo y analisis en
planta” ya que en cuestion de tiempos y movimientos, realiza Unicamente 53
movimientos y 12 traslados para cada operacion (muestreo para laboratorio de cafias y
muestreo para laboratorio de planta) en un tiempo total de 28 minutos con 25 segundo,
dejando el tiempo restante para la toma de decision de aplicaciéon de desinfectante y el
volumen y momento mas adecuado acorde a los resultados del muestreo. El costo de esta
alternativa sera nulo, ya que se implementara un bafio de Maria y se adquiriran tubos de
ensayo y gradillas de laboratorios de cafias y de planta al no ser utilizados y ya el
operario de planta es la misma persona que muestrea en los tdndem y aplica el
desinfectante, la diferencia vista en tiempo es que hara el proceso de una forma estandar,
con un menor tiempo ya que pasaria de realizar los procesos cada hora en un total de 29
minutos y 33 segundos para un solo laboratorio a realizar los dos muestreos y analisis en

un total de 28 minutos y 25 segundos cada, para ambos laboratorios en una hora.



IX. DISCUSION

La industria azucarera a nivel mundial, en particular la industria guatemalteca, se ve
afectada por la contaminacién microbiana, debido a que los jugos de cafia brindan los
nutrientes y el ambiente necesarios para el desarrollo de los mismos. Como consecuencia
del dafio causado por los microorganismos, principalmente Leuconostoc mesenteroides,
existe una disminucion del rendimiento y eficacia en los procesos, reduciendo la calidad

del producto y causando pérdidas econémicas.

El ingenio Pantaledn cuenta con un sistema de monitoreo diario del proceso. A pesar
de ello, no disponen de métodos microbiolégicos adecuados y sencillos para la
evaluacion de la densidad de L. mesenteroides u otros microorganismos, ni para la

evaluacion de la efectividad de los bactericidas sobre los mismos.

Los resultados obtenidos en el trabajo son parte del esfuerzo que se esta realizando
para proveer a la industria de métodos microbiolégicos que contribuyan al sistema

integral de control de Leuconostoc mesenteroides.

A. Caracterizacion de jugos circulantes en el ingenio Pantaledn:

Los coeficientes de correlacion obtenidos para la disminucion de manera polinomial
son aceptables debido a que son cercanos a uno. El patrén de disminucién puede deberse
al agotamiento de sustrato, disminucion de nutrientes y aumento de la temperatura a lo
largo del tandem. Al comparar los resultados con los obtenidos en la unidad estudiada
anteriormente, se observo que en ambos ingenios la densidad microbiana sigue una

misma tendencia a lo largo del tandem.
En la informacion del Cuadro 12, se relaciona el incremento de la temperatura con la

disminucion de la densidad microbiana. ElI aumento de la temperatura a los largo del

tandem se produce para obtener la lixiviacion de la sacarosa con la adicion de agua

80
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caliente (60-80°C) en el ultimo de los molinos. Se establecio una relacion lineal entre la
densidad de L. mesenteroides y la temperatura del tandem, con un coeficiente de
correlacion de 0.9129. El ajuste de los datos al modelo es significativo de acuerdo al
andlisis de varianza con F calculada (41.93613256) mayor que el F critico
(0.002930255), con un 95% de confianza. De igual manera, se establecié una relacion
con un coeficiente de correlacion de 0.8655 entre la microbiota total y la temperatura a lo
largo tdndem. El ajuste de los datos al modelo es significativo de acuerdo al analisis de
varianza con F calculada (25.74753285) mayor que el F critico (0.007109484) con un
95% de confianza. En la unidad estudiada anteriormente también se pudo establecer una
relacion lineal entre la densidad microbiana y la temperatura de los molinos, por lo que se
puede utilizar el aumento de la temperatura para predecir de alguna manera la densidad

microbiana.

Se determind que la densidad de L. mesenteroides es significativamente menor que la
densidad de la microbiota total en los molinos 1, 2 y 3, de acuerdo a la prueba t de
student con P calculada para una cola menor que o. La mayor diferencia de densidades
se observo en el molino 3, para el cual se tuvo una P (una cola) de 0.001775408, para un
a de 0.05. Con estos resultados se puede observar que el tindem hace una seleccién con
respecto a la eliminacién de Leuconostoc mesenteroides frente a la microbiota total,
principalmente por el aumento de temperatura. Esta seleccion es un aspecto a tomar en
cuenta para el futuro desarrollo de tratamientos especificos contra L. mesenteroides, ya
que por la tendencia observada los tratamientos deben enfocarse en los primeros molinos

del tandem y no en los ultimos.

Se establecié que la densidad de L. mesenteroides y de microbiota total disminuyen
significativamente del jugo diluido al jugo sulfitado, la cual se demostré con una prueba t
de Student. Esta disminucion de la densidad microbiana puede deberse a que el anhidrido
sulfuroso tiene la capacidad de inhibir la actividad de bacterias lacticas, grupo al que
pertenece L. mesenteroides. La temperatura no se considera un factor influyente en la
disminucion de la densidad debido a que no existe diferencia entre la temperatura del

jugo diluido y el jugo sulfitado. Debido a que el jugo primario y el jugo diluido estan
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muy relacionados entre si, se compar0 la densidad microbiana entre ellos, para lo que se
establecio que no existe una diferencia significativa entre la densidad de L. mesenteroides
y la de microbiota total, con un nivel de confianza del 95%. Ademas, se puede observar
en la Figura 13 que no hay diferencia entre la densidad microbiana de jugo diluido y la
del jugo alcalizado. EI descenso observado en el jugo sulfitado debe continuar siendo
estudiado, asi como también el aumento de la densidad microbiana del jugo sulfitado al

jugo alcalizado.

De acuerdo a observaciones realizadas por trabajadores del ingenio el jugo filtrado
podia ser una de las principales fuentes de aumento microbiano. Por ello se realizaron los
analisis pertinentes y se determiné que la densidad de L. mesenteroides y la de microbiota
total son significativamente menores en el jugo filtrado al compararlo con las densidades
observadas en el jugo alcalizado, jugo al cual se une el jugo filtrado. Por lo anterior, se
pudo probar que el jugo filtrado no tiene influencia alguna sobre el aumento de la

densidad microbiana por lo que puede no considerarse para estudios futuros.

Por los resultados obtenidos se evidencia la importancia de realizar mas estudios de
los jugos circulantes, debido a que no existe literatura disponible al respecto. Ademas, se
pudo observar la importancia microbiolédgica de dichos estudios ya que se determiné que
la microbiota continua estando presente hasta el proceso de calentamiento, incluyendo la
etapa de sulfitacion y alcalizacion que no habia sido considerada hasta el momento, lo

cual puede representar pérdidas de sacarosa y econdmicas para la industria.
B. Optimizacion medios costo-efectivos para el desarrollo de L. mesenteroides

La basqueda de medios de cultivo costo-efectivos se realiz6 con el objetivo de
producir grandes cantidades de Leuconostoc mesenteroides para el futuro desarrollo de

tratamientos bioldgicos.

1. Evaluacién de medios sélidos propuestos por etapa anterior de Megaproyecto: No

se determin0 una diferencia significativa entre MSE y los medios AM150 y AM200. Por
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medio de las observaciones realizadas durante el estudio se pudo determinar que en los
medios AM150 se favorece el crecimiento de L. mesenteroides y de otras bacterias,
debido a que se observo colonias de color blanco y amarillo, las cuales no son
caracteristicas de L. mesenteroides. A pesar de lo anterior, se observd produccion de
dextrana en grandes cantidades, lo que indica una recuperacion alta de L. mesenteroides.
Por ello se recomienda realizar mas estudios utilizando los medios AM150 con el

objetivo de mejorar el medio y que el mismo sea especifico para L. mesenteroides.

Por las observaciones del crecimiento microbiano en los medios AM200, se pudo
determina gque es mas especifico para L. mesenteroides, pero el crecimiento del mismo es
mas lento. Ademas, se pudo observar que la recuperacion en los medios AM200 es menor
que en AM150.

2. Medios de cultivo sélidos a partir de productos del ingenio: Para continuar con la
busqueda de medios de cultivo costo-efectivos, que muestren una recuperacion de L.
mesenteroides eficiente en un periodo de tiempo corto, se evalud productos del proceso
azucarero como componentes de medios de cultivo sélidos. Los productos intermediarios
del proceso tienen la ventaja de ser mas baratos que los productos terminados, ademas de
que conservan mas nutrientes (coenzimas, factores de crecimiento, proteinas, vitaminas,
entre otros), por lo que cuentan con las condiciones necesarias para el desarrollo

microbiano.

Los medios de cultivo solidos pueden ser empleados para dos diferentes proceso,
recuento de L. mesenteroides en jugos y produccion de L. mesenteroides en gran escala.
En términos generales, los medios de cultivo de meladura evaporada y miel primera
muestran una recuperacion considerable de L. mesenteroides al compararlo con los otros

medios.

Los medios de cultivo para recuento deben mostrar una mayor recuperacion, menor
cantidad de contaminantes y un tiempo corto de incubacion. De acuerdo a las

observaciones y conteos realizados, el medio MP200 es el més adecuado para realizar
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conteos microbianos a los jugos circulantes en el ingenio. Los medios MP200 mostraron
una recuperacion alta luego de 12 horas de incubacién y a las 24 horas se podia observar

produccion de dextrana en el medio.

Para los medios de cultivo de produccion a gran escala el factor mas importante a
considerar es el crecimiento rapido de L. mesenteroides. En el caso del medio MP300 se
observé produccion de dextrana a las 12 horas, por lo que se puede considerar un
crecimiento acelerado de L. mesenteroides al compararlo con el medio MSE, en el cual
requiere un tiempo de incubacion de 72 horas para su crecimiento. Para poder determinar
si el medio MP300 es adecuado para recuento microbiano se deben realizar estudios de

crecimiento de L. mesenteroides en tiempos menores a 12 horas.

Por la importancia que tienen los recuentos de L. mesenteroides en la industria
azucarera, se continu6 con estudios del medio MP200, buscando un medio costo-efectivo.
Se comprob6d que en los medios MP200 con inhibidores el crecimiento de L.
mesenteroides era menor que en los medios sin inhibidores, posiblemente porque el
citrato y azida de sodio no solo inhiben el crecimiento de otras bacterias sino que también
retrasan el desarrollo de L. mesenteroides. Sin embargo, pueden ser utilizados como
medios para realizar recuentos microbianos. Al contrario a lo observado en los medios
con inhibidores, en los medios MP200 S el crecimiento de L. mesenteroides fue
acelerado. Esto se determind por la produccion de dextrana a las 12 horas y por la
sobreposicidn de las colonias, lo cual dificultaba el recuento de las mismas. Al igual que
para los medios MP300, se deben realizar estudios de recuento antes de 12 horas de

incubacioén.

3. Medios de cultivo liquidos a partir de productos del ingenio: Como método
alternativo a los medios solidos se evalué medios de cultivo liquidos para el desarrollo de
microorganismos Yy para poder determinar la actividad enzimética de L. mesenteroides.
Por medio de pruebas iniciales se observd que a las 6 horas de incubacion ya existe
crecimiento microbiano en los medios liquidos, lo que muestra un crecimiento mas

rapido en los medios liquidos al compararlo con los medios solidos. Ademas, se pudo
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determinar que el JF no es un componente ideal de medios para el desarrollo de L.

mesenteroides.

Los medios liquidos con cachaza fueron eliminados debido a que la cachaza
precipitaba en el medio, lo cual dificultaba la observacion del crecimiento bacteriano por
medio de turbidez. Los medios de MC, ME y MP mostraron turbidez en los medios con
una concentracion al 2.5% (25mL/L). Los resultados obtenidos para la evaluacién de
medios liquidos con y sin inhibidores no mostraron diferencia. En ambos medios se

observo turbidez, por lo que se considero que hubo crecimiento microbiano.

Por medio de los resultados obtenidos por la absorbancia se determind que los medios
MP25 tienen una mejor recuperacion de L. mesenteroides. Al comparar los medios MP25
con y sin inhibidores, la absorbancia obtenida para el medio sin inhibidor fue mayor
(2.3275) con respecto al medio con inhibidores (1.8668).

Similar al caso de los medios sélidos, en los medios liquidos se observé una mejor
recuperacion de L. mesenteroides en los medios con miel primera, posiblemente se debe a
que la miel contiene una alta cantidad de nutrientes, con respectos a los otros productos
intermedios analizados. Ademas, se pudo observar que, tanto para los medios sélidos
como liquidos, los medios sin inhibidores mostraron un crecimiento microbiano mas

acelerado que los medios con inhibidores.

C. Evaluacién de actividad enzimética de Leuconostoc mesenteroides:

Se establecié que el método de DNS es mas efectivo para la deteccion de azlcares
reductores, principalmente fructosa. El método de Resorcinol-.Tiourea no diferencia entre
azucares reductores y sacarosa, lo cual se observa con la absorbancia de sacarosa (1.600),
valor mas alto obtenido. Por el contrario, con el método de DNS la absorbancia obtenida
para la solucion de sacarosa fue negativa, y las absorbancias de las soluciones con

fructosa (distintos porcentajes) muestran las lecturas mas altas como se puede observar en
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el Cuadro 14, a pesar de que por el DNS se pierde una parte del azucar reductor a

analizar.

Una vez determinado el método de deteccion de fructosa, se montd la técnica para la
evaluacion de la actividad enzimatica de L. mesenteroides. Se determinaron las
condiciones bajos las cuales se debe realizar el método. L. mesenteroides debe inocularse
en un medio de MP25S (pH 6.8-7.2) e incubar por 6 horas. Este tiempo de incubacion se
establecio por la curva de crecimiento obtenida, en la cual se puede observar que entre las
4y 6 horas L. mesenteroides se encuentra en la fase estacionaria, fase en la cual inicia la
produccién del enzima dextransucrasa. Para que la actividad de la enzima sea eficiente
se requiere de soluciones con concentraciones altas de azlcar a un pH entre 5.5-5.8. El
tiempo de incubacidén que se requiere para poder determinar la actividad enzimatica a

través del aumento de uno de los productos de la reaccion (fructosa) es de 1 hora.

Se realizd una prueba inicial utilizando soluciones de sacarosa pura y de azlcar
morena (concentracion 1%), para lo cual no se observo diferencia entre los resultados
obtenidos con 1 hora de incubacion (Cuadro 17). Por lo anterior, se recomienda continuar
con los analisis pertinentes y comparar la técnica propuesta con métodos mas sencillos

para la determinacién de actividad enzimaética.

D. Evaluacion de bactericidas por métodos microbiolégicos:

Se utilizé6 como estandar formaldehido, debido a era el bactericidad empleado en la
industria azucarera, descontinuado por su toxicidad. Con el formaldehido se observé que
con una concentracion al 10% es efectivo, con concentraciones menores ya no se observo

halo de inhibicion (resultados no mostrados).

El bactericida SMB es eficiente en cuanto a la inhibicién de L. mesenteroides. En la
Figura 25 se puede observar que conforme mayor es la dilucion del desinfectante menor
es la inhibicién del mismo sobre la bacteria aislada. Con una concentracién del 1%

todavia existe inhibicion, pero con una concentracion menor la inhibicion ya no es
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suficientemente eficiente, de acuerdo al umbral de efectividad establecido. Por el
contrario, B-Stab no mostré inhibiciobn para L. mesenteroides a ninguna de las

concentraciones evaluadas.

Al utilizar esta metodologia se pudo determinar que la concentracion utilizada
actualmente por el ingenio Pantale6n no es efectiva en ambos casos. La concentracion
utilizada para SMB es de 0.002% y para -Stab de 0.005%. El resultados obtenido para
SMB concuerda con los obtenidos por Lou 2008. Debido a que la concentracion minima
para una inhibiciéon efectiva de estos desinfectantes es superior a la utilizada en el
ingenio, el uso de los bactericidas esta generando pérdidas econdmicas y ningun

beneficio para la industria.

El resultado de inhibicion de los bacteridicas para L. mesenteroides concuerda con la
inhibicion de microbiota total en el caso del SMB, para el cual la concentracion minima
es de 1%. El B-Stab si mostrd inhibicién de la microbiota total con una concentracion
minima de 1% (Balsells 2009). Debido a que para L. mesenteroides el bactericida p-Stab
no mostrd inhibicidn, se recomienda probar otros desinfectantes, ademas de siempre

realizar estudios de bactericidas tanto para microbiota total como para cepas aisladas.

Con este estudio se consiguid optimizar métodos de monitoreo, evaluacion y control
de cepas de L. mesenteroides en los distintos jugos circulantes en la industria azucarera.
Las metodologias propuestas son complementarias con las propuestas por Lou 2008 y
serviran de base para la continuacion de los estudios a realizar en la fase siguiente de

Megaproyecto.

E. Cepas desconocidas identificadas y la aplicacion de una técnica de evaluacion de los

bactericidas usados en el ingenio.

En este trabajo también se presentan los resultados de un analisis del comportamiento
microbioldgico en los tandem A 'y B del ingenio Pantaledn para proponer en un futuro un

método de control de los organismos presentes en la cafia de azlcar, los cuales se
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encuentran presentes en el suelo y en las estructuras vegetales en putrefaccion. La
microbiota de la cafia de azlcar sin cortar es variable, estando influenciada
principalmente por la temperatura, la humedad y la estacion del afio. Los
microorganismos pueden ser oportunistas, epifitos y parasitos, y se pueden desarrollar en
distintas partes de la planta y aumentar su presencia mientras aumenta el tiempo de
transporte de la cafia desde el corte hasta la llegada al ingenio. Por esto es importante
conocer el desarrollo de la microbiota desde el momento de quema y corte de la cafia
hasta la produccion final de sacarosa dentro del ingenio. En este trabajo se muestran los
resultados obtenidos en un estudio microbiolégico dentro de los seis pasos que tiene una
extraccion de jugo de cafia dentro de los tandem del ingenio Pantale6n, con el fin de
conocer mas sobre su comportamiento y su crecimiento de manera conjunta y aislada

dentro de los molinos de extraccion de jugo.

Esta investigacion fue realizada durante un afio con muestras de la zafra 2008-2009
en el ingenio Pantaledn, en Escuintla, Guatemala. Las muestras del tandem A se tomaron
en dos semanas seguidas y las muestras del td&ndem B fue posible recolectarlas
Unicamente una vez, debido a que el dia de muestreo el tandem estuvo sin funcionar
varias horas. Las muestras fueron tomadas y transportadas a la Universidad del Valle en
hielo para ser sembradas y cultivadas. Inicialmente las muestras se sembraron en medios
de cultivo usados en el trabajo de Lou 2008 para el conteo total de colonias y UFC/mI
presente en cada paso de los tandem. También se realizaron Grams y algunas pruebas
bioquimicas a algunas de las muestras sembradas pero se decidio usar los datos obtenidos
para hacer comparaciones de la microbiota total en los distintos puntos de los tandem y
para la eleccion de las dos bacterias mas abundantes, luego de L. mesenteroides, para su
identificacion y evaluacion de presencia en los distintos pasos del proceso azucarero. En
las Figuras 5y 6 en la seccion de resultados se observan las graficas de porcentajes de la
presencia de Cocos Yy Bacilos, gram positivos y negativos en cada tandem
respectivamente. Se seleccionaron la misma cantidad de colonias para cada muestra de
cada punto del tandem, se hicieron conteos de UFC/ml y seleccion de las mas
representativas para pruebas de Gram. Se puede observar en las Figuras que los cocos

gram positivos son en ambos tandem los que se encuentran presentes en mayor
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porcentaje dentro de la microbiota total de los tandem, seguidos en ambos casos por los
Bacilos gram positivos, con un porcentaje alto también y luego los cocos gram negativos
y los bacilos gram negativos. Los cocos gram negativos fueron vistos en el microscopio
con tincién de gram y todos eran muy similares entre si y coincidian con la informacién
bibliogréafica sobre las colonias y morfologia en gram de L. mesenteroides. Con base en el
cultivo en diferentes medios, se seleccionaron colonias que eran las mas abundantes y
cuyos grams eran los mas comunes en aparecer, luego de los de L. mesenteroides. Las
bacterias mas abundantes en crecimiento se eligieron del tindem B ya que tenian una alta
presencia e crecimiento en medio de cultivo Plate Count Agar y en los grams se

observaba una gran cantidad que presentaban morfologia de Bacilos gram positivos.

Estas dos bacterias fueron reaisladas y cuantificadas nuevamente en agar Plate Count
para conocer su comportamiento de crecimiento aislado en los distintos molinos dentro
del tandem. Cada bacteria fue observada al microscopio luego de cada reaislamiento y se
observé que la morfologia caracteristica de bacilos se mantuvo siempre. Con esto se
prosiguié a realizar la bateria de 17 pruebas bioquimicas a cada una de las dos bacterias
de interés. Los resultados de las pruebas fueron comparados con la tabla de
caracteristicas bioguimicas de microbiota de los jugos de cafia, de Gini 1995, Bourgeois y
Larpent 1995, Carr et. al. 1975, MacFaddin 2000, se puede ver la tabla en los anexos. Los
resultados de las pruebas indican que las bacterias elegidas se pueden identificar como
Lactobacillus casei y Bacillus stearotermophillus. Para confirmar definitivamente la
identidad y caracterizar las dos especies es necesario realizar mas estudios para
comprobar que exactamente se trata de cada una de las dos especies identificadas con las
pruebas. En Guatemala no se habia identificado otra bacteria, a parte de L. mesenteroides,
por lo que era importante describir algunas de las bacterias mas importantes en el
proceso. Es importante conocer algunas caracteristicas de ellas en base a la literatura y a

estudios realizados con las bacterias aisladas e identificadas.

Sobre la bacteria Bacillus stearotermophillus se encontré en la literatura que
sobrevive a temperaturas altas y que su conteo baja en temperaturas menores a 40°C, con

los aislamientos de esta bacteria en cada uno de los productos del tindem B, se observd
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gue mientras mas elevada era la temperatura del tandem la bacteria mostraba un mayor
crecimiento, mientras que la microbiota general y el resto de bacterias muestran un
comportamiento contrario a manera que fluctdan las temperaturas del tandem. Mientras
menor es la temperatura en el tandem, mayor crecimiento muestra la microbiota total. La
prueba de bactericidas también se realiz6 para la microbiota total y para las dos bacterias
aisladas, con dos bactericidas usados en el ingenio, el SMB y ¢l B-stab; los resultados que
se observan son muy diferentes. Para la microbiota total las Unicas diluciones que logran
tener una inhibicion sobre el crecimiento de las bacterias es el bactericida puro, 10, 107
y 107 de ambos desinfectantes, sembradas en agar Mueller-Hinton. Las diuciones de 10
y 10™ no fueron efectivas para la microbiota total, ya que no se observé ningtn halo de
inhibicion al sembrar muestras puras de jugo primario y jugo diluido en presencia de
estos bactericidas. Para las bacterias aisladas el caso fue el mismo solo que para la
bacteria L. casei todavia hubo inhibicion del crecimiento con el bactericida B-stab y el
SMB en una dilucién de 10 ninguno de los dos desinfectantes logré inhibir el
crecimiento en una dilucién de 107, para la bacteria B. stearotermophillus, la inhibicion
fue efectiva también en diluciones de 10™ a 10™, pero no se observé ninguna inhibicion
en una dilucién de 10, La dilucién de ambos bactericidas que se utiliza en el ingenio
Pantaleén actualmente es de 107, por lo que se sabe con este estudio que la concentracién
usada de bactericida no es efectiva para inhibir el crecimiento de la microbiota total ni de
las bacterias descritas, en puntos criticos del proceso.

F. Analisis de optimizacién de procesos y de personal

Como se ha observado a través de este documento el tema que se aborda es de una
complejidad tal que requiere varias fases para su culminacion final. La fase actual se
puede considerar como intermedia para seguir desarrollando y optimizando lo logrado en

la primera y al mismo tiempo sirva de fundamento para la nueva etapa.

Se ha constatado el interés del ingenio Pantaledn y que tomando como base este

proyecto se amplie la colaboracién académico-productiva y los objetivos a todos los
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aspectos relacionados con eficiencia y calidad en la produccion azucarera por lo que se

adicion6 como un objetivo especifico en esta fase.



X. CONCLUSIONES

. La densidad de microbiota total y de L. mesenteroides disminuyen del molino 1 al

molino 6, conforme la temperatura aumenta.

. Leuconostoc mesenteroides es la especie encontrada en mayor proporcion
formando parte de la microbiota total en los molinos 1 a 3, pero su proporcion
relativa disminuye en los molinos 4 a 6, siendo un factor a tomar en cuenta para el

disefio de tratamientos especificos.

. La microbiota se encuentra activa hasta el proceso de calentamiento, incluyendo
la etapa de sulfitacion y alcalizacion que no habia sido considerada hasta el

momento, por lo que se debe buscar un método de control en el futuro.

. Contrariamente a la opinion prevaleciente, la densidad microbiol6gica encontrada
en el jugo filtrado no es significativa como para ser considerada un factor de

incremento microbiano en el proceso azucarero.

. La miel primera es el producto intermediario de eleccion para el desarrollo de
nuevos medios de cultivo costo efectivos, tanto solidos como liquidos, debido a la
disponibilidad de la materia prima dentro del ingenio y a que el costo

insignificante.

El medio MP200 (miel primera 20%) con inhibidores es un medio costo-efectivo
para métodos de recuento de L. mesenteroides en los jugos circulantes en 12

horas.
. Los medios s6lidos MP200 (miel primera 20%) sin inhibidores y MP300 (miel

primera 30%) con inhibidores son efectivos, al igual que los medios liquidos

ensayados (especialmente el MP25S), para el desarrollo y crecimiento acelerado
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de L. mesenteroides; no se obtuvo efectividad alguna con medios basados en el

jugo filtrado.

. Se encontrdé una técnica de referencia efectiva para la determinacion de la
actividad enzimatica de la dextransucrasa y se establecio las condiciones bajo las

cuales debe realizarse la metodologia.

Se determind que el desinfectante mas efectivo in vitro para L. mesenteroides es
SMB, con una concentracion de hasta 1% y que B-Stab no es eficiente, mostrando
que las concentraciones utilizadas en el ingenio (0.002% vy 0.005%,
respectivamente) no estan generando desinfeccion alguna, por lo que se duda que
las concentraciones y procedimientos actuales de aplicacién en el ingenio sean

efectivos.

Los cocos gram positivos son en ambos tandem los que se encuentran presentes
en mayor porcentaje dentro de la microbiota total, seguidos en ambos casos por
los Bacilos gram positivos, con un porcentaje alto también y luego los cocos gram

negativos y los bacilos gram negativos.

. La bacteria de crecimiento de colonia blanca, grande y de bordes no uniformes,
con una morfologia de bacilos gram positivos en tincion de Gram y caracteristicas

bioguimicas definidas, se presume ser identificada como Lactobacillus casei.

La bacteria de crecimiento de colonia blanca, pequefia y circular, con una
morfologia de bacilos gram positivos en cadenas cortas, tefiidos con tincion de
Gram vy caracteristicas bioguimicas definidas, se presume ser identificada como

Bacillus stearotermophillus.

. El desinfectante [B-stab fue probado en distintas concentraciones para la
microbiota total y para las dos bacterias de manera aislada y se comprobd que la
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concentracién que usan dentro del ingenio Pantaledn (10®) no es efectiva ya que

no inhibe el crecimiento de las bacterias en medio de cultivo Mueller-Hinton.

. El desinfectante SMB fue probado en distintas concentraciones para la microbiota
total y para las dos bacterias de manera aislada y se comprob6 que la
concentracion que usan dentro del ingenio Pantaledn (10®) no es efectiva ya que
no inhibe el crecimiento de las bacterias en medio de cultivo Mueller-Hinton.

. De esta manera concluimos que al tener los analisis hechos, el ingenio Pantaléon
logrard aumentar la efectividad del muestreo en planta realizado 1 muestre por
laboratorio cada 30 minutos o en el mejor de los casos realizar el muestreo de
ambos laboratorios cada hora y teniendo 30 minutos para toma de decisiones y
realizacion de otras actividades que provean de crecimiento para el negocio de la

industria azucarera.

El tiempo total del proceso de muestreo fue de 16 minutos y 51 segundos con el
método de recorrido, estandarizado, propuestos; comparado con un recorrido
actual hecho en 29 minutos y 33 segundo. Se tienen una mejora de 13 minutos y

un total de 20 movimientos hechos menos que optimizan el proceso.

. La alternativa a implementar sera la de “Realizacion de muestreo y analisis en
planta” teniendo un ahorro de 31 minutos y 35 segundos que traducidos a costo de
mano de obra es de Q26.87 diarios por el operario de muestreo. A pesar que el
nuevo proceso sugerido representa un ahorro, este mismo deberéa ser trasladado a
una nueva operacion realizada por el mismo operario para no tener el tiempo

0Ci0so0.

. Con la elaboracion de una encuesta de percepcion del lugar de trabajo se pretende
evaluar a los trabajadores en cuanto a sus labores realizadas y la perspectiva que
tienen sobre el proceso actual en la industria y estimar posibles proyectos a

implementar en los proximos moédulos del megaproyecto por lo que por el
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momento esta uUnicamente elaborada la encuesta pero se sugiere aplicarla al

personal del ingenio en todos los niveles del organigrama.



XI. RECOMENDACIONES

. Realizar pruebas moleculares para identificar con mayor exactitud la cepa de L.

mesenteroides aislada de los jugos circulantes.

. Evaluar a qué se debe el aumento de la densidad microbiana del jugo sulfitado al
jugo alcalizado con el objetivo de tomar medidas de control especificas en esos

puntos del proceso.

. En el control de fabrica, ampliar los andlisis de los jugos circulantes debido a que

se determind que la microbiota continia presente hasta el calentamiento.

. Estudiar los medios de cultivo propuestos en rangos menores de tiempo de

incubacioén.

. Validar, con procedimientos normados internacionalmente, los medios de cultivo
solidos, AM150, AM200, MP200 y MP300, comparados con MSE, para
determinar cudl es el medio mas efectivo para recuento y para produccion de L.

mesenteroides.

Determinar la actividad enziméatica de la cepa aislada de L. mesenteroides

utilizando la técnica de referencia y las condiciones establecidas.

. Comparar el método propuesto para determinacién de actividad enzimatica con
otros métodos mas sencillos que se desarrollen en el futuro como extensién del
presente trabajo, ademas de realizar analisis con métodos en los cuales se elimine

la bacteria de la solucién a analizar.

. Validar el método establecido para actividad enzimatica utilizando prueba

moleculares.

96
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Evaluar los desinfectantes estudiados y otros, a escala de laboratorio e industrial,

para determinar su actividad inhibitoria para L. mesenteroides.

Establecer la concentracion adecuada a la cual utilizar el SMB mediante un
método de shock y no continuo, para evitar que se desarrolle resistencia por parte

de L. mesenteroides.

. No utilizar el bactericida B-Stab para la eliminacion de L. mesenteroides en la
industria azucarera, debido a que no tiene actividad inhibitoria y Unicamente

representa una pérdida econdémica.

Se sugiere tomar como nuevo parametro de procesos, el DOP Recorrido
Propuesto para muestreo en ingenio Pantaleon del Anexo 19. De la misma manera
como se implementarad un nuevo sistema de proceso, se sugiere hacer un ajuste en
el organigrama actual, pasando a dejar como encargados de andlisis y notificacion
a los mismos encargados de laboratorio, ya que estos no tendran la tarea de

realizar muestreos en la planta.

. Se recomienda que se implemente un sistema de comunicacién mas efectivo para
la aplicacion de las mejoras necesarias obtenidas por los analisis de los jugos en

los tdindem, realizados por los muestreos.

. Para un analisis de la micriobiota total es conveniente usar medio Plate Count
Agar y que permite el crecimiento incluso de hongos presentes y se pueden

realizar conteos efectivos totales del total de microorganismos presentes.

. Para un analisis del comportamiento total de la microbiota y de bacterias aisladas
es necesario aplicar pruebas microbiologicas y pruebas bioquimicas y quimicas

como la del tiempo de reduccidn de la rezasurina para un analisis mas completo.
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Es necesario realizar un analisis molecular para la identificacion de las dos cepas
de bacterias para comprobar genéticamente que se trata de L. casei y B.
stearotermophillu 'y verificar los resultados obtenidos con la bateria de pruebas

bioguimicas.

. Continuar los estudios con los bactericidas del ingenio para evaluar si es posible
aplicarlos a una concentracion mas alta o si es necesario aplicarlos por shock, en

una sola aplicacion para aumentar su efectividad.

Es necesario realizar mas experimentos en escala industrial para comprobar la

eficiencia real de desinfectantes dentro de los tandem para evaluar esta diferencia.

Se recomienda hacer mas pruebas bioguimicas con las cepas asiladas para evaluar
sus caracteristicas de produccion de gomas Yy actividad enzimatica para conocer

mas de ellas y poder realizar un mejor control microbiol6gico.
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XIV. ANEXOS

A. Procedimiento

Anexo 1: Procedimiento para caracterizacion de jugos circulantes en el ingenio Pantaledn

y comparacion con resultados obtenidos en la unidad estudiada anteriormente.

Megaproyecto No. Documento: 1
Bioguimica y Microbiologia Procedimiento Versién: 2
Universidad del Valle de Guatemala normado de operacion Fecha: 15/04/2009

Paginas Totales: 9

Autor: Barbara de la Pefia

YAISHIAIND

a
| %
GUATEMALA

Procedimiento de evaluacion

de trabajo anteriores en el

ingenio Pantaledn

1. Proposito:
1.1. Evaluar los procedimientos y medios experimentales para el cultivo de
Leuconostoc mesenteroides, establecidos en trabajos anteriores, a partir de
productos a lo largo del proceso de la industria azucarera.

2. Aplicacion:

Este procedimiento se utilizard para evaluar los procedimientos establecidos en
trabajos anteriores y validar medios experimentales, utilizando productos del de la
industria azucarera, para el cultivo de Leuconostoc mesenteroides. El procedimiento sera
utilizado en el Megaproyecto del la Facultad de Ingenieria y el Departamento de

Bioquimica y Microbiologia, Universidad del Valle de Guatemala.
3. Terminologia y abreviaciones:

3.1. pH: potencial hidrdégeno o nivel de acidos o bases en una sustancia.
3.2. mL: mililitro (1x107 litros)
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3.3. pL: microlitro (1x10°® litros)

3.4. %: porciento

3.5. °C: grados centigrados

3.6. g: gramos

3.7. cm: centimetros

3.8. UFC: Unidad formadora de colonia

3.9. MSE: agar Mayeux, Sandine y Elliker (por sus elaboradores)
3.10.BHI: Infusion Cerebro Corazon (por sus siglas en inglés)
3.11.CTA: Agar Cistina Tripticasa (por sus siglas en inglés)
3.12.SIM: sulfuro indol motilidad

3.13.MR-VP: Rojo de Metilo-Voges Proskauer (por sus siglas en inglés)

4. Principio:

La evaluacion de trabajos anteriores es de gran importancia debido a que por tratarse de
organismos vivos, las condiciones de trabajo pueden causar un gran efecto en los
resultados que se desean obtener. Debido a que los procedimientos se evaluaran en un
ingenio diferente al que se trabajo en anteriormente, se espera que haya variaciones en los
resultados. Sin embargo, debido a que son procedimientos estandar, las variaciones no

deben ser significativas.

5. Seguridad:
5.1. Realizar el procedimiento en el laboratorio, en condiciones estériles.
5.2. Utilizar guantes desechables para evitar la contaminacion.
5.3. Utilizar bata larga y cerrada en todo momento.
5.4. Tomar las precauciones necesarias para el manejo de materiales biopeligrosos.
5.5. Descontaminar cualquier derrame con solucion de etanol al 70% o cloro al 10%.

5.6. Documentar detalladamente cualquier eventualidad.

6. Equipos, materiales y reactivos:
6.1. Solucion amortiguadora a pH 4, 7 y 9 (adquiridas comercialmente)
6.2. Agua destilada



6.3. Potenciometro manual.

6.4. Pizeta

6.5. Erlenmeyer de tamafio adecuado
6.6. Balanza analitica

6.7. Pipeta de 10mL

6.8. Beaker de 20 mL

6.9. Agitador magnético
6.10.Estufa/agitador
6.11.Autoclave

6.12.Probeta de 15 mL

6.13.Cajas petri

6.14.Bolsa de plastico
6.15.Parafilm

6.16.Muestra de jugo

6.17.Tubos de ensayo

6.18.Pipeta de 5SmL despuntada
6.19. Agua de peptona estéril al 10%
6.20.Cabina de flujo laminar
6.21.Etanol al 70%

6.22.Micropipetas de 100 0 200 puL (P-100 o P-200)

6.23.Puntas estériles para micropipetas

6.24.Cajas Petri con medio de cultivo solido de interés (a temperatura ambiente)

6.25.Esparcidores estériles
6.26.Incubadora
6.27.Pipeta de 5mL
6.28.Medio BHI
6.29.Portaobjetos
6.30.Cristal violeta
6.31.Lugol
6.32.Alcohol-acetona
6.33.Safranina

109



6.34.Microscopio
6.35.Aceite de inmersion
6.36.Glucosa

6.37. Maltosa
6.38.Arabinosa
6.39.Fructosa
6.40.Sacarosa

6.41.Agua desmineralizada
6.42.Asa de punta
6.43.Medio SIM
6.44.Reactivo de Kovacs
6.45.Medio Bilis-Esculina
6.46.Medio MR-VP
6.47.Rojo de metilo
6.48.a-naftol al 5% en etanol absoluto
6.49.Hidrdxido de potasio

Procedimiento:

- Preparacion y uso de medios de cultivo

110

7.1. Previo a la preparacion del medio, medir el pH del agua destilada a utilizar,

empleando un potenciometro manual calibrado.
7.1.1. Encender el potenciémetro manual, moviendo el seguro de Off a On.

7.1.2. Determinar el pH de una soluciéon amortiguadora de pH 7.

7.1.3. Extraer el potenciometro de la solucion y lavar con agua destilada

mediante el uso de una pizeta. Secar con papel Kimwipe.

7.1.4. Determinar el pH de una solucién amortiguadora de pH 9.

7.1.5. Extraer el potenciometro de la solucion y lavar con agua destilada

mediante el uso de una pizeta. Secar con papel Kimwipe.

7.1.6. Determinar el pH de una solucién amortiguadora de pH 4.
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7.1.7. Extraer el potenciometro de la solucion y lavar con agua destilada
mediante el uso de una pizeta. Secar con papel Kimwipe.

7.1.8. Medir el pH del agua destilada.

7.1.9. Apagar el potenciometro moviendo el seguro de On a Off.

7.2. Preparar el medio de cultivo a partir de sus componentes en un erlenmeyer de
tamano adecuado (Medio de referencia “MSE” y medios experimentales a partir
de productos de la industria azucarera) ver diagrama 9.1. Una vez determinada la
cantidad de medio necesario, calcular la cantidad de los distintos componentes
basandose en la teoria.

7.2.1. Identificar el medio de cultivo.
A. Cédigo del medio
B. Fecha de preparacion
C. Encargado

7.2.2. Pesar con una balanza analitica calibrada cada uno de los componentes por
separado, buscando la menor incertidumbre posible.

7.2.3.  Agregar los componentes uno a uno, en el orden que dice la receta (NO
AGREGAR EL AGAR).

7.2.4. Disolver con la cantidad de agua necesaria.
A. Tomar 10mL del medio liquido y colocarlo en un beaker limpio.
B. Medir le pH del medio utilizando un potenciometro de acuerdo al

procedimiento indicado en el punto 7.1.

7.2.5. Agregar el agar.

7.2.6. Agitar (con agitador magnético) y calentar (a ebullicion) en una
estufa/agitador hasta que el medio quede cristalino.

7.2.7.  Autoclavear por 15 minutos a 120°C.

7.3. Verter el medio de cultivo en las cajas petri.

7.3.1. Esperar a que baje la presion de la autoclave y sacar el medio.

7.3.2. Esperar a que la temperatura del medio llegue a 55+°C.

7.3.3. Colocar el medio en la cabina de flujo laminar esterilizada con etanol al
70%.

7.3.4.  Medir con una probeta estéril 15 mL del medio.
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7.3.5. Llenar la caja petri estéril con la cantidad de medio medido.

7.3.6. Si las cajas van a ser utilizadas inmediatamente, identificar cada una de
ellas en la tapadera.
A. Cdodigo del medio

Fecha

Muestra

Dilucién (si es necesario)

mo o w

Encargado
7.3.7. Si las cajas no se van a utilizar inmediatamente, almacenar en el
refrigerador entre 4-6°C en una bolsa de plastico o con Parafilm e identificarlo

con el codigo del medio y encargado.

- Preparacion de diluciones de muestra
7.4. Realizar diluciones seriadas de los jugos (primario, de los molinos 2-5, diluido,
sulfitado, alcalizado y filtrado).
7.4.1. Tomar 1mL del jugo descongelado con una pipeta de 5mL despuntada y
colocar en un tubo de con 9mL de agua de peptona estéril al 10% y agitar.
7.4.2. Para la siguiente dilucion, tomar 1mL de la dilucién anterior y colocar en
9mL de agua de peptona estéril al 10% y agitar
7.4.3. Repetir el paso 7.4.2 hasta obtener la dilucion deseada (para los jugos a
temperaturas altas se utilizaran las diluciones 10, 102y 10 mientras que
para los jugos a temperaturas relativamente bajas s utilizaran las diluciones
10%, 10 y 10™).

- Siembra por superficie

7.5. Esterilizar la cabina de flujo laminar utilizo etanol al 70%.

7.6. Realizar las diluciones seriadas necesarias de acuerdo con la muestre que esté
utilizando.

7.7. Si el medio de cultivo en el que se sembraran los microorganismos se encuentra

en refrigeracion, asegurarse que llegue a temperatura ambiente (incubadora).
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7.8. Colocar las cajas Petri (atemperadas) con medio de interés sobre superficies
previamente desinfectadas con la tapadera hacia arriba.

7.9. Numerar e identificar adecuadamente las cajas de acuerdo a lo descrito en el
punto 7.3.6.

7.10.Tomar la micropipeta P-100 o P-200 y una caja de puntas estriles adecuadas
para esta.

7.11.Ajustar el volumen de la pipeta al volumen del inoculo microbiano que sembraré
por superficie en el medio solido (100 pL).

7.12.Llevar los tubos que contienen las diluciones a sembrar dentro de la campana de
flujo laminar.

7.13.Partiendo de la dilucion mas baja (menos concentrada), tomar 100 pL de la
muestra a sembrar con la P-100 o P-200.

7.14.Verter el volumen del inoculo tomado con la micropipeta en el centro de la caja
con medio de cultivo.

7.15.Distribuir uniformemente el inoculo con esparcidor sobre toda la superficie del
medio de cultivo (ver diagrama 9.2).

7.16.Tapar las cajas y dejarlas reposar por aproximadamente 5 minutos o hasta que el
inoculo sea absorbido por el medio de cultivo.

7.17.Dejar una caja con medio sin sembrar, como control de ambiente.

7.18.Colocar las cajas con la tapa hacia abajo e incubar seglin requerimientos de
microorganismos especifico.

7.18.1.Incubar a 32°C por 120 horas (5 dias).

- Conteo de Leuconostoc mesenteroides en medio de referencia vy
experimentales

7.19.Las cajas deben contarse luego de 72 horas de incubacion (de ser necesario
realizar lecturas a las 96 y 120 horas).

7.20.Se deben contar las colonias que tengan una apariencia mucosa/gelatinosa (en

caso de observar otras colonias anotar su morfologia).
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7.21.Las colonias regularmente son redondas, pero a veces el crecimiento es muy
rapido y algunos halos de dextrana se unen, por lo que deben contarse como una
sola colonia (ver diagrama 9.3).

7.22.El conteo que se reporta es donde se tiene el mayor conteo en los 3 dias y
utilizando Unicamente las cajas donde se tengan entre 25-300 colonias.

7.23.Los resultados se reportan en unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL), siguiendo la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1: N = %* d

Donde:
N: Conteo en UFC/mL
n: Numero de colonias contadas en la caja en UFC
V: Volumen de in6culo sembrado en la caja en mL
d: Reciproco de la dilucion contada
7.24.Si hay mas de una caja de la misma dilucidn, con conteos entre 25-300 colonias,
se reporta un promedio de los resultados en UFC/mL.
7.25.Si se tienen cajas de distintas diluciones con conteos entre 25-300 colonias, con
una diferencia de alrededor de 125-200 colonias, se reportan de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

zd
(1*n1)+(0.1xn2)

Ecuacién 2: N =
Donde:
N: Conteo en UFC/mL
%: Suma de todas las colonias de todas las cajas contadas
nl: Cantidad de cajas contadas de la dilucion mas baja
n2: Cantidad de cajas contadas de la dilucion mas alta

d: Reciproco de la dilucion contada

8. Reporte de datos y documentos utilizados:
Se debe anotar y notificar acerca de cualquier anormalidad que encuentre durante el

procedimiento.



Diagrama:

9.1. Preparacion de medios a partir de sus componentes:
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Componentes MSE AB AM R
100 | 150 | 200 | 100 | 150 | 200 | 100 | 150 | 200
Peptona (g) 10 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10
Gelatina (g) 25
Extracto de levadura (g) 5.0
Sacarosa (g) 100
Azucar blanca (g) 100 | 150 | 200
AzUlcar morena (g) 100 | 150 | 200
Rapadura (g) 100 | 150 | 200
Glucosa (g) 5.0
Citrato de sodio (g) 1.0
Azida de sodio (g) 0.075
Agar Agar (g) 15 |15 [15 [15 [15 |15 [15 [15 [15 |15

9.2. Siembra microbioldgica por superficie

9.3. Ejemplos de colonias de Leuconostoc mesenteroides que se cuentan como una

O O LY
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Anexo 2: Procedimiento para la preparacion y evaluacion de medios de cultivo costo-

efectivos a partir de productos de la industria azucarera.

Megaproyecto No. Documento: 2
Bioquimica y Microbiologia Procedimiento Version: 2
Universidad del Valle de Guatemala normado de operacion Fecha: 01/07/2009
Paginas Totales: 11
2 g Autor: Bérbara de la Pefia
; % E Procedimiento de preparacion y
AT evaluacion de medios de cultivo
Ssss costo/efectivos para L. mesenteroides
1. Proposito:

1.1. Preparar medios de cultivo, sélidos y liquidos, a partir de los subproductos de la

industria azucarera.

1.2. Evaluar la efectividad y especificidad de los medios de cultivo para Leuconostoc

mesenteroides.

1.3. Establecer las condiciones y cuidados bajo las cuales se debe realizar la

preparacion de los medios de cultivo experimentales para Leuconostoc

mesenteroides.

1.4. Estandarizar el procedimiento de preparacion de medios de cultivo y siembra de

Leuconostoc mesenteroides.

1.5. Determinar los medios de cultivo costo/efectivos a utilizar en el ingenio

Pantaleén.

2. Aplicacion:

Este procedimiento se utilizard& para preparar y evaluar medios de cultivo

experimentales, utilizando productos del de la industria azucarera, para el cultivo de

Leuconostoc mesenteroides, buscando con ello la fabricacién de medios de cultivo costo-

efectivos. El procedimiento serd utilizado en el Megaproyecto del la Facultad de

Ingenieria y el Departamento de Bioquimica y Microbiologia, Universidad del Valle de

Guatemala.
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3. Terminologiay abreviaciones:
3.1. pH: potencial hidrogeno o nivel de acidos o bases en una sustancia.
3.2. mL: mililitro (1x107 litros)
3.3. uL: microlitro (1x107 litros)
3.4. %: porciento
3.5. °C: grados centigrados
3.6. g: gramos
3.7. cm: centimetros
3.8. UFC: Unidad formadora de colonia
3.9. MSE: agar Mayeux, Sandine y Elliker (por sus elaboradores)
3.10.BHI: Infusion Cerebro Corazon (por sus siglas en inglés)

4. Principio:

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacién de microorganismos es
observar su crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en el
laboratorio. Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de
cultivo artificial debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de
humedad y presion de oxigeno adecuadas, asi como un grado correcto de acidez o
alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores de crecimiento
necesarios y debe estar exento de todo microorganismo contaminante. Ademas, se debe
buscar medios de cultivo que sean costo efectivos, es decir, que los componentes del

medio de cultivo no sean de un valor elevado y que el medio sea selectivo y diferencial.

5. Seguridad:
5.1. Realizar el procedimiento en el laboratorio, en condiciones estériles.
5.2. Utilizar guantes desechables para evitar la contaminacion.
5.3. Utilizar bata larga y cerrada en todo momento.
5.4. Tomar las precauciones necesarias para el manejo de materiales biopeligrosos.
5.5. Descontaminar cualquier derrame con solucion de etanol al 70% o cloro al 10%.

5.6. Documentar detalladamente cualquier eventualidad.
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6. Equipos, materiales y reactivos:
6.1. Solucion amortiguadora a pH 4, 7 y 9 (adquiridas comercialmente)
6.2. Agua destilada
6.3. Potenciometro manual.
6.4. Pizeta
6.5. Erlenmeyer de tamafio adecuado
6.6. Balanza analitica
6.7. Pipeta de 10mL
6.8. Beaker de 20 mL
6.9. Agitador magnético
6.10.Estufa/agitador
6.11.Autoclave
6.12.Probeta de 15 mL
6.13.Cajas petri
6.14.Bolsa de plastico
6.15.Parafilm
6.16.Muestra de jugo
6.17.Tubos de ensayo
6.18.Pipeta de 5mL despuntada
6.19.Agua de peptona estéril al 10%
6.20.Cabina de flujo laminar
6.21.Etanol al 70%
6.22.Micropipetas de 100 0 200 uL (P-100 o P-200)
6.23.Puntas estériles para micropipetas
6.24.Cajas Petri con medio de cultivo solido de interés (a temperatura ambiente)
6.25.Esparcidores estériles
6.26.Incubadora
6.27.Pipeta de 5mL
6.28.Medio BHI
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7. Procedimiento:

Preparacion y uso de medios de cultivo

7.1. Previo a la preparacion del medio, medir el pH del agua destilada a utilizar,

empleando un potenciometro calibrado.

7.1.1. Encender el potenciémetro manual, moviendo el seguro de Off a On.

7.1.2. Determinar el pH de una solucion amortiguadora de pH 7.

7.1.3. Extraer el potenciometro de la solucion y lavar con agua destilada
mediante el uso de una pizeta. Secar con papel Kimwipe.

7.1.4. Determinar el pH de una solucién amortiguadora de pH 9.

7.1.5. Extraer el potenciometro de la solucion y lavar con agua destilada
mediante el uso de una pizeta. Secar con papel Kimwipe.

7.1.6. Determinar el pH de una solucién amortiguadora de pH 4.

7.1.7. Extraer el potenciometro de la solucion y lavar con agua destilada
mediante el uso de una pizeta. Secar con papel Kimwipe.

7.1.8. Medir el pH del agua destilada.

7.1.9. Apagar el potenciometro moviendo el seguro de On a Off.

7.2. Preparar el medio de cultivo a partir de sus componentes en un erlenmeyer de

tamafo adecuado (medios experimentales a partir de productos de la industria
azucarera) ver diagrama 9.3-9.10. Una vez determinada la cantidad de medio
necesario, calcular la cantidad de los distintos componentes basandose en la
teoria.
7.2.1. ldentificar el medio de cultivo.
A. Cadigo del medio
B. Fecha de preparacion
C. Encargado
7.2.2. Pesar con una balanza analitica calibrada cada uno de los componentes por
separado, buscando la menor incertidumbre posible.
7.2.3. Agregar los componentes uno a uno, en el orden que dice la receta (NO
AGREGAR EL AGAR).
7.2.4. Disolver con la cantidad de agua necesaria.
A. Tomar 10mL del medio liquido y colocarlo en un beaker limpio.
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B. Medir le pH del medio utilizando un potenciémetro de acuerdo al
procedimiento indicado en el punto 7.1.
7.2.5. Agregar el agar (medio sélido).
7.2.6. Agitar (con agitador magnético) y calentar (a ebullicion) en una
estufa/agitador hasta que el medio quede cristalino.
7.2.7.  Autoclavear por 15 minutos a 120°C.
7.3. Verter el medio de cultivo en las cajas petri o en los tubos de ensayo con
tapadera.
7.3.1. Esperar a que baje la presion de la autoclave y sacar el medio.
7.3.2. Esperar a que la temperatura del medio llegue a 55°C.
7.3.3.  Colocar el medio en la cabina de flujo laminar esterilizada con etanol al
70%.
7.3.4. Medir con una probeta estéril 15 mL del medio (medio s6lido o medio
liquido).
7.3.5. Llenar la caja petri estéril o el tubo con la cantidad de medio medido.
7.3.6. Si las cajas o tubos van a ser utilizadas inmediatamente, identificar cada
una de ellas en la tapadera.
A. Codigo del medio
Fecha
Muestra

Dilucién (si es necesario)

moow

Encargado
7.3.7.  Si no se van a utilizar inmediatamente, almacenar en el refrigerador entre
4-6°C en una bolsa de pléstico o con Parafilm e identificarlo con el codigo del

medio y encargado.

- Preenriquecimiento de Leuconostoc mesenteroides
7.4. Preenriquecimiento:
7.4.1. Calcular la cantidad de medio BHI de acuerdo al volumen necesario y 30%
de sacarosa (respecto al BHI calculado).

7.4.2. Pesar el medio BHI en una balanza analitica, al igual que la sacarosa.
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7.4.3. Enun erlenmeyer de tamafio adecuado disolver el medio BHI y sacarosa, en
el volumen deseado.

7.4.4. Verter el medio en tubos de ensayo con tapadera, 10mL de BHI.

7.4.5. Identificar los tubos de ensayo:
A.  Cddigo del medio
B. Fecha de preparacion
C. Encargado

7.4.6. Autoclavear por 15 minutos a 121°C.

7.4.7. Esperar a que baje la presion de la autoclave y sacar la gradilla con los tubos
de ensayo.

7.4.8. Colocar la gradilla en la cabina de flujo laminar esterilizada con etanol al
70% hasta que los tubos lleguen a temperatura ambiente.

7.4.9. Cerrar los tubos.

7.4.10.Si los tubos van a ser utilizados inmediatamente, identificar cada una de

ellos.

A.  Cddigo del medio

B. Fecha

C. Muestra

D.  Dilucion (si es necesario)

E. Encargado

7.4.11.Si los tubos no van a ser utilizados inmediatamente, almacenarlos en
refrigeracion entre 4-6°C.

7.4.12.Con un asa de argolla estéril, tomar una azada de una colonia del medio de
conservacion de cepas. Flamear la boca de un tubo con mL de medio BHI
(enriquecido con azucar) e inocularla en el caldo, flamear la boca del tubo y
cerrarlo.

7.4.13.Incubar a 32°C por 2 horas y media.

— Siembra por superficie

7.5. Esterilizar la cabina de flujo laminar utilizo etanol al 70%.
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7.6. Si el medio de cultivo en el que se sembraran los microorganismos se encuentra
en refrigeracion, asegurarse que llegue a temperatura ambiente (incubadora).

7.7. Colocar las cajas Petri (atemperadas) con medio de interés sobre superficies
previamente desinfectadas con la tapadera hacia arriba.

7.8. Numerar e identificar adecuadamente las cajas.

7.9. Tomar la micropipeta P-100 o P-200 y una caja de puntas estriles adecuadas para
esta.

7.10.Ajustar el volumen de la pipeta al volumen del inoculo microbiano que sembrara
por superficie en el medio sélido (100 pL).

7.11.Llevar los tubos que contienen las muestras a sembrar dentro de la campana de
flujo laminar.

7.12. Tomar 100 pL de la muestra a sembrar con la P-100 o P-200.

7.13.Verter el volumen del inoculo tomado con la micropipeta en el centro de la caja
con medio de cultivo.

7.14.Distribuir uniformemente el inoculo con esparcidor sobre toda la superficie del
medio de cultivo (ver diagrama 9.1).

7.15.Tapar las cajas y dejarlas reposar por aproximadamente 5 minutos o hasta que el
inoculo sea absorbido por el medio de cultivo.

7.16.Dejar una caja con medio sin sembrar, como control de ambiente.

7.17.Colocar las cajas con la tapa hacia abajo e incubar segin requerimientos de
microorganismos especifico.

7.17.1.Incubar a 32°C por 6, 12 y 24 horas.
7.18.0Observar el crecimiento de las colonias especificas para Leuconostoc

mesenteroides (ver diagrama 9.2) y realizar un conteo del numero de colonias.

- Siembra en medio liquido:

7.19.Esterilizar la cabina de flujo laminar con etanol al 70%.

7.20.Si el medio de cultivo en el que se sembraran los microorganismos se encuentra
en refrigeracion, asegurarse que llegue a temperatura ambiente (incubadora).

7.21.Colocar los tubos (atemperados) con medio de interés sobre superficies

previamente desinfectadas.
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7.22.Numerar e identificar adecuadamente los tubos.
7.23.Tomar la micropipeta P-100 o P-200 y una caja de puntas estriles adecuadas

para esta.
7.24.Ajustar el volumen de la pipeta al volumen del inoculo microbiano que sembrara

por superficie en el medio sélido (100 pL).
7.25.Llevar los tubos que contienen las muestras sembrar dentro de la campana de

flujo laminar.
7.26.Tomar 100 pL de la muestra a sembrar con la P-100 o P-200.

7.27.Verter el volumen del inoculo tomado con la micropipeta en el tubo, sin tocar las

paredes.
7.28.Distribuir uniformemente el inoculo con agitacion suave.
7.29.Dejar un tubo con medio sin sembrar, como control de ambiente.
7.29.1.Incubar a 32°C por 6, 12 y 24 horas.
7.30.0Observar el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides por medio de la

observacion de turbidez en el medio.

Reporte de datos y documentos utilizados:
Se debe anotar y notificar acerca de cualquier anormalidad que encuentre durante el

8.
procedimiento.
9. Diagrama:
9.1. Siembra microbioldgica por superficie
- =
=N e
e e e st

9.2. Ejemplos de colonias de Leuconostoc mesenteroides que se cuentan como una

O O )
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9.3. Preparacion de medios a partir de sus componentes para medios solidos (Prueba 1):

C JF ME MC MP
Components 100 150 200 50 100 250 50 100 150 50 100 150 50 100 150
Peptona (g) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Gelatina (g) 25 25 25
Cachaza (g) 100 150 200
Jugo filtrado (mL) 50 100 150
Meladura evaporada (mL) 50 100 150
Meladura clarificada (mL) 50 100 150
Miel primaria (mL) 50 100 150
Citrato de sodio (g) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Azida de sodio (g) 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075 0.075
Agar Agar (g) 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
9.4. Preparacion de medios a partir de sus componentes para medios sélidos (Prueba 2):
C JF ME MC MP
Componente
200 250 300 200 250 300 150 200 250 150 200 250 200 250 300
Peptona (g) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Gelatina (g) 25 25 25
Cachaza (g) 200 250 300
Jugo filtrado (mL) 200 250 300
Meladura evaporada (mL) 150 200 250
Meladura clarificada (mL) 150 200 250
Miel primaria (mL) 200 250 300
Citrato de sodio (g) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Azida de sodio (g) 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075
Agar Agar (g) 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15

9.5. Preparacion de medios a partir de sus componentes para medios s6lidos (Prueba 3

con Citrato y Azida de Na):

ME MC MP
Componente
200 250 250 200
Peptona (g) 10 10 10 10
Meladura evaporada (mL) 200 250
Meladura clarificada (mL) 250
Miel primaria (mL) 200
Citrato de sodio (g) 1.0 1.0 1.0 1.0
Azida de sodio (g) 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075
Agar Agar (g) 15 15 15 15
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9.6. Preparacion de medios a partir de sus componentes para medios sélidos (Prueba 3
sin Citrato y Azida de Na):

ME MC MP
Componente
200 250 250 200
Peptona (g) 10 10 10 10
Meladura evaporada (mL) 200 250
Meladura clarificada (mL) 250
Miel primaria (mL) 200
Agar Agar (g) 15 15 15 15

9.7. Preparacion de medios a partir de sus componentes para medios liquidos (Prueba

1):
C JF ME MC MP
Componente
100 150 200 50 100 250 50 100 150 50 100 150 50 100 150

Peptona (g) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Gelatina (g) 25 2.5 25

Cachaza (g) 100 150 200

Jugo filtrado (mL) 50 100 150

Meladura evaporada (mL) 50 100 150

Meladura clarificada (mL) 50 100 150

Miel primaria (mL) 50 100 150

Citrato de sodio (g) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Azida de sodio (g) 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075

9.8. Preparacién de medios a partir de sus componentes para medios liquidos (Prueba

2):
Componente C JF ME MC MP
25 50 75 200 25 50 75 25 50 75 25 50 75
Peptona (g) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Gelatina (g) 25
Cachaza (mL) 25 50 75
Jugo filtrado (mL) 200
Meladura evaporada (mL) 25 50 75
Meladura clarificada (mL) 25 50 75
Miel primaria (mL) 25 50 75
Citrato de sodio (g) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Azida de sodio (g) 0.075 | 0.075 | 0.075 0.075 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075
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9.9. Preparacién de medios a partir de sus componentes para medios liquidos (Prueba 3

con citrato y azida de Na):

C ME MC MP
Componente = 5 5 5
Peptona (g) 10 10 10 10
Cachaza 50
Meladura evaporada (mL) 25
Meladura clarificada (mL) 25
Miel primaria (mL) 25
Citrato de sodio (g) 1.0 1.0 1.0 1.0
Azida de sodio (g) 0.075 | 0.075 | 0.075 | 0.075

9.10.Preparacion de medios a partir de sus componentes para medios liquidos (Prueba

3 sin citrato y azida de Na):

C ME MC MP
Componente
50 25 25 25
Peptona (g) 10 10 10 10
Cachaza 50
Meladura evaporada (mL) 25
Meladura clarificada (mL) 25
Miel primaria (mL) 25
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Anexo 3: Procedimiento de evaluacién de bactericidas empleados en el ingenio

Pantaledn.

Megaproyecto
Bioguimica y Microbiologia
Universidad del Valle de Guatemala

1966

&y 5%
L vanst

HIAINT

GUATEMALA

Procedimiento

normado de operacion

No. Documento: 3
Version: 2

Fecha: 11/07/2009
Péginas Totales: 3

Procedimiento de evaluacion
de bactericidas para

Leuconostoc mesenteroides

Autor: Barbara de la Pefia

1. Propdsito:

1.1. Determinar la eficiencia de los bactericidas, empleados durante el proceso del

ingenio, en la eliminacién de Leuconostoc mesenteroides.

2. Aplicacion:

Este procedimiento se utilizara para determinar la eficiencia de los bactericidas en la

eliminacion de las cepas de Leuconostoc mesenteroides. El procedimiento sera utilizado

en el Megaproyecto del la Facultad de Ingenieria y el Departamento de Bioguimica y

Microbiologia, Universidad del Valle de Guatemala.

3. Principio:

Los bactericidas son sustancias secretadas por organismos como defensa contra

bacterias. Estos tienen un efecto litico sobre la bacteria, provocando la reduccion de la

poblacion. Estos desinfectantes, como también pueden Ilamarse, causan un efecto de lisis

al romper los enlaces peptidoglicanos de la pared celular de la bacteria, permitiendo el

ingreso de grandes cantidades de agua a la célula, lo que provoca la ruptura celular. Los

bactericidas pueden ser naturales o quimicos.
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4. Referencias:
4.1. Bauer, A. W.; W. M. Kirby; J. C. Sherris and M. Turck. 1996. Antibiotic
susceptibility testing standarized single disk method. American Journal of Clinic
Pathology. 42: 493

5. Seguridad:
5.1. Realizar el procedimiento en el laboratorio, en condiciones estériles.
5.2. Utilizar guantes desechables para evitar la contaminacion.
5.3. Utilizar bata larga y cerrada en todo momento.
5.4. Tomar las precauciones necesarias para el manejo de materiales biopeligrosos.
5.5. Descontaminar cualquier derrame con solucién de etanol al 70% o cloro al 10%.
5.6. Documentar detalladamente cualquier eventualidad.

6. Equipos, materiales y reactivos:
6.1. Cultivo de Leuconostoc mesenteroides
6.2. Tubos estériles
6.3. Caldo tripticasa soya
6.4. Bactericida SMB
6.5. Bactericida Beta-Stab
6.6. Hisopos estériles
6.7. Agar Mueller Hinton
6.8. Micropipeta de 10uL

6.9. Discos de papel filtro estériles

7. Procedimiento:

- Susceptibilidad a bactericidas por el método de Bauer-Kirby:

7.1. Preparar una suspension de Leuconostoc mesenteroides en 4mL de caldo
tripticasa soya  enriquecido con 30% de sacarosa (turbidez equivalente a
estandar 0.5 de MacFarland).

7.2. Preparar diluciones en agua de peptona de los bactericidas a evaluar (SMB y
Beta-Stab). Para ambos bactericidas evaluar puro, 10%, 102 10° y 10™.
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Extraer el indculo con un hisopo y remover el exceso presionando sobre las
paredes del tubo.

Inocular la superficie de una caja con agar Mueller Hinton (vertical y
horizontalmente).

Dejar que el medio absorba el inoculo por 5 minutos.

Dividir la caja en 6 secciones y colocar en cada una de ellas un disco con 10uL
de la dilucién del bactericida correspondiente y en una seccion un disco con agua
destilada estéril, como control negativo.

Dejar secar el medio por 10 minutos.

Incubar las cajas por 24 horas a 32°C.

Medir los halos de inhibicién en cm.
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Anexo 4: Evaluacion de actividad enzimatica de Leuconostoc mesenteroides.

Megaproyecto No. Documento: 4
Bioguimica y Microbiologia Procedimiento Version: 2
Universidad del Valle de Guatemala normado de operacion Fecha: 01/09/2009

Péginas Totales: 4

1966

HIAINT

GUATEMALA

o, %
% 5
L vanst

Procedimiento de evaluacion

de actividad enziméatica de

Leuconostoc mesenteroides

1. Proposito:
1.1. Determinar la agresividad de la cepa aislada de Leuconostoc mesenteroides por
medio de la evaluacion de la produccidon de fructosa como producto de la

actividad enzimatica.

2. Aplicacion:

Este procedimiento se utilizard para determinar la agresividad de la cepa de
Leuconostoc mesenteroides aislada de jugo de cafia por medio de la evaluacion de la
produccién de fructosa como producto de la actividad enzimatica. El procedimiento sera
utilizado en el Megaproyecto del la Facultad de Ingenieria y el Departamento de

Bioguimica y Microbiologia, Universidad del Valle de Guatemala.

3. Principio:

Debido a que uno de los productos de la reaccion es fructosa, métodos
espectrofotométricos especificos para fructosa puede utilizarse para determinar la
actividad enzimatica de la dextransucrasa de L. mesenteroides. Un ensayo enzimatico es
un procedimiento de laboratorio por el cual se puede medir la velocidad de una reaccion
enziméatica. Debido a que las enzimas no se consumen en la reaccion, los ensayos
enzimaticos se basan en las mediciones de cambios experimentales en la concentracion
del sustrato (concentracién en descenso) o productos. Algunos de los factores que pueden

afectar la actividad enzimatica son la temperatura, pH y concentraciones de sales.

Autor: Barbara de la Pefia
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Consecuentemente, para algunos ensayos enzimaticos estos factores son modificados

para observar y medir cambios en el rango de reaccion.

4. Referencias:
4.1. Lehninger, A. 2004. Principles of Biochemistry. Fourth Edition. W. H. Freeman.
1119pp

5. Seguridad:
5.1. Realizar el procedimiento en el laboratorio, en condiciones estériles.
5.2. Utilizar guantes desechables para evitar la contaminacion.
5.3. Utilizar bata larga y cerrada en todo momento.
5.4. Tomar las precauciones necesarias para el manejo de materiales biopeligrosos.
5.5. Descontaminar cualquier derrame con solucion de etanol al 70% o cloro al 10%.

5.6. Documentar detalladamente cualquier eventualidad.

6. Equipos, materiales y reactivos:

6.1. Espectrofotémetro UV-VIS

6.2. Miel Primera

6.3. Peptona

6.4. Medio BHI

6.5. Cepa aislada de Leuconostoc mesenteroides

6.6. Sacarosa

6.7. Glucosa

6.8. Fructosa

6.9. Solucion de Resorcinol-Tiourea (para 1L: 0.1g resorcinol, 0.25g tiourea, 100mL
acido acético)

6.10. HCI 30%

6.11. Reactivo de Somogyi (Solucion I: ZnSO,4, 7H,0 10%, Solucion II: 0.5 N
NaOH)

6.12. Solucion 1% de Acido Dinitrosalicilico (para 1L: 10 g acido dinitrosalicilico, 29

fenol, 0.5¢g sulfito de sodio, 10g hidroxido de sodio)
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6.13. Solucion 40% de Tartrato de Sodio y Potasio
6.14. Azucar Morena

6.15. Tubos de ensayo

6.16. Tubos Eppendorf ®

6.17. Microcentrifuga

6.18. Papel de aluminio

6.19. Parafilm

6.20. Papel filtro

Procedimiento:
- Determinacion de la longitud de onda para la determinacion de L.
mesenteroides:
7.1. Analizar diferentes medios de cultivo inoculados con L. mesenteroides con un
espectrofotometro UV-Vis.
7.1.1. Evaluar en un rango de 190-320nm, para determinar el punto maximo al
cual puede ser medida la absorbancia.
- Determinacion de la curva de crecimiento de L. mesenteroides:
7.2. Preparacion del medio liquido:
7.2.1. Medir con una probeta 25mL de Miel Primera (MP) y pesar 10g de
Peptona.
7.2.2. Disolver en 1L de agua destilada.
7.2.3. Agregar a cada tubo 15mL del medio preparado.
7.2.4. Autoclavear por 15 minutos a 121°C.
7.3. Inoculacion de L. mesenteroides:
7.3.1. Agregar 100uL de medio BHI inoculado con L. mesenteroides a cada uno
de los tubos preparados con medio MP.
7.3.2.  Mezclar por inversion.
7.3.3.  Incubar a 32°C por 6 horas.
7.4. Determinacion de la curva de crecimiento de L. mesenteroides:
7.4.1. Medir la absorbancia a 260nm cada hora, utilizando un espectrofotometro
UV-Vis (longitud de onda determinada por el inciso anterior).
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Blanco: agua destilada

- Prueba piloto para determinar el método espectrofotométrico a utilizar:

7.5. Preparar soluciones 1% de sacarosa, sacarosa-glucosa-fructosa, sacarosa-

fructosa, sacarosa-glucosa, glucosa-fructosa, glucosa y fructosa.

7.6. Determinar la absorbancia de azUcares reductores por 2 métodos:

7.6.1. Meétodo de Resorcinol-Tiourea:

A

a.

Agregar 1 parte de solucion de azucar, 15 partes de agua destilada, 2
partes de Solucion | de Somogyi y 2 partes de Solucion I de Somogyi.
Filtrar la solucion utilizando papel filtro.
Agregar 2mL de la solucién filtrada en un tubo de ensayo.
A cada tubo agregar 2mL de solucion de Resorcinol-Tiourea 'y 7mL de
HCI 30%. Mezclar por inversion.
Calentar a 80°C por 10 minutos (tubos cubiertos con papel de
aluminio).
Enfriar a Temperatura Ambiente utilizando un bafio de agua fria.
Medir la absorbancia con un espectrofotometro UV-Vis, a una longitud
de onda de 520nm.

Blanco: 2mL de agua destilada y 1mL de solucion de Resorcinol-

Tiourea.

7.6.2. Meétodo colorimétrico de Dinitrosalicilico (DNS):

a.

Agregar 3mL de solucion DNS y 3mL de solucion de azlcar a un tubo
de ensayo (cubrir con parafilm). Mezclar por inversion.
Calentar a 90°C por 5-15minutos (hasta un cambio de color de naranja
a rojo/café).
Agregar 1mL de solucion al 40% de Tartrato de Sodio y Potasio (para
estabilizar el color).
Enfriar a Temperatura Ambiente utilizando un bafio de agua fria.
Medir la absorbancia con un espectrofotometro UV-Vis, a una longitud
de onda de 575nm.

Blanco: 1mL de agua destilada y 3mL de solucion de DNS.
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- Determinacion de la actividad enzimatica de L. mesenteroides:
7.7. Preparacion de medio liquido enriquecido (2 métodos):
7.7.1. Medio enriquecido de sacarosa
A.  Disolver 1g de sacarosa en 100mL de agua destilada (solucion 1%).
B. A cada tubo de ensayo agregar 15 mL de la solucion.
C.  Autoclavear por 15 minutos a 121°C.
7.7.2.  Medio enriquecido de azlcar morena
A.  Disolver 1g de aztcar morena en 100mL de agua destilada (solucion
1%).
B. A cada tubo de ensayo agregar 15 mL de la solucion.
C.  Autoclavear por 15 minutos a 121°C.
7.8. Inoculacion de L. mesenteroides
7.8.1. Agregar ImL de medio MP inoculado con L. mesenteroides a cada uno de
los tubos con soluciones de sacarosa y azicar morena.
7.8.2. Incubar a 32°C.
7.9. Medicion de absorbancia de azUcares reductores:
7.9.1. Tomar muestras de las soluciones incubadas a la 1, 3 y 20 horas (ImL en
un Eppendorf ®).
7.9.2. Centrifugar a 6000g por 15 minutos.
7.9.3. Transferir la fase acuosa a otro Eppendorf ®.
7.9.4. Medir la absorbancia utilizando el método de DNS (determinado por la
prueba piloto).
A.  Trabajar en triplicado.
a. Blanco: Solucion de agua con L. mesenteroides (sin sacarosa o0
azdcar morena).
b. Control negativo:
7.9.4.ADb.1. Solucion de sacarosa sin inoculo

79.4.Ab.2. Solucién de azlcar morena sin inoculo
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Anexo 5: Pruebas piloto.

Para la determinacion de las concentraciones de azUcar a utilizar en los medios de cultivo

se realiz6 una prueba piloto se usaran las siguientes concentraciones de aztcar 150g/L y

250g/L. Ademas de azucar los medios contenian peptona (10g/L) y agar (15¢/L). La

metodologia para la preparacion de los medios y la siembra de estos se describe en las

seccion de anexo (Anexo A5-AS8).

Preparacion de muestras de trabajo en laboratorio:

Se recolectaran muestras de guarapo de distintos molinos y pasos del proceso de
produccion de sacarosa en el ingenio Pantale6na, las cuales deberan ser
transportadas en una hielera a la Universidad del Valle de Guatemala durante los
meses de enero a mayo 2008.

Las muestras de jugo de cafia se almacenaran en el congelador a -15°C del
laboratorio de Operaciones Unitarias del departamento de Ingenieria Quimica de
la Universidad del Valle de Guatemala.

Para trabajar, se sacara las muestra congeladas 24h antes de empezar a trabajar a
un refrigerador a 6°C; 2h antes de empezar a trabajar, se colocara la muestra fuera

del refrigerador, hasta que llegue a temperatura ambiente.

Determinacion de Leuconostoc mesenteroides y microbiota total en los molinos

Se tomara las muestras y se diluira de acuerdo con la muestra utilizada
(Wistereich 1997).

Para determinar la concentracion de L. mesenteroides en los jugos de cafia se
utilizara el medio MSE, con una siembra por superficie, utilizando un in6culo de
100uL.

Para determinar la microbiota total se realizara una siembra por vertido utilizando

agar plate count y un indculo de 1 mL (Noack 2008).
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Con el uso de agar Plate Count se aislaran las dos bacterias adicionales que se

identificaran en el proceso.

Preparacion de pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias de la cafia de

azucar:

a. Se verificara periodicamente la identidad de las bacterias que crecen en los
medios de cultivo experimentales. Esto se realizard mediante pruebas
bioguimica de azlcares en medio CTA, bilis, SIM, y por la tincién de Gram
(Anexo A6). Para el andlisis de cepas, se tom6 al azar tanto colonias
formadoras de polimeros de alta masa molecular como colonias no
formadoras de estos polimeros, logrando un total de 48 colonias, que fueron

analizadas por pruebas bioquimicas.

Preparacion y siembra de medios Plate Count

Pesar 22.5¢ de agar Plate Count y agregarle 1L de agua destilada.

Disolver los compnentes en un erlenmeyer de tamafio suficiente.

Esterilizar por autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Tomar la muestra y hacer diluciones seriadas segin sea necesario para la
proveniencia de la muestra.

Verter el medio en cajas petri, 15 ml por caja, y esperar a que se solidifique.
Inocular, esparcir por toda la caja y dejar absorber el indculo por 10 minutos.
Incubar las cajas a 32°C con la tapadera hacia abajo por 24h.

Contar las colonias y reportar los resultados como UFC/ml.

Preparacion y siembra de medios de azicar morena/rapadura

Pesar 2.5g de peptona, 3.8g de Agar Agar y 37.5g de azicar morena o rapadura.
Disolver los compnentes en un erlenmeyer de tamafio suficiente con 250ml de
agua destilada.

Esterilizar por autoclave durante 15 minutos a 121°C.
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Tomar la muestra y hacer diluciones seriadas segun sea necesario para la
proveniencia de la muestra.

Verter el medio en cajas petri, 15 ml por caja, y esperar a que se solidifique.
Inocular, esparcir por toda la caja y dejar absorber el indculo por 10 minutos.
Incubar las cajas a 32°C con la tapadera hacia abajo por 24h.

Contar las colonias y reportar los resultados como UFC/ml.

Preparacion de diluciones de jugo de cafia

Para la preparacion de las muestras de jugo de cafia, se realizaron diluciones
seriadas de las diferentes muestras de jugos de los diferentes proceos del ingenio.
Tomar 1mL de guarapo descongelado con una micropipeta Eppendorf® de
1000uL despuntada y colocarlo en un tubo con 9mL de agua de peptona estéril y
agitar.

Para la siguiente dilucion, tomar 1mL de la anterior y colocarla en 9mL de
peptona estéril y agitar.

Repetir el paso 2 hasta obtener la dilucion deseada.

Siembra por superficie

Limpiar la campana de flujo laminar con etanol al 70% y dejar limpiando por lo
menos 15 minutos.

Realizar las diluciones segun se requiera para cada muestra.

Colocar las cajas con medio con la tapadera hacia arriba, éstas deben encontrarse
a temperatura ambiente.

Numerar las cajas segun el siguiente codigo: Muestra-Medio-Dilucién.

Tomar una pipeta automatica P-100 o P-200 y una caja de puntas adecuadas para
ésta.

Partiendo de la dilucion menos concentrada, tomar 100uL de muestra con la

micro pipeta e inocular.
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Distribuir el in6culo en el medrio usando un esparcidor limpio y preferiblemente
desinfectado con Etanol 70%.

. Tapar la caja y dejarla 5 minutos con la tapadera hacia arriba para que el indculo
sea absorbido por el medio.

Incubar las cajas a 32°C con la tapadera hacia abajo durante 24-48h.



139

Anexo 6: Preparacion de pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias

desconocidas.

Coloracién de Gram

Esterilizar con Ilama un asa de argolla.

Cuando el asa se enfrie, abrir el tubo con el medio BHI, flamear la boca del tubo,
introducir el asa, sacarla, flamear la boca del tubo y cerrarlo.

Frotar el asa en el portaobjetos y flamearla. Esperar a que el frote se seque y
flamear 3 veces el portaobjetos con el cultivo de frente a la llama.

Cubrir el frote con cristal violeta, dejar actuar 1 minuto y lavar con agua destilada.
Cubrir el frote con lugol, dejar actuar 1 minuto y lavar con agua destilada.

Colocar el frote verticalmente y decolorar con 2 gotas de alcohol acetona, lavar
inmediatamente con agua destilada.

Cubrir el frote con safranina, dejar actuar 1 minuto y lavar con agua destilada.
Dejar secar el frote y observarlo en el microscopio con el lente de inmersién
(100X).

Medio SIM

En un erlenmeyer disolver medio SIM de acuerdo con la cantidad requerida.

En una estufa/agitador calentar el medio con agitacion constante hasta que ebulla
y quede cristalino.

Verter el medio en tubos de ensayo con tapadera de rosca hasta la mitad de su
capacidad con una pipeta delOmL.

Esterilizar por autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Sacar la gradilla con tubos cerrarlos cuando ya estén a temperatura ambiente. Si
los tubos no van a ser usados inmediatamente, colocarlos en refrigeracion entre 4-
6°C.

Tomar un tubo de medio SIM.

Tomar una asada del cultivo de la bacteria esterilizado con llama un asa de punta.
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Tomar el tubo con medio SIM, abrir el tubo, flamear la boca, introducir el asa
verticalmente en el centro del tubo de tal forma que la punta del asa quede a 1cm
del fondo del tubo, sacar el asa flamear la boca del tubo y cerrarlo.

Incubar a 32°C por 24h.con las tapaderas no completamente cerradas.

Para la prueba de movilidad si el crecimiento se encuentra en el area de
inoculacion exclusivamente quiere decir que la bacteria es inmovil, mientras que
si el tubo se pone turbio quiere decir que la bacteria es movil.

Para la prueba del Indol, afiadir unas gotas de reactivo de Kovax, si el reactivo
toma una coloracion rojiza indica una prueba positiva, mientras que si se queda

amarillo es negativo.

Medio Bilis-Esculina

Preparacion del medio.

En un erlenmeyer de tamafio adecuado disolver una cantidad adecuada de medio
Bilis esculina en de agua desmineralizada.

En una estufa/agitador calentar el medio con agitacién constante hasta quede
cristalino.

Verter el medio en tubos de ensayo con tapadera de rosca hasta la mitad de su
capacidad con una pipeta de 10mL.

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Cerrar los tubos y dejar que se solidifiquen con wuna inclinacion de
aproximadamente 45°.

Si los tubos no van a ser usados inmediatamente, colocarlos en refrigeracion entre
4-6°C.

Para la siembra tomar un tubo de medio y un cultivo de la bacteria, esterilizar con
Illama un asa de punta.

Cuando el asa se enfrie, abrir el tubo con la bacteria, flamear la boca del tubo,

introducir el asa, sacarla, flamear la boca del tubo y cerrarlo.
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Tomar el tubo con medio Bilis, abrir el tubo, flamear la boca, introducir el asa y
rayar el area inclinada del medio en tubo, sacar el asa flamear la boca del tubo y
cerrarlo.

Incubar a 32°C por 24h.

La prueba se considera positiva si después de la incubacion el medio se torna

negro.

Medio rojo de metilo-VVoges Proskauer

En un erlenmeyer de tamafio adecuado disolver la cantidad necesaria de medio,
para preparar dos tubos por bateria.

En una estufa/agitador calentar el medio con agitacion constante hasta que se
torne cristalino.

Verter el medio en tubos de ensayo con tapadera de rosca hasta la mitad de su
capacidad con una pipeta de 10mL.

Esterilizar con autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Cerrar los tubos.

Si los tubos no van a ser usados inmediatamente, colocarlos en refrigeracion entre
4-6°C.

Para la siembra, tomar los dos tubos de medio y un cultivo de bacteria.

Esterilizar con llama un asa de argolla.

Cuando el asa se enfrie, abrir el tubo con la bacteria, flamear la boca del tubo,
introducir el asa, sacarla, flamear la boca del tubo y cerrarlo.

Tomar el tubo con medio RM/VP, abrir el tubo, flamear la boca, introducir el asa
y agitarla dentro del medio en tubo, sacar el asa flamear la boca del tubo y
cerrarlo.

Incubar a 32°C por 24h.

A un tubo afadir 5 gotas de rojo de metilo, se considera positiva una coloracion

roja.
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13. Al otro tubo afadir 6 gotas de a-naftol al 5% en etanol absoluto y 2 gotas de
hidroxido de potasio al 40%, agitar y dejar reposar 15 minutos con agitacion

eventual. Una coloracion rosada se considera una prueba positiva.

e Prueba de Citrato de Simmons

1. Suspender 24.2 g del medio deshidratado por litro de agua destilada. Dejar
reposar 5 minutos y mezclar calentando a ebullicion durante 1 0 2 minutos.

2. Distribuir en tubos (9ml por tubo) y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15
minutos.

3. Enfriar en posicion inclinada.

4. A partir de un cultivo puro de la bacteria con 18-24 horas de incubacion, sembrar
en superficie un indculo ligero , usando una asa sin arrastrar el agar.

5. Incubar a 32 °C, durante 24-48 horas, en aerobiosis.

6. La prueba es positiva si se observa crecimiento y color azul en el pico,
alcalinidad. Es negativo si el medio permanece de color verde debido a que no

hay desarrollo bacteriano y no hay cambio de color.

e Prueba de la Ureasa

1. Preparar la cantidad de medio que sea necesario para el nimero de tubos que se
va a trabajar.

2. A partir de un cultivo puro de la bacteria con 18-24 horas de incubacion, sembrar
picando el medio un indculo ligero , usando una asa sin arrastrar el agar.

3. Incubar a 32 °C, durante 24-48 horas, en aerobiosis.

4. La prueba es positiva si se observa crecimiento y color rosado intenso,
alcalinidad. Es negativo si el medio permanece de color amarillo debido a que no
hay desarrollo bacteriano y no hay cambio de color.
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Anexo 7: Preparacion de la prueba de inhibicion de desinfectantes.

© o N o g B~ w

Prueba de inhibicién de desinfectantes

En cajas de medio PC o Mueller Hinton y dividirlas en 6 segmentos del mismo
tamario.

Tomar una muestra de la bacteria de interés y sembrarla con un hisopo estéril en
toda la superficie del medio.

Dejar absorber el in6culo por 10 minutos.

Realizar diluciones del desinfectante.

En cada segmento de la caja colocar 10ul de desinfectante de la dilucion deseada.

En uno de los segmentos colocar 10ul de formaldehido diluido 1:10.

Dejar absorber el in6culo por 10 minutos.

Incubar las cajas a 32°C con la tapadera hacia abajo por 24h.

Medir los halos de inhibicion en cada segmento, asignar una medicion de

referencia a cada dilucion y compararla con la del formaldehido.
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Anexo 8: Conteos de colonias totales en medio Plate Count Agar y medios

experimentales.

Cuadro 1: Caracteristicas bioquimicas de la microbiota de los jugos de cafia.

Conteo de colonias

incubacion.

Identificacion de Cepas desconocidas

Se realiza un conteo del total de colonias que se observan en la caja Petri.

tengan mas se reportan como Muy numerosas para ser contadas.

+ | Lactobacillus plantarum

+ | + | Leuconostoc mesenteroides
+ | + | Leuconostoc dextranicum

Coloracion de Gram

+ | + | Lactobacillus casei v. alactosus

+ | + | Lactobacillus casei v. casei
+ | < | Bacillus stearctermpohillus

+ | + | Bacillus cereus

Catalasa

Dextrano

+

+

I+

Levano

N

+ | |+ ]| + | Bacillus subtils

B

OF Glucosa

'|1
BEID
=

o|FlFo

Arabinosa

+| [

|+ +[mf

Fructosa

|La ctosa

Melibiosa
Maltosa

+[+[+]+]+]"

Manosa

Sacarosa

Trealosa

Xilosa

Hidrdlisis de la esculina

N IRk B

Hidrdlisis de la salicina

[ AR ED EAER

Citrato
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El conteo se realiza de 24h de incubacion y un reconteo luego de 48h de

El resultado que se reporta es donde se tiene el mayor conteo en los 2 dias, y

utilizando Unicamente las cajas donde se tengan entre 5-250 colonias, las que

Los resultados se reportan en unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL).



B. Resultados preliminares

Anexo 1:
Figura 29: Cambio de turbidez en medios liquidos experimentales
de C75, C200, MC50, MC100, ME25, ME150, MP75 y MP100.

Medio C75 Medio C200 Medio MC50
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Anexo 2:
Figura 30: Recuperacion de Leuconostoc mesenteroides inoculado en medios
experimentales de C200, MC150, MC250, ME150, ME250, MP200, MP250 y MP300.

1) C200 2) MC150 3) MC250 4) ME150
5) ME250 6) MP200 7) MP250 8) MP300
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Anexo 3: Resultados de la prueba piloto

Figura 31: Resultados de la prueba piloto para medio Plate Count en el tandem B.

En esta Figura se observan distintos resultados del crecimiento de la microbiota en

distintos puntos del proceso azucarero en el tindem B, en medio Plate Count Agar.

Figura 32: Resultados de las tinciones de Gram de la prueba piloto en el tandem B.

En esta Figura se observa una tincion gram positivo caracteristica de las bacterias que se
aislaron posteriormente para identificacion.



148

Figura 33: Resultados de los reaislamientos en medio Plate

Count de las bacterias elegidas en el tandem B.

En esta Figura se observa un crecimiento aislado caracteristica de las bacterias que se

aislaron posteriormente para identificacion.

Figura 34: Resultados de la tincion de Gram para la bacteria

identificada como L. casei, aislada del tindem B.

En esta Figura se observan bacilos gram positivos pertenecientes a L. casei, aislada del
tandem B.
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Figura 35: Resultados de la tincion de Gram para la bacteria
identificada como B. stearotermophillus, aislada del tandem B.

En esta Figura se observan bacilos en cadenas cortas, gram positivos pertenecientes a B.

stearotermophillus, aislada del tindem B.
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C. Andlisis de datos

Anexo 1: Andlisis de regresion entre recuento de L. mesenteroides y la temperatura a lo
largo de los molinos del tAndem.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple 0.95547
Coeficiente de determinacion R"2 0.912923
R”2 ajustado 0.891153
Error tipico 0.364797
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los

libertad cuadrados cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 5.580714 5.58071353 41.93613256 0.00293
Residuos 4 0.532306 0.133076495
Total 5 6.11302
Error Inferior Superior Inferior Superior
Coeficientes tipico Estadistico t Probabilidad 95% 95% 95.0% 95.0%

Intercepcion 0.627898  0.930682  10.34499706  0.000492775  7.043912  12.21188 7.043912 12.21188
Variable X 1 -0.14842  0.022919 -6.475811344  0.002930255  -0.21206 -0.08479  -0.21206  -0.08479

Anexo 2: Analisis de los regresion entre el recuento de microbiota total y la temperatura a

lo largo de los molinos del tandem.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién maltiple  0.930341
Coeficiente de determinacion R"2  0.865535
R"2 ajustado 0.831919
Error tipico 0.459117

Observaciones 6
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ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los

libertad cuadrados cuadrados F Valor critico de F

Regresion 1 5.427271 5.427271 25.74753 0.007109

Residuos 4 0.843152 0.210788

Total 5 6.270423

Coeficientes  Error Estadistico t Probabilidad Inferior Superior Inferior Superior
tipico 95% 95% 95.0% 95.0%

Intercepcion 10.3573 1171314  8.842458 0.000903 7.105206  13.60939 7.105206  13.60939
Variable X1 -0.14637 0.028845  -5.0742 0.007109 -0.22646  -0.06628  -0.22646  -0.06628

Anexo 3: Prueba t de Student para muestras pareadas para la comparacion de la densidad

de L. mesenteroides y de la microbiota total a lo largo de los molinos del tandem.

Prueba t de Student para jugo primario

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 5.015739459 5.713722493
Varianza 0.08785958 0.125636822
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0.541584557
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -2.440074146
P(T<=t) una cola 0.04624706
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.09249412

Valor critico de t (dos colas) 3.182446305




Prueba t de Student para Molino 2

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1

Variable 2

Media
Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas
Valor critico de t (dos colas)

4.637984424 5.552619761
0.050600999 0.616146432

4

Prueba t de Student para Molino 3

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Media
Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

4
0.56033372
0
3
-2.671481507
0.037797466
2.353363435
0.075594932
3.182446305
Variable 1 Variable 2
4066227112 4.6982729
0.008211022 0.036393588
4 4
0.633642418
0
3
-8.390534272
0.001775408
2.353363435
0.003550816
3.182446305
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Prueba t de Student para Molino 4

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 3.329488374  4.53111467
Varianza 1.3793815 0.040790019
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0.894639701
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -1.769494213
P(T<=t) una cola 0.087477767
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.174955535
Valor critico de t (dos colas) 3.182446305

Prueba t de Student para Molino 5
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
Variable 1 Variable 2

Media 2.962287262 3.664812617
Varianza 0.888620027 0.280544085
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacién de Pearson 0.655464023
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -1.958608978
P(T<=t) una cola 0.072524489
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.145048977

Valor critico de t (dos colas) 3.182446305
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Prueba t de Student para Molino 6

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 2.060137312 2.781853551
Varianza 0.780193107 0.072621367
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0.264102656
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -1.459171619
P(T<=t) una cola 0.120307998
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.240615996
Valor critico de t (dos colas) 3.182446305

Anexo 4: Prueba t de Student para muestras pareadas para determinar la significancia de
la disminucion de la densidad de L. mesenteroides entre el jugo diluido y el jugo

sulfitado.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 5.165069 4.426509
Varianza 0.038631 0.067109
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.050559
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 4.657302
P(T<=t) una cola 0.009338
Valor critico de t (una cola) 2.353363
P(T<=t) dos colas 0.018677

Valor critico de t (dos colas) 3.182446
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Anexo 5: Prueba t de Student para muestras pareadas para determinar la significancia de
la disminucion de la densidad de microbiota total entre el jugo diluido y el jugo sulfitado.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 5.683396608 5.113715786
Varianza 0.160884073 0.075050021
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.890357882
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 5.678167506
P(T<=t) una cola 0.005411669
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.010823338
Valor critico de t (dos colas) 3.182446305

Anexo 6: Andlisis de regresion entre recuento de L. mesenteroides y la temperatura a lo

largo del proceso.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple  0.68778
Coeficiente de determinacion R"2 0.473042
R”2 ajustado 0.209563
Error tipico 0.33791

Observaciones 4
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ANALISIS DE VARIANZA

Grados de  Suma de Promedio de

libertad  cuadrados los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 0.205 0.205 1.795367 0.31222
Residuos 2 0.228366 0.114183
Total 3 0.433366
Error Estadistico Inferior  Superior Inferior  Superior
Coeficientes tipico t Probabilidad 95% 95% 95.0% 95.0%

Intercepcion 7.046002  1.710214 4.119954 0.054171 -0.31245  14.40446 -0.31245 14.40446
Variable X 1 -0.06871 0.05128  -1.33991 0.31222 -0.28935 0.151929 -0.28935  0.151929

Anexo 7: Andlisis de regresion entre recuento de microbiota total y la temperatura a lo

largo del proceso.

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacién multiple 0.132797307
Coeficiente de determinacion R"2 0.017635125

R"2 ajustado -0.473547313
Error tipico 0.347880481
Observaciones 4

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de

libertad cuadrados  los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 0.004345061 0.004345 0.035903 0.867203
Residuos 2 0.242041658 0.121021
Total 3 0.246386719
Estadistico Inferior ~ Superior  Inferior  Superior
Coeficientes Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95.0% 95.0%

Intercepcion  5.874217143  1.760678387  3.336337 0.079299 -1.70137  13.4498 -1.70137  13.4498
Variable X1 -0.010003308 0.052792931  -0.18948 0.867203 -0.23715 0.217146 -0.23715 0.217146
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Anexo 8: Prueba t de Student para muestras pareadas para la comparacion de la densidad

de L. mesenteroides y de la microbiota total a lo largo del proceso.

Prueba t de Student para jugo primario

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 5.015739459 5.713722493
Varianza 0.08785958 0.125636822
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0.541584557
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -2.440074146
P(T<=t) una cola 0.04624706
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.09249412
Valor critico de t (dos colas) 3.182446305

Prueba t de Student para jugo diluido

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 5.165069 5.683397
Varianza 0.038631 0.160884
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.608618
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -3.22146
P(T<=t) una cola 0.024265
Valor critico de t (una cola) 2.353363
P(T<=t) dos colas 0.04853

Valor critico de t (dos colas) 3.182446




158

Prueba t de Student para jugo sulfitado

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 4.426508665 5.113715786
Varianza 0.067109171 0.075050021
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.918424772
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -12.65223047
P(T<=t) una cola 0.000532424
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.001064849
Valor critico de t (dos colas) 3.182446305

Prueba t de Student para jugo alcalizado

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1  Variable 2

Media 4.455378 5.658095
Varianza 0.126429 0.676241
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.173786
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -2.87291
P(T<=t) una cola 0.031949
Valor critico de t (una cola) 2.353363
P(T<=t) dos colas 0.063898

Valor critico de t (dos colas) 3.182446
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Anexo 9: Prueba t de Student para muestras pareadas para la comparacion de la densidad

de L. mesenteroides y microbiota total en el jugo filtrado.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0.5 1.389076
Varianza 0.333333 2.362786
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.309461
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -1.21358
P(T<=t) una cola 0.155869
Valor critico de t (una cola) 2.353363
P(T<=t) dos colas 0.311738
Valor critico de t (dos colas) 3.182446

Anexo 10: Prueba t de Student para muestras pareadas para determinar la significancia de
la disminucion de la densidad de L. mesenteroides y la de microbiota total entre el jugo
filtrado y el jugo alcalizado.

Prueba t de Student para L. mesenteroides

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 0.5  4.455378382
Varianza 0.333333333  0.126428561
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.030302518
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -11.82792748
P(T<=t) una cola 0.000649607
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.001299214

Valor critico de t (dos colas) 3.182446305
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Prueba t de Student para microbiota total

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 1.389075625 5.658095
Varianza 2.362785835 0.676241
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0.090747172
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -4.722669669
P(T<=t) una cola 0.008992315
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.017984629
Valor critico de t (dos colas) 3.182446305

Anexo 11: Prueba t de Student para muestras pareadas para determinar la significancia de
la disminucion de la densidad de L. mesenteroides y la de microbiota total entre el jugo
primario y el jugo diluido.

Prueba t de Student para L. mesenteroides

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 5.015739459 5.165069
Varianza 0.08785958 0.038631
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0.844855829
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t -0.629724642
P(T<=t) una cola 0.286783947
Valor critico de t (una cola) 2.353363435
P(T<=t) dos colas 0.573567894

Valor critico de t (dos colas) 3.182446305




Prueba t de Student para microbiota total

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
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Variable 1

Variable 2

Media

Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

5.713722493
0.125636822

4
0.828073662

0

3
0.268405836
0.402892733
2.353363435
0.805785466
3.182446305

5.683396608
0.160884073
4

Anexo 12: Prueba t de Student para muestras pareadas para determinar diferencia entre

recuperacion de L. mesenteroides en medios solidos experimentales con y sin inhibidores.

Prueba t de Student para ME250 a las 12 horas

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1

Variable 2

Media

Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

119

4207

3
0.999493335
0

2
3.254168976
0.041431871
2.91998558
0.082863742
4.30265273

55.66666667
972.3333333
3




Prueba t de Student para ME250 a las 24 horas

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
Variable 1 2
Media 224 82
Varianza 4816 475
Observaciones 3 3
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.90579626
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 4.869605087
P(T<=t) una cola 0.01983896
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.039677921
Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
Prueba t de Student para MP200 a las 12 horas
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
Variable 1 Variable 2

Media 130 88.33333333
Varianza 793 2041.333333
Observaciones 3 3
Coeficiente de correlacion de Pearson 0.60598353
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 2.007530317
P(T<=t) una cola 0.09124126
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.18248252
Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
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Prueba t de Student para MP200 a las 24 horas

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media

Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

142.3333333 23.66666667
1412.333333 72.33333333
3 3
0.063095193
0
2
5.408236233
0.016265054
2.91998558
0.032530108
4.30265273




164

D. Resultados

Anexo 1:
Figura 36: Caracteristicas de las colonoias de L. mesenteroides.

Anexo 2:

Figura 37: Caracteristicas de sobreposicion de las colonias de L. mesenteroides.

Anexo 3:

Figura 38: Microscopia de L. mesenteroides con tincion Gram (aumento 1000X).
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Anexo 4:
Figura 39: Comparacion de recuperacion en MSE, AM150 y AM200.

1) MSE 2) AM200  3) AM150
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Anexo 5:

Figura 40: Produccion de dextrana por Leuconostoc mesenteroides.

Anexo 6:
Cuadro 20: Cambio de turbidez por crecimiento de Leuconostoc
mesenteroides en medios liquidos experimentales (6 horas de incubacion).

Medio Concentracion (g/L) Turbidez
Cachaza 100 +
150 +
200 +
Jugo Filtrado 50 -
100 -
150 -
Meladura Clarificada 50 +
100 -
150 -
Meladura Evaporada 50 +
100 +
150 -
Miel Primera 50 +
100 +

150 -
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Anexo 7:
Cuadro 21: Cambio de turbidez por crecimiento de Leuconostoc mesenteroides en medios

liquidos experimentales, con concentraciones modificadas (6 horas de incubacion).

Medio Concentracion (g/L) Turbidez
Cachaza 25 -
50 +
75 +
Jugo Filtrado 200 +
Meladura Clarificada 25 +
50 +
75 +
Meladura Evaporada 25 +
50 +
75 +
Miel Primera 25 +
50 +
75 -

Anexo 8:
Cuadro 22: Comparacion del cambio de turbidez por crecimiento de
Leuconostoc mesenteroides en medios liquidos experimentales

con diferente composicién (6 horas de incubacién).

Medio Citrato y Azida de Sodio Turbidez
C50 Presente +
Ausente +
MC25 Presente +
Ausente +
ME25 Presente +
Ausente +
MP25 Presente +

-+

Ausente
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Anexo 9:

Figura 41: Recuperacion de L. mesenteroides en medio MP200.

Control Réplica 1 Replica 2 Replica 3

Anexo 10:
Figura 42: Comparacion de la recuperacion de L. mesenteroides

en medio MP200 con inhibidores y sin inhibidores.

MP200 con Citrato y Azida de Sodio MP200 sin Citrato y Azida de Sodio
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Anexo 11:

Figura 43: Prueba de desinfectante 3-Stab en medio Mueller Hinton.

Anexo 12:

Figura 44: Prueba de desinfectante SMB en medio Mueller Hinton.
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Anexo 13:

Estandarizacion de proceso de investigacion y muestreo en laboratorio de cafias en

ingenio Pantaledn.

b)

Proceso elaborado para personas ajenas al ingenio que lleguen al laboratorio a

realizar las pruebas de investigacion:

Se creardn un calendario y horario de visitas al ingenio con previa consulta con
los supervisores del dia de cada planta, para evitar ser inoportunos e interrumpir

las operaciones y trabajo del personal del ingenio.

El primer dia de visita sera de reconocimiento del lugar, el entendimiento y
aprendizaje del procedimiento de acceso, vias de movilizacién y personal con se
trabajara. También se preparara el material con que se trabajara durante las visitas

posteriores.

i) Se presentaran con los supervisores y se ird al Laboratorio de Planta, lugar
donde se tendra refrigerado el material a utilizar (resarzurina previamente
preparada en la Universidad o centro de investigacion ajeno al ingenio).

ii) Se llevard la resarzurina al laboratorio de cafia.

iii) Se procederd a llenar los tubos de ensayo previamente seleccionados con
resarzurina al nivel requerido (nivel marcado por los tubos destinados como
patrones, los cuales estan marcados con una letra P).

iv) Se precalienta el bafio de Maria a utilizar a una temperatura de 37 °C.

v) Se colocan los tubos de ensayo en gradillas para elevacion y mantenimiento

de temperatura en los bafios de Maria.
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vi) Se procede con la preparacion del material par muestreo de tandem y jugo de

cafia de cosecha.

(1) Tomar 4 diferentes contenedores plasticos con cierre (tapa).
(2) Enjuagarlos con agua.
(3) Etiquetarlos con los nombre:

(@) Primario A

(b) Primario B

(c) Diluido A

(d) Diluido B

vii)Seguido de la preparacion de los materiales, sigue la preparacion de la
seguridad industrial para visitar la planta y tomar las diferentes muestras:
(1) Uso de casco protector.
(2) Uso de tapones para oidos.
(3) Uso de guantes y lentes anti impacto (opcional).

(4) Uso de botas o zapatos de trabajo antideslizantes.

viii) Para la visita de la planta, paso seguido, es necesario conocer la ruta la
cual ha sido trazada previamente.

iX) Se llega a la planta y se toman las muestras, en el siguiente orden:
(1) Primario A
(2) Primario B
(3) Diluido A
(4) Diluido B

X) Para la toma de las muestras en los jugos primarios, se siguen los siguientes
pasos:
(1) Localizar el espacio donde se va a tomar la muestra.

(2) Abrir la compuerta que lo contiene.
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(3) Tomar el contenedor de metal (vara metalica con recipiente en un
extremo).

(4) Se lleva el contenedor de metal, tomandolo con ambas manos, hasta la
caida del jugo, se endulza (1 vez) (llenar el contenedor una vez con el jugo
primario y desechar el contenido del mismo).

(5) Se llena el recipiente del metal y se saca la muestra de jugo

(6) Se endulza (1 vez) el recipiente de pléstico (pachoncito).

(7) Se llena para contener el liquido y se cierra con la tapa.

**|_os pasos del 1 al 7 se realizan de igual forma para el jugo primario de

ambos tandem.**

xi) Para la toma de las muestras en los jugos diluidos, se siguen los siguientes

pasos:

(1) Localizar el espacio donde se va a tomar la muestra.

(2) Abrir valvulas de paso para obtener el jugo.

(3) Tomar un contenedor de plastico (cubo) que se encuentra en el lugar de
extraccion del jugo.

(4) Se lleva el contenedor, tomandolo con una mano y la otra en la valvula de
paso, Y se endulza (1 vez).

(5) Se llena el cubo y se saca la muestra de jugo.

(6) Se endulza (1 vez) el recipiente de plastico (panchoncito).

(7) Se llena para contener el liquido y se cierra con la tapa.

** os pasos del 1 al 7 se realizan de igual forma para el jugo diluido de

ambos tandem.**

xii)Se regresa, con mucha precaucion, al laboratorio de cafias y se procede a
realizar los diferentes procesos de analisis:
(1) Se toman los contenedores con las muestras y se hacen pasar por un
colador (tela de tamiz de hasta 3 mm x 3 mm).
(2) Se exprimen hasta extraer la mayor cantidad de jugo.

(3) Se depositan los jugos en un beaker.
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(4) Se depositan los sélidos (bagazos y demas residuos sélidos) en contenedor
de basura.
(a) Se realiza el procedimiento para todas las muestras.

(5) Se toman 4 tubos de ensayo y se destapan.

(6) Se llena hasta el tope, hasta rebalsar para no tener ninguna burbuja de aire
dentro del tubo.

(7) Se cierra el tubo lleno.

(8) Se agita una vez (tomar con la mano o dos dedos y poner de cabeza el tubo
una sola vez).

(9) Se deposita el tubo, con la muestra y la resarzurina mezcladas, de vuelta a
la gradilla.

(10) Se anota el nimero (o codigo designado) del tubo en la gradilla.

(11) Se toma la hora de realizacion del proceso (para cada tubo
individual).

(12) Se procede a observar posibles cambios, siguiendo un patron
previamente establecido.

(13) Se toma la hora de cambio.

xiii)  Se realizan los pasos (x) al (xii) cada 30 minutos 0 1 hora (segln

conveniencia de investigacion).

xiv)  Tras terminar la jornada del dia (asumiendo hora de inicio 8:00 am y
término 5:00 pm) se limpiaran todos los instrumentos utilizados.
(1) Se pasa agua y jabén a los contenedores de pléasticos.
(2) Se pasa agua y jabon los beaker usados.
(3) Se enjuagan los instrumentos y se dejan escurriendo toda la noche boca

abajo.

xV) Se dejan mas tubos preparados con resarzurina, para evitar realizar los pasos

(ii) a (vi) el dia siguiente.
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xvi)  Se dejan preestablecida la temperatura del bafio de Maria, con suficiente
agua (al menos a un nivel superior al de la gradilla), a 37 °C con las muestras

preparadas.

c) Al regresar el dia siguiente, se debera llamar previamente (1 6 2 horas antes de
llegada) al supervisor Il, encargado de supervisar laboratorio de cafias y solicitarle
que revise el bafio de Maria para revisar la temperatura y nivel del agua.

i) Si le falta agua, verter en bafio de Maria y llevar al nivel establecido.

ii) Si latemperatura es diferente de 37 °C, ajustarla.

Anexo 14:

Figura 45: Cotizacion de bafio de Maria.

BANO MARIA Y COCINA, PRECIO INCREIBLE!
Enviado por Hector 10 de Sep, 17:18 (Eliminar o Modificar)

Precio: $180.000

AVISO

BANO MARIA EN BUEN ESTADO VALOR $180.000
COCIMNA INDUSTRIAL, 2 QUEMADORES EN UM PLATO VALOR
$90.000

INTERESADOS LLAMAR AL (2) 315 49 56 , LLAMAR DESPUES DE
LAS 17:00 HORAS

~
‘i Hector Encina Bobadilla

O Publicado el Jueves 10 de Septiembre de 2009
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Anexo 15:

Figura 46: Cotizacion de camara frigorifica (cAmara de refrigeracion para laboratorio).

Dim. interiores 1000x1000x1840 mm, aislamiento 80 mm, tamaiio de
puerta 710x1740 mm

1160x1160x2000

Informacion del Producto
Dimension: 1160x1160x2000
kg: 215

Volt :

Gas :

Precio: EUR1661+05
EUR1328.80
= Contarle a un amigo?

Codigo del Producto: ISON351
En Stock

Anexo 16:

Encuesta de Percepcion de lugar de trabajo y procesos internos.

La siguiente es una encuesta cuyo fin es determinar la funcionalidad de los procesos
internos en la empresa. Por favor responder de forma breve, consisa y de la manera mas

veraz posible la siguientes preguntas:

1. ¢Enqué area de la empresa labora?
e Planta
e Laboratorio

e Oficina

2. ¢Qué funcion desempefia en la empresa?
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3. ¢Cudl es el turno en que trabaja?

e Mafana Horario:
e Tarde Horario:
e Noche Horario:
e Otro: Horario:

4. ¢Cree que su tarea es indispensable para el proceso?
o Si
e No

o ¢Porque?

5. Sirespondié No a la respuesta anterior

¢ Qué cambiaria en la tarea que desempefia para mejorar el proceso?

6. ¢Existe(n) alguna(s) otra(s) seccion(es) del proceso con la(s) que esté en

contacto? Listelas

7. ¢Considera que otras areas pueden mejorar sus procesos?
e Si
e No
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8. Si ha contestado Si en la respuesta anterior

¢ Qué areas considera que se podrian mejorar?

9. ¢Como podria mejorar los procesos de las &reas anteriormente mencionadas?

Anexo 17:
“Industria Azucarera, Jugos de cana de azlcar equipo muestreador y método de

muestreo.”

Para la obtencion de muestras representativas de jugos de cafia de azUcar que habran
de someterse a determinaciones analiticas cuantitativas para fines de control de la
produccién en un ingenio azucarero, es necesario se cumplan los procedimientos

normalizados de muestreo que se establecen en la presente norma.

Esta Norma Mexicana establece el equipo muestreador y el método para la toma de
muestras de jugo de cafia de azlcar, sujetas a las preparaciones y determinaciones
analiticas pertinentes. Los aparatos Yy recipientes deben construirse con materiales que no
alteren la muestra. Se podra observar un ejemplo del muestreador automatico continuo

que garantice una cantidad suficiente de muestras (ver Figura 1).
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Figura 1: Muestreador de balancin.
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Recipiente para coleccion de muestras con capacidad de dos litros (ver Figura 2).

Figura 2: Recipiente para coleccion de muestras.

C‘ ;
\\ : - RSUDD ¥ SOPORYI
Y

PURCA DE LA BOMBA DF

. RECIPIENTE CoL¢

PECIPIENT
COLECTON DF

NUESTRA

Esta propuesta de instrumentos de medicion no concuerda con ningun estandar por

no existir referencial sobre el tema que cubre la norma tomada como referencia.



180

Anexo 18:

DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaBORADD PCR FRANCIZECT JOSE RODRIGUEZ RCDas

Operario de Operario de
Laboratorio de Laboratorio de
Cafia Planta
S E—
‘ .
Preparacion
0:00:15 1 equipo de
muestreo
Agua
A
0:00:45 2 Lavado de equipo
Aire/toalla de papel D [ Agua
A
0:00:35 3 Secado de equipo
Cinta y marcador/Marcador D @re/toalla de papel
A
0:00:15 4 Ethuetgdo de
equipo
N [ ci
P | Cinta y marcador/Marcador
0:01:25 Traslado hacia
1 planta
Elegir sitio de
0:00:10 1 muestreo
(Tandem A o B)
Traslado hacia
0:00:25 muestreo de jugo
primario
Depositar equipo
. de muestreo al
0:00:05 5 lado de sitio
i escogido
0:00:05 6 Toma de
muestreador
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELsgorabo Por FrRancizco Jose RobsiGuez Rooas

0:00:10 Inspeccionar
muestreador
Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo
0:00:35 7 Toma de muestra
0:00:15 <> Inspeccionar
muestra
0:00:25 8 Filtrado de
muestra
:00: Inspeccionar
. <3> filtrado
Deposito de
0:00:10 9 muestra en
contenedor
A 4
0:00:25 10 Limpieza de
muestreador
i Depositar
:00: muestrador en
0:0007 1 sitio de
almacenaje
0:00:10 12 Tomar contenedor
de muestra
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporaDO POR FRaNCIZCO JOSE RODRIGUEZ RoDas

Cerrar contenedor

0:00:15 de muestra

Depositar
contendor en caja
transportadora

0:00:05

Traslado hacia
muestreo de jugo
diluido

0:00:25

Depositar equipo
de muestreo al
lado de sitio
escogido

0:00:05

Toma de

0:00:05
muestreador

Inspeccionar

0:00:10
muestreador

Llevar
muestreador a
sitio de muestreo

0:00:07

= = = =
o [« o i w

0:00:35 17 Toma de muestra

Inspeccionar

0:00:15
muestra

Filtrado de

0:00:25 18
muestra
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporand PoR FranCizco JosE RoosicGuEZ Rooas

0:00:15 Inspeccionar

filtrado
Depésito de
0:00:10 19 muestra en
contenedor
A4
0:00:25 20 Limpieza de
muestreador
i Depositar
. muestrador en
0:00:07 21 sitio de
i almacenaje
. Tomar contenedor
0:00:10 22 de muestra
A, Cerrar contenedor
0:00:15 23 de muestra
Depositar
0:00:05 24 contendor en caja
L transportadora
5 Traslado hacia
0:00:55 sitio muestreo
(Tandem A o B)
Traslado hacia
0:00:25 6 muestreo de jugo
diluido
Depositar equipo
-00- de muestreo al
0:00:05 25 lado de sitio
l escogido
0:00:05 26 Toma de
muestreador
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporaDo Por Francisco Jose RooriGuEZ Rooas

Inspeccionar

0:00:10
muestreador
Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo
0:00:35 27 Toma de muestra
0:00:15 Inspeccionar
muestra
0:00:25 28 Filtrado de
muestra
Depésito de
0:00:10 29 muestra en
contenedor
A4
.a0- Limpieza de
0:00:25 30 muestreador
i Depositar
. muestrador en
0:00:07 31 sitio de
almacenaje
00" Tomar contenedor
0:00:10 32 de muestra
-00- Cerrar contenedor
0:00:15 33 de muestra
A 4
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaledn

ELaporano Por Francizco Jose RooriGUEZ Rooas

Depositar
contendor en caja
transportadora

0:00:05

Traslado hacia
muestreo de jugo
diluido

0:00:25

L

Depositar equipo
de muestreo al
lado de sitio
escogido

0:00:05

w

5

Toma de

0:00:05
muestreador

Inspeccionar

0:00:10
muestreador

Llevar
muestreador a
sitio de muestreo

0:00:07

0:00:35 Toma de muestra

Inspeccionar

0:00:15
muestra

Filtrado de

0:00:25
muestra

SRR b
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporabo Por Francizco JosE RoorRiGUEZ Robas

Deposito de
0:00:10 39 muestra en
contenedor
A 4
0:00:25 40 Limpieza de
muestreador
i Depositar
00" muestrador en
0:00:07 41 sitio de
almacenaje
0:00:10 42 Tomar contenedor
de muestra
0:00:15 43 Cerrar contenedor
de muestra
A .
Depositar
0:00:05 44 contendor en caja
transportadora
Traslado hacia
0:00:25 muestreo de jugo
diluido
Depositar equipo
. de muestreo al
0:00:05 &> lado de sitio
escogido
A 4
. Toma de
0:00:05 46 muestreador

Inspeccionar

0:00:10 muestreador
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaaorabo PoR FrRaNCIZCD JosE RODRIGUEZ RoDAs

Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo

Depésito de
0:00:10 47 muestra en
contenedor
v
. Limpieza de
0:00:25 48 muestreador
i Depositar
. muestrador en
0:00:07 49 sitio de
almacenaje
. Tomar contenedor
0:00:10 50 de muestra
. Cerrar contenedor
0:00:15 51 de muestra
v .
Depositar
0:00:05 52 contendor en caja
transportadora
Regreso a
0:01:25 laboratorio de
analisis
. Toma de
0:00:15 53 contenedores
A 4
. Abrir
0:00:15 54 contenedores
A
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DOP Recorrido actual
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELapoRaD0 POR FRaNCIZCD JOSE RODRIGUEZ RODAS

Depésito de
0:00:20 55 muestra en
beacker

Colar, filtrar la

0:00:15
muestra

Toma de tubo de
ensayo

0:00:10

Depésito de
muestra en tuvo
de ensayo

0:01:40

Cerrado de tubos
de ensayo con
tapa de rosca

0:00:35

Depésito de tubos

0:00:10 en gradilla

Llevar gradilla a

0:00:05 ~ .
bafio maria

Deposito de
0:00:05 61 gradilla en bafio
maria

RESUMEN DE DATOS
Cantidad | Tiempo

Actividades 61 00:20:48
Traslados 12 00:06:55
Inspeccione 11 00:01:40
Esperas 1 00:00:10

TOTALTIEMPO 0:29:33
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Anexo 19:

DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleodn

ELaaorano PoR FRanCizco JosE RoosicUE? RoDas

Operario de Operario de
Laboratorio de Laboratorio de
Cafia Planta
——>
v .
Preparacion
0:00:10 1 equipo de
muestreo
Agua
0:00:4 2 Lavado de equipo
Aire/toalla de papel D [ Agua
v
0:00:25 3 Secado de equipo
Cinta y marcador/Marcador D @re/toalla de papel
0:00:10 4 Ethuetgdo de
equipo
N [ ci
P L Cinta y marcador/Marcador

Traslado hacia
planta

b
Traslado hacia
0:00:15 muestreo de jugo

0:01:10

primario Tandem
A

i Depositar equipo
. de muestreo al
0:00:05 5 lado de sitio
escogido

. Toma de
0:00:05 6 muestreador
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporRaD0 POR FRANCISCD JOSE RODRIGUEZ RoDas

Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo

0:00:35 7 Toma de muestra

Depésito de
0:00:10 8 muestra en
contenedor

Depositar

9 muestrador en
sitio de

almacenaje

0:00:07

0 Tomar contenedor

0:00:10 1
de muestra
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporRaD0 POR FRANCISCD JOSE RODRIGUEZ RoDas

Cerrar contenedor

0:00:15 1 de muestra

Depositar
contendor en caja
transportadora

12
Traslado hacia
0:00:20 muestreo de jugo
diluido
Depositar equipo
13

0:00:05

A, de muestreo al
0:00:05 lado de sitio
escogido
v
0:00:05 14 Toma de
muestreador
Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo
0:00:35 15 Toma de muestra
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporRaD0 POR FRANCISCD JOSE RODRIGUEZ RoDas

Depésito de
0:00:10 16 muestra en
contenedor
v Depositar
0:00:07 17 mues_t_rador en
sitio de
almacenaje
00" Tomar contenedor
0:00:10 e de muestra
-00- Cerrar contenedor
0:00:15 1 de muestra
Depositar
0:00:05 20 contendor en caja
transportadora

Traslado hacia
0:00:35 sitio muestreo
Tandem B

Depositar equipo

0:00:05 21 de muestrgc_) al
lado de sitio
l escogido
.00~ Toma de
0:00:05 22 muestreador
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleon

| ELaporRaD0 POR FRANCISCD JOSE RODRIGUEZ RoDas |

Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo

0:00:05 23 Toma de muestra
' s
Dep6sito de
0:00:10 24 muestra en
contenedor
v Depositar
. muestrador en
0:00:07 e sitio de
i almacenaje
-00- Tomar contenedor
0:00:10 2 de muestra
0:00:15 27 Cerrar contenedor
de muestra
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELaporaD0 POR FRANCIZSCD JOSE RODRIGUEZ RoDas

Depositar
0:00:05 28 contendor en caja
transportadora
Traslado hacia
0:00:25 muestreo de jugo
diluido
Depositar equipo
0:00:05 29 de muestreo al
lado de sitio
escogido
A 4
.00 Toma de
0:00:05 e muestreador
Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo
0:00:35 31 Toma de muestra
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleodn

ELsporano Por FrRancisCo Jose RoDRIGUEZ RoDas

Depésito de
0:00:10 32 muestra en
contenedor
v Depositar
0:00:07 33 muestrador en
sitio de
almacenaje
0:00:10 34 Tomar contenedor
de muestra
nn. Cerrar contenedor
0:00:15 35 de muestra
Depositar
0:00:05 36 contendor en caja
transportadora
Traslado hacia
0:00:25 muestreo de jugo
diluido
Depositar equipo
0:00:05 37 de muesreo al
lado de sitio
escogido
A 4
. Toma de
0:00:05 38 muestreador
4
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaledn

ELsaporano PoR FRanCi=Co Jose RODRIGUEZ RODAS

Llevar
0:00:07 muestreador a
sitio de muestreo

Depésito de
0:00:10 39 muestra en
contenedor

Depositar
muestrador en
sitio de
almacenaje

0:00:07 40

Tomar contenedor

0:00:10 41
de muestra

Cerrar contenedor

0:00:15 42
de muestra

Depositar
0:00:05 43 contendor en caja
transportadora

Regreso a
0:01:10 laboratorio de
analisis

Toma de

0:00:15 44 contenedores

Abrir

0:00:15 45 contenedores
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DOP Recorrido propuesto
para muestreo en

ingenio Pantaleon

ELagoraDO POR FRANCISCD JOSE RODRIGUEZ RoDAs

0:00:20 46 Filtro de muestra
A 4
. Colocar filtrado en
0:00:15 47 beacker
0:00:10 48 Toma de tubo de
ensayo
Depésito de
0:01:40 49 muestra en tuvo
de ensayo

Cerrado de tubos
0:00:35 50 de ensayo con
tapa de rosca

Depésito de tubos

0:0040 51 en gradilla
0:00:05 LIevaNr gradl!la a
bafio maria
Deposito de
0:00:05 52 gradilla en bafio
maria

RESUMEM DE DATOS
Cantidad | Tiempo
Actividades 52 00:11:51
Traslados 13 00:05:00
TOTALTIEMPO 0:16:51




XV. GLOSARIO

Absorbancia: Cantidad de intensidad de luz que absorbe una muestra conocida o
desconocida.

Alcalizado: Paso de la extraccion de la sacarosa en el que se agrega cal al jugo

clarificado para neutralizar los acidos presentes y comenzar con el blanqueo del azlcar.

Azucar a granel: producto del proceso azucarero que comprende el azlcar en grano que

se vende en sacos, por Su peso.

Azlcar reductor: Azlcares como la glucosa, fructosa, lactosa y maltosa que tiene la

capacidad de reducir otras sustancias, es decir, son capaces de donar sus electrones.

Bacteria lactica: Bacterias con la capacidad de formar acido lactico a través de fermentar

azlcares.

Bactericida: Desinfectante que produce la muerte a una bacteria.

Bacteriéfago: Virus que infecta especificamente bacterias.

Bagazo: Residuo que queda de la cafia luego de extraer el jugo en los molinos. Puede ser
aprovechado para quemar en las calderas y utilizar el vapor generado como fuente de

poder dentro del ingenio.

Cachaza: Producto sélido que queda después del proceso de clarificacion del jugo de

cafa.

Clarificacion: Proceso de purificacion de los jugos por medio de la elevacion de la

temperatura para proseguir con la cristalizacion.
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Centrifugacion: Método por el cual se consigue separar los solidos de los liquidos con
densidades distintas a través de una fuerza centrifuga. En la Industria azucarera es el

método por el cual se separan las mieles del azUcar.

Espectrofotometro: Instrumento analitico utilizado para cuantificar sustancias

quimicas/bioldgicas y microorganismos.

Evaporador: Tanque cilindrico con el cual se evapora el agua del jugo de cafia a través

del alza de la temperatura.

Grenetina: La grenetina es un sinénimo para gelatina, que puede producirse con residuos
de los procesos de extraccion de la sacarosa, es un alimento cuyas propiedades lo hacen

ideal para deportistas, personas convalecientes, con sobrepeso y mujeres embarazadas.

Guarapo: Jugo obtenido luego de exprimir la cafia de aztcar en los molinos.

Hidrolisis: Reaccion quimica de agua con una sustancia, las cuales se pueden romper

como consecuencia de la reaccion.

Incubacién: Tiempo que pasa entre la exposicion a un organismo y la aparicion del
primer signo o sintoma. En el caso de incubacién en medios de cultivo, se refiere al

tiempo que tarda en aparecer la primera colonia microbiana.

Inhibidor: Moléculas o sustancias que disminuyen la actividad.

Jugo alcalizado: Jugo obtenido luego de la adicién de cal al jugo sulfitado para aumentar

el pH y evitar la hidrolisis de sacarosa en el proceso de calentamiento.

Jugo diluido: Es aquel que se extrae de la molienda en el tdndem, es decir, es la
combinacion de los diferente jugos obtenidos en los molinos del tAndem, siendo la mayor

proporcion el jugo extraido del primer molino.
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Jugo filtrado: Jugo extraido de la cachaza, el cual se une con el resto de los jugos en el

jugo alcalizado.
Jugo primario: Jugo extraido en el primer molino, previo a iniciar la dilucion. En la
mayoria de los tandem, este es el jugo de la desmenuzadora combinado con el del primer

molino.

Jugo sulfitado: Jugo obtenido luego de la adicién de anhidrido sulfuroso a los jugos

diluidos.

Lixiviacion: Proceso de adicion de agua caliente en los molinos para extraer el maximo

de sacarosa posible de la cafa.

Meladura: Miel de aztcar concentrada que se obtiene luego del proceso de evaporacion.

Mesofilo: Microorganismo cuya temperatura Optima de crecimiento se encuentra en un

rango de tempratura de 20 a 40°C.

Microbiota: Organismos de dimensiones microscopicas y pertenecientes a distintos

reinos que viven en una ecologia organizada en un ambiente especifico.

Miel primera: Miel obtenido directamente del proceso de cristalizacién. Suele contener

gran cantidad de impurezas.

Molino: Maquina utilizada para moler la cafia de azUcar y obtener el guarapo.

Optimizacion: Mejorar el rendimiento de pruebas o metodos.

Pantaledn: Pantalebn es una empresa agroindustrial que basa sus procesos en la

extraccion y purificacion de la cafia de azlcar para la produccion de azlcar, mieles,

alcoholes y energia eléctrica.



201

Sulfitacion: El proceso de sulfitacion es un proceso de desinfeccién con anhidrido
sulfuroso que al entrar en contacto con el jugo destruye los agentes patdgenos, bacterias
y microbios que pudiesen estar presentes en el jugo luego de que la mayoria han sido
acabados con las altas temperaturas de los molinos.

Tacho: Equipo de transferencia de calor, a base de vapor, tipo concha y tubos, orientado
a la cristalizacion de soluciones azucaradas y al posterior desarrollo de los granos

formados.

Tandem: Conjunto de molinos de extraccion de jugo de cafia situados en serie.

Termdfilo: Microorganismo cuya temperatura 6ptima de crecimiento es alta y puede

encontrarse en rangos de hasta mas de 90°C.

Unidad Formadora de Colonia (UFC): Término que se utiliza para expresar el
contenido de una célula viva y aislada, que se encuentra en las condiciones ambientales y

de nutrientes, asumiendo gque una célula da origen a una colonia visible.



